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“INICIADOR DE CONTROLE DE ANELAMENTO PARA MELHORAR A
ESPECIFICIDADE DE ANELAMENTO NA AMPLIFICACAO DE ACIDO
NUCLEICO, KIT, METODOS PARA AMPLIFICAR SEQUENCIAS DE
ACIDO NUCLEICO DE UM DNA E SEQUENCIA DE ACIDO
NUCLEICO ALVO OU UMA MISTURA DE ACIDOS NUCLEICOS,
PARA DETECTAR A COMPLEMENTARIDADE DE DNA AO MRNA
DIFERENCIALMENTE EXPRESSO EM DUAS OU MAIS AMOSTRAS
DE ACIDO NUCLEICO, PARA AMPLIFICAR RAPIDAMENTE UM
FRAGMENTO DE CDNA ALVO, PARA AMPLIFICAR UMA
POPULACAO DE CDNAS DE FILAMENTO DUPLO DE
COMPRIMENTO COMPLETO COMPLEMENTAR AOS MRNAS, E
CDNAS DE FILAMENTO DUPLO ENRIQUECIDOS EM &’
COMPLEMENTARES AOS MRNAS, PARA AMPLIFICAR MAIS DO
QUE UMA  SEQUENCIA DE NUCLEOTIDEO ALVO
SIMULTANEAMENTE, PARA PRODUZIR UMA IMPRESSAO DIGITAL
DE DNA DE GDNA, E DE RNA DE UMA AMOSTRA DE MRNA, PARA
IDENTIFICAR SEGMENTOS DE HOMOLOGIA CONSERVADA EM
UMA FAMILIA DE MULTIGENE A PARTIR DE UMA AMOSTRA DE
MRNA, PARA IDENTIFICAR UMA VARIACAO DE NUCLEOTIDEO
EM UM ACIDO NUCLEICO ALVO, PARA A MUTAGENESE EM UM
ACIDO NUCLEICO ALVO, E, USO DO INICIADOR”
FUNDAMENTOS DA INVENCAO
CAMPO DA INVENCAO

A presente invengdo diz respeito a um iniciador de controle de
anelamento e suas aplicagGes. Mais particularmente, a presente invengio diz
respeito a um iniciador de controle de anelamento para melhorar a
especificidade de anelamento na amplificagio de acido nucléico e suas
aplicagbes a todos os campos da tecnologia envolvida na amplificagdo de

acido nucléico.
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aplicagGes a todos os campos da tecnologia envolvida na amplificagio de
acido nucléico.
DESCRICAO DA TECNICA RELACIONADA

A amplificag@o de &cido nucléico é um processo central para
uma ampla variedade de métodos em biologia molecular, de modo que varios
métodos de amplificagdo foram propostos. Por exemplo, Miller, H. L. et al.
(WO 89/06700) divulgam uma amplifica¢do de seqiiéncia de acido nucléico
com base na hibridizagdo de uma seqiiéncia promotora/iniciadora para um
DNA de filamento tunico alvo (“ssDNA”) seguida pela transcri¢io de muitas
copias de RNA da seqiiéncia. Outros procedimentos de amplificagfio de acido
nucléico conhecidos incluem os sistemas de amplificagio com base na
transcrigdo (Kwoh, D. ef al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 86: 1173 (1989); ¢
Gingeras T. R. et al., WO 88/10315).

Os esquemas com base na ligagdo de dois ou mais
oligonucleotideos na presenga de acido nucléico tendo a seqiiéncia do “di-
oligonucleotideo” resultante, amplificando deste modo o di-oligonucleotideo,
também sdo conhecidos (Wu, D. Y. ef al., Genomics 4: 560 (1989)), que sio
chamados de “Reac¢do em cadeia de Ligagdo” (LCR).

Davey, C. et al. (European Pat. Appln. Publication N°
329.822) divulgam um processo de amplificagio de 4cido nucléico que
envolve sintetizar ciclicamente RNA de filamento tnico (“ssRNA”), ssDNA,
e DNA de filamento duplo (dsDNA). O ssRNA é um primeiro padro para um
primeiro oligonucleotideo iniciador, que é alongado pela transcriptase reversa
(polimerase de DNA dependente de RNA). O RNA ¢é depois removido do
duplex DNA:RNA resultante pela agio da ribonuclease H. O ssDNA
resultante € um segundo padrio para um segundo iniciador, que também
inclui as seqiiéncias de um promotor da RNA polimerase. Este iniciador é
depois prolongado pela DNA polimerase, resultando como uma molécula de

DNA de filamento duplo (“dsDNA”), tendo uma seqiiéncia idéntica aquela do
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RNA original entre os iniciadores e tendo adicionalmente, em uma
extremidade, uma seqiiéncia promotora. Esta seqiiéncia promotora pode ser
usada pela RNA polimerase apropriada para produzir muitas cdpias de RNA
do DNA. Estas copias podem depois re-entrar no ciclo que leva a
amplificagdo muito rapida.

O processo mais predominante para a amplificagdo de acido
nucléico conhecido como reagdo em cadeia da polimerase (daqui em diante
aludida como “PCR”), estd fundamentado em ciclos repetidos de
desnaturagdo de DNA de filamento duplo, seguidos pelo anelamento do
iniciador de oligonucleotideo ao DNA padrio e extens3o do iniciador por uma
DNA polimerase (Mullis et al. Patentes U.S. N*° 4.683.195, 4.683.202 e
4.800.159; Saiki et al. 1985). Os iniciadores de oligonucleotideo usados na
PCR sdo planejados para anelarem aos filamentos opostos do DNA e sdo
posicionados de modo que o produto de extensio catalisado pela DNA
polimerase de um iniciador possa servir como o filamento padrdo para o outro
iniciador. O processo de amplificagio pela PCR resulta no aumento
exponencial de fragmentos de DNA separados cujo comprimento é definido
pelas extremidades 5’ dos iniciadores de oligonucleotideo.

O sucesso nas amplificagdes de acido nucléico, em particular a
amplificagdo pela PCR, reside na especificidade com que um iniciador anela
apenas as suas seqiiéncias alvo (e ndo as ndo alvo) e portanto € importante
otimizar esta intera¢do molecular. Se um iniciador pode anelar apenas ao seu
complemento perfeito ou também as seqiiéncias que tém um ou mais
degacordos, depende criticamente da temperatura de anelamento. No geral,
quanto mais alta a temperatura de anelamento, mais especifico o anelamento
do 1niciador ao seu padrdo combinado perfeito e assim maior a probabilidade
de que apenas a amplifica¢do da seqiiéncia alvo possa ser realizada. Quanto
mais baixa a temperatura, mais desacordos entre o padrdo e o iniciador podem

ser tolerados, o que leva & amplificagdo aumentada de seqiiéncias nio alvo. O
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ajuste da temperatura de anelamento pode alterar a especificidade de
emparelhamento entre o padrdo e o iniciador. Por exemplo, se ndo existe
nenhum produto, a temperatura pode ser muito alta € pode ser reduzida. Se
existem produtos no controle onde apenas um iniciador estd presente, isto
indica que o iniciador unico € anelado a mais do que uma regido do padrio.
Neste caso, a temperatura de anelamento deve ser aumentada. Considerando
tal efeito da temperatura de anelamento sobre a especificidade de anelamento
do niciador, permanece uma forte necessidade para um sistema de iniciador
de controle de anelamento que seja capaz de controlar o anelamento do
iniciador de acordo com a temperatura de anelamento para realgar a
especificidade de anelamento do iniciador independente do projeto do
iniciador.

Além da temperatura de anelamento, diversos “pardmetros de
procura de iniciador” tais como comprimento do iniciador, teor de GC e
comprimento de produto de PCR (Dieffenbach et al., 1995) devem ser
considerados para a especificidade de anelamento de iniciador. Se um
iniciador, que satisfaga todos de tais pardmetros, foi utilizado, o anelamento
do iniciador pode ser especifico, resultando no realce significante da
especificidade de anelamento do iniciador durante a amplificacio do DNA
alvo e o desembarago dos problemas tais como produtos secundarios e no
especificos que surgem de iniciadores usados nos experimentos. E usual que
iniciadores bem planejados possam ajudar a evitar o anelamento nio
especifico e produtos secundarios assim como distinguir entre cDNAs ou
padrdes gendmicos na PCR de RNA.

Muitos métodos foram desenvolvidos para melhorar a
especificidade de anelamento do iniciador e portanto realizar a amplificagio
do produto desejado. Os exemplos sio PCR de contato (Don et al., 1991),
PCR de inicio quente (D’Aquila et al., 1991), PCR abrigada (Mullis e
Faloona, 1987) e PCR de reforco (Ruano et al., 1989). Outros métodos
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alternativos também reportaram que varios compostos ‘real¢adores’ podem
melhorar a especificidade da PCR. Os compostos realgadores incluem
produtos quimicos que aumentam a temperatura de anelamento eficaz da
reagdo, proteinas de ligagdo de DNA e reagentes comercialmente disponiveis.
Entretanto, ndo existe nenhum aditivo ‘magico’ que garantird o sucesso em
toda PCR e € muito tedioso testar aditivos diferentes sob condi¢des diferentes
tais como a temperatura de anelamento. Embora estes métodos tenham
contribuido para a melhora da especificidade de anelamento do iniciador em
alguns casos, eles ndo tém facilitado fundamentalmente o acesso a uma
solugdo para os problemas que surgem dos iniciadores usados na amplificagio
pela PCR, tais como produtos ndo especificos e produtos secundarios altos.
Em muitos casos, a seqiiéncia iniciadora nio precisa ser um
complemento perfeito para a seqiiéncia padrdo. A regido do iniciador que
deve ser perfeitamente emparelhada com o padrio é a extremidade 3’ por que
esta extremidade € a regido do iniciador prolongado pela DNA polimerase € é
portanto a mais importante para garantir a especificidade de aﬁeiamento a
seqii€ncia alvo correta. A extremidade 5’ do iniciador é menos importante na
determinagdo da especificidade de anelamento & seqiiéncia alvo e pode ser
modificada para carregar seqiiéncia adicional tal como sitios de restri¢do e
seqiiéncia promotoras  que ndo sejam complementares com o padrio
(McPherson e Moller 2000). Esta nog&o é adaptada para o planejamento dos
iniciadores de controle de anelamento desta inven¢io como descrito abaixo.
As técnicas com base na PCR foram amplamente usadas nfio
apenas para a amplificacdo de uma seqiiéncia de DNA alvo mas também para
aplica¢des ou métodos cientificos nos campos da pesquisa biolégica e médica
tais como a PCR de transcriptase reversa (RT-PCR), PCR de Demonstracgio
Diferencial (DD-PCR), Clonagem de genes conhecidos ou desconhecidos
pela PCR, Amplificagdo rapida de extremidades de cDNA (RACE) e analise

gendmica com base na PCR (McPherson e Moller, 2000). Os seguintes sio
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apenas representativos de aplicagbes da PCR.

As técnicas planejadas para identificar genes que sdo
diferencialmente regulados pelas células sob varias condigdes fisiolégicas ou
experimentais (por exemplo, diferenciagdo, carcinogénese, tratamento
farmacologico) tém se tornado central na biologia moderna. Um tal método
para triar diferengas na expressdo de gene entre varios tipos de célula ou entre
estagios diferentes do desenvolvimento celular com a disponibilidade da PCR
€ conhecido como PCR de Demonstragio Diferencial (DD-PCR), descrito por
Liang e Pardee em 1992. Este método usa combinagSes de iniciadores
arbitrarios de 10 mer com iniciadores de cDNA fixados e gera fragmentos que
se originam na maior parte da terminag3o poli(A) e se estendem a cerca de 50
a 600 nucleotideos a montante. Combinando-se iniciadores Oligo(dT) fixados
em 3’ e iniciadores arbitrarios 5’ curtos, os subconjuntos do transcriptoma sio
amplificados, os fragmentos de cDNA resultantes s3o no geral separados em
gel de poliacrilamida desnaturante e autorradiograficamente visualizados.

Embora este método seja simples e rapido e apenas requeira
quantidades pequenas de RNA total, existem varias desvantagens nos
métodos de DD-PCR convencionais‘. Os padrdes de bandeamento diferencial
sdo muitas vezes apenas deficientemente reprodutiveis devido ao uso de
iniciador arbitrario curto de modo que muitos léﬁoratérios tém tido
dificuldade em obter resultados reprodutiveis com estes métodos. Foi
mostrado que pelo menos 40 % das faixas diferencialmente demonstradas n3o
sdo reprodutiveis entre os experimentos mesmo em mdos bem treinadas
(Bauer et al., 1994). Além disso, o padrio de expressdo diferencial muitas
vezes ndo pode ser reprodutivel nas Northern blots e a porcentagem destes
positivos falsos podem surgir em até 90 % (Sompayrac et al., 1995). Como
uma modifica¢@o usada para uma alternativa, o uso de iniciadores aleatérios
mais longos, por exemplo de 20 bases no comprimento nio soluciona

satisfatoriamente o problema de reprodutibilidade (Ito et al., 1994). Existem
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outros fatores responsaveis pela reprodutibilidade relativamente baixa da DD-
PCR tais como uma quantidade insuficiente de material de partida e
concentragdo muito baixa de dNTP (2 a 5 uM) utilizada para preparar os
padrées de bandeamento diferentes (Matz e Lukyanov, 1998). Também ¢
dificil detectar transcritos raros com estes métodos (Matz e Lukyanov, 1998).
Além disso, por que os fragmentos de cDNA obtidos a partir da DD-PCR sio
curtos (tipicamente de 100 a 500 pares de base) e correspondem a
extremidade 3’ do gene que representa principalmente a regido n3o traduzida
3’, eles usualmente ndo contém uma porgdo grande da regido codificadora.
Portanto, a triagem de cDNA de comprimento completo de trabalho intensivo
€ necessaria a menos que homologia de seqiiéncia significante, informagéo
para a classificagdo de gene e progndstico de fungdo sejam obtidos (Matz e
Lukyanov, 1998).

Os Meétodos de Demonstragdo Diferencial no geral usam
técnicas de detec¢do radioativa usando géis de poliacrilamida desnaturantes.
A detecgdo radioativa de produtos de reagdo restringem o uso desta técnica
aos laboratdrios com o equipamento apropriado. Tempos de exposi¢do
relativamente longos e problemas com a isolagdo de faixas de interesse a
partir dos géis de poliacrilamida s3o desvantagens adicionais da técnica de
Demonstra¢do Diferencial. Embora modificados métodos de Demonstragio
Diferencial ndo radioativos foram recentemente descritos, que incluem o
tingimento com prata (Gottschlich et al. 1997; Kociok et al., 1998),
oligonucleotideos fluorescentemente rotulados (Bauer et al. 1993; Ito et al.
1994; Luehrsen et al., 1997; Smith et al., 1997), pelo uso de iniciadores
biotinilados (Korn ef al., 1992; Tagle et al., 1993; Rosok et al., 1996) e géis
de agarose tingidoé »com brometo de etidio (Rompf e Kahl, 1997; Jefferies et
al., 1998; Gromova et al., 1999), estes métodos atingiram apenas sucesso
limitado. Se os produtos de reagdo pudessem ser simplesmente detectados em

géis de agarose tingidos com brometo de etidio e os resultados fossem
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reprodutiveis e confidveis, aumentar-se-ia enormemente a velocidade da
analise de DD-PCR e evitar-se-ia o uso de radioatividade.

Um outro método com base na PCR chamado de
Demonstragdo Diferencial alvejada usa um iniciador de oligonucleotideo que
direciona a amplificagdo de membros da familia de multigene com dominios
de proteina conservada. As familias de gene sfo grupos de genes que sdo
muitas vezes funcionalmente caracterizados por um tipo particular de fungdo
empreendido pelos produtos de gene em uma célula e que estruturalmente tém
uma ou mais regides conservadas (dominios) em comum. Os exemplos de
familias de gene incluem o MADS-box e a familia de homeogene assim como
outras familias de fator de transcrigdo. As familias de gene da ciclina, citocina
¢ globina sio exemplos de interesse médico. O Banco de Dados Prosite
fornece uma lista de proteinas que tém dominios e motivos de seqiiéncia
comuns. O oligonucleotideo usado na PCR pode ser um iniciador especifico
que ¢ usado em uma temperatura de anelaménto baixa ou, como € mais
freqlientemente o caso, uma mistura de iniciador degenerado para o uso em
severidades mais altas (Stone € Wharton, 1994). Entretanto, as amplificagdes |
que usam iniciadores degenerados podem ser algumas vezes problematicas e
podem requerer otimizagio. E importante manter a temperatura de
anelamento tdo alta quanto possivel para se evitar a amplificagio ndo
especifica extensiva e uma boa regra pratica é usar 55 ° C como uma
temperatura de partida. No geral, ¢ dificil manter esta regra por que os
iniciadores degenerados devem ser planejados com base nas seqiiéncias de
aminoacido ou seqiiéncias de dominio conservado como uma pré condig3o.
De modo a gerar uma relagio que satisfaga entre o iniciador degenerado € a
temperatura de anelamento neste método, é requerido usar um iniciador de
controle de anelamento que possa tolerar a alternincia de temperatura de
anelamento, particularmente temperatura alta tal como 68 ° C independente

do projeto do iniciador.
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Ainda uma outra técnica com base na PCR é a PCR imprimada
arbitraria (AP-PCR) para a impress3o digital de RNA. Uma eficédcia excelente
dos métodos de AP-PCR ¢ a sua simplicidade (Welsh e McClelland, 1991;
Williams et al., 1990). A AP-PCR usa um unico iniciador ou um par de
iniciadores, em que os iniciadores sdo 10 mers ou 18 mers como o iniciador
mais longo. Este método foi anteriormente usado para fornecer impressées
digitais de DNA de linhagens de célula hibrida (Ledbetter ef al., 1990) e de
regides gendmicas particulares (Welsh e McClelland, 1990; Williams et al.,
1990). Ele fornece uma ferramenta muito util para a analise gendmica na
identificagdo e em estudos populacionais de bactérias, fungos e plantas, onde
isolados individuais podem ser rapidamente comparados. Por exemplo, eles
podem ser usados como uma ferramenta para identificar patégenos ou a
ocorréncia de cepas particulares ou patétipos. Habitualmente, a AP-PCR usa
um unico iniciador para iniciar a sintese de DNA de regides de um padrio
onde o iniciador emparelha imperfeitamente. De modo a que isto funcione, os
ciclos Iniciais devem ser realizados em severidade baixa (37 a 50 ° C),
normalmente para os primeiros cinco ciclos, que permite o anelamento do
iniciador aos sitios imperfeitos por todo o genoma. A severidade é depois
aumentada (55° C) como para a amplifica¢do padrdo pela PCR e a reagdo é
permitida por um adicional de 30 a 35 ciclos. A AP-PCR n#o é recomendada
para o uso em aplicagdes tais como teste de paternidade onde resultados
inequivocos s3o exigidos, por que produtos ndo precursores s3o
ocasionalmente produzidos. Embora métodos de AP-PCR alternativos que
iﬁéiuem a AP-PCR abrigada fossem desenvolvidos (McClelland et al., 1993;
Ralph et al., 1993), o problema da reprodutibilidade é ainda de interesse
principal. Uma preocupagdo € que os padrdes podem variar de dia para dia ou
de laboratorio para laboratério (ver, por exemplo, Meunier e Grimont, 1993).

Ainda uma outra aplicagdo com base na PCR ¢ a tecnologia

RACE (amplificagdo rapida de extremidade de ¢DNA). RACE é um
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procedimento para a amplificag@o de regides de cDNA que correspondem &s
extremidades 5’ ou 3’ de mRNA (Frohman et al., 1988) e foi usado para
isolar transcritos raros com sucesso. O iniciador especifico de gene pode ser
derivado a partir de dados de seqiiéncia de um cDNA parcial, exon gendmico
ou peptideo. Em 3> RACE, a terminag@o poliA de moléculas de mRNA ¢
explorada como um sitio de iniciagdo para a amplificagdo pela PCR. Os
mRNAs s3o convertidos em ¢cDNAs que usam a transcriptase reversa € um
iniciador Oligo-dT como conhecido na técnica. Os cDNAs gerados podem ser
depois diretamente amplificados pela PCR usando um iniciador especifico de
gene € um iniciador que anela a regido poliA.

O mesmo principio como para 3° RACE se aplicam a 5’
RACE mas nf3o existe nenhuma terminag¢do poliA. Assim, 5° RACE ¢
fabricado alvejando-se a extremidade 5’ de um ¢cDNA por meio de métodos
diferentes (Fromont-Racine et al., 1993; Schaefer, 1995; Franz et al., 1999).
A maioria dos métodos para o 5’ RACE tal como a formag3o de terminagio
homopolimérica e a formagdo de terminagdo fixada por ligagdo requer um
conjunto de reagdes enzimaticas depois da conclusdo da sintese do primeiro
filamento do cDNA (Schaefer, 1995). Cada etapa enzimatica tem o potencial
para introduzir falhas e destruir a integridade do cDNA. Recentemente, uma
alternativa foi introduzida, o chamado método CapFinder (Chenchik et al.,
1998; Chenchik et al. Patentes U.S. N 5.962.271 e 5.962.272). A técnica
conta com as fungbes duplas das transcriptases reversas: uma é a atividade de
transferase terminal para adicionar nucleotideos n3o padronizados a
extremidade 3’ de um cDNA e a outra ¢ a atividade de mudanga de padrio
para mudar um padrdo para um segundo padrio. Esta propriedade é utilizada
durante o ciclo de vida retroviral (Clark, 1988; Kulpa et al., 1997). A
transcriptase reversa (RT) do virus da leucemia de murino Moloney (M-
MLYV) muitas vezes adiciona de trés a quatro residuos de citosina derivada de

ndo padrdo 4 extremidade 3’ de cDNAs recém sintetizados na presenga de
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manganés ou magnésio alto (Schmidt e Mueller, 1999). Este método permite
a amplifica¢do de cDNAs de comprimento completo por que a RT de M-MLV
adiciona residuos C preferencialmente ao cDNA se completo (encapusado) o
mRNA serve como padrio.

Entretanto, o método CapFinder para os experimentos 5’ -
RACE podem n@o ser livres de problemas secundarios tais como sujidade de
DNA que surge da contaminag@o dos iniciadores de CapFinder e Oligo-dT,
que s3o usados na sintese de cDNA (Chenchik et al., 1998). Mesmo
quantidades residuais destes iniciadores resultam em um alto teor de produtos
secundarios por que ambos idealmente se adaptam a todos os cDNAs
presentes na mistura de reagdo. Além disso, 3’-RACE e a amplificagdo de
cDNA de comprimento completo tém os mesmos problemas secundarios
devido a contaminagdo de iniciadores usados para a sintese de cDNA em que
eles geram produtos ndo especificos na reagdo de PCR (Chenchik et al.,
1998). Novos métodos para superar os problemas acima foram recentemente
introduzidos. Um método € a PCR sem etapas para suprimir produtds de PCR
ndo desejados (Matz et al., 1999) mas tem sido salientado que este método
ainda deixa uma sujidade de DNA ao invés de um unico DNA (Schramm et
al., 2000). Um outro método que foi introduzido mais recentemente é usar a
sintese de fase sdlida- de cDNA e procedimentos para remover todos os
contaminantes usados na sintese de cDNA (Schramm et al., 2000), mas a
principal desvantagem desta técnica € ser cara e consumidora de tempo
requerendo a sintese de fase sélida de cDNA e os procedimentos que a
acompanham. Portanto, estratégias mais eficazes, simples, rapidas e baratas
sdo requeridas para eliminar completamente os problemas que surgem da
contaminag¢3o dos iniciadores tais como iniciadores Oligo-dT ou CapFinder
usados para a sintese de cDNA.

Além das tecnologias RACE, nas tecnologias correntes para a

construgdo de biblioteca de cDNA, as extremidades 5’ dos genes tendem a ser
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sub-representadas em populagbes de cDNA, especialmente onde um iniciador
poli(dT) é usado durante a sintese do primeiro filamento do cDNA e o
material de partida € limitado. Embora varios métodos diferentes foram
desenvolvidos para superar este problema, a maioria sofre de limitagdes
comuns que produzem cDNAs de comprimento completo ou cDNAs
enriquecidos em 5’ com varios problemas inerentes. Estes métodos sdo
complexos ou caros ou consumidores de tempo requerendo-se etapas
enzimaticas multiplas e/ou ndo sdo pronunciadamente sensiveis (Caminci et
al., 1997; Suzuki et al., 1997; Guegler et al. Patentes U.S. N* 6.083.727 e
6.326.175; Hayashizaki. Patente U.S. N° 6.143.528). Portanto, existe interesse
continuado no desenvolvimento de métodos melhorados para gerar cDNAs de
comprimento completo ou enriquecidos em 5°, particularmente com o
material de partida limitado.

A PCR multiplex € uma outra variante de PCR em que mais do
que uma seqiiéncia alvo pode ser simultaneamente amplificada com mais do
que um par de iniciadores na mesma reagdo. Desde a sua primeira descrigdo
em 1988 (Chamberlain et al., 1988), este método tem sido aplicado com
sucesso em muitas areas de teste de DNA, incluindo as analises de supressido
de gene (Andnimo, 1992; Henegariu, et al., 1994), a andlise de mutagdo e
polimorfismo (Shuber e al., 1993; Mutirangura ef al., 1993), a analise
quantitativa (Zimmermann et al., 1996) e detecgdo de RNA (Zou et al., 1998).
No campo das doengas infecciosas, a técnica mostrou ser um método valioso
para a identificagdo de virus, bactérias, fungos e/ou parasitas.

Entretanto, os resultados obtidos com a PCR multiplex sdo
freqiientemente  complicados pelos artefatos do procedimento de
amplificagdo. Estes incluem resultados “negativos falsos” devido a falha de
reagdo e resultados “positivos falsos” tais como a amplificagdo de produtos
ilegitimos, que podem ser causados pelo anelamento dos iniciadores para

seqliéncias que sdo relacionadas mas distintas das seqiiéncias de
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reconhecimento verdadeiras. Para o uso na PCR multiplex, um iniciador deve
ser planejado de modo que as suas cinéticas de hibridiza¢do prognosticadas
sejam similares aquelas dos outros iniciadores usados na reagdo multiplex da
amostra. Embora a temperatura de anelamento e as concentragdes de iniciador
possam ser calculadas em algum grau, as condigdes no geral devem ser
empiricamente determinadas para cada reagdo multiplex. Visto que a
possibilidade de iniciagdo nfo especifica aumenta com cada par de iniciador
adicional, as condi¢des devem ser modificadas como necessédrio conforme
conjuntos de iniciador individuais sdo adicionados. Além disso, os artefatos
que resultam da competigdo quanto aos recursos (por exemplo, o esgotamento
de iniciadores) sdo aumentados na PCR multiplex, visto que as diferengas nos
rendimentos de fragmentos inadequadamente amplificados sio realgadas com
cada ciclo. Assim, a otimizagdo das condigées de reagdo para a PCR
multiplex pode tornar-se trabalho intensivo € consumidor de tempo. Visto que
as PCRs multiplex diferentes podem ter condigdes de reagdo unicas, o
desenvolvimento de novos testes de diagnostico pode tornar-se muito caro.

Portanto, existe uma necessidade na técnica para iniciadores
que permitam que reagdes de PCR multiplex sejam planejadas e realizadas
sem etapas de otimizagdo elaboradas, independente das propriedades
potencialmente divergentes dos diferentes iniciadores usados. Além disso,
existe uma necessidade na técnica para iniciadores que permitam reagGes de
PCR multiplex que, sob as mesmas condi¢des de reagdo, simultaneamente
produzam quantidades equivalentes de cada um dos muitos produtos de
amplificag3o.

Polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs), as variagdes
genéticas mais corhuns encontradas no genoma humano, sdo marcadores
importantes para identificar locais associados com doenga e para estudos
farmaco-genéticos (Landegren et al., 1998; Roses, 2000). As SNPs aparecem

no genoma humano com uma média de uma vez a cada 1000 pares de base €
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totalizando >3 milhdes. Uma variedade de métodos foi usada para detectar
SNPs. Entretanto, um dos gargalos chave ¢ a amplificagio de DNA. Os
ensaios mais correntes incluem uma etapa que produz muitas copias de um
segmento curto do DNA de amostra que transpde cada SNP alvo. Esta
amplificagdo é usualmente necessaria por que apenas quantidades pequenas
de DNA podem ser colthidas de amostras clinicas tipicas. Também, a
amplificagio melhora a relagdo de sinal para ruido dos ensaios, aumentando a
confiabilidade de detecg¢do. As maioria das técnicas de genotipagem realizam
esta amplificacdo que usa a PCR. O mais importante, a especificidade de
amplificagdo pela PCR ¢ critica na aplicag@o da PCR na genotipagem de SNP.
Portanto, seria benéfico se os métodos para melhorar a especificidade da PCR
estivessem disponiveis e aplicados no desenvolvimento do ensaio de
genotipagem de SNP. Também seria benéfico se tais métodos fossem capazes
de fornecer analises miltiplas em um unico ensaio (ensaios multiplex).

Como descrito acima, todos estes métodos e técnicas que
envolvem a amplifica¢do de acido nucléico, em particular a amplificagdo pela
PCR, podem ndo ser completamente livres das limitagdes € problemas que
resultam da ndo especificidade de iniciadores usados em cada método, tais
como positivos falsos, reprodutibilidade deficiente, produtos secundarios altos
e assim por diante, embora caminhos melhorados para cada método tenham
sido continuamente introduzidos. Portanto, permanece uma necessidade de
iniciador novo para melhorar a especificidade de anelamento e métodos, que
possam dar origem a resultados verdadeiros.

Por todo este pedido, vérias patentes e publicagdes sdo dadas
como referéncia e citagdes sdo fornecidas em parénteses. A divulgagio destas
patentes e publicagdes em suas entidades s3o aqui incorporadas por referéncia
neste pedido de modo a descrever mais completamente esta invengdo € o
estado da técnica a qual esta invengdo pertence.

SUMARIO DA INVENCAO
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Esforgos para solucionar os problemas de tais iniciador
convencionais e varios métodos que envolvem a amplificagio de acido
nucléico, o presente inventor desenvolveu um novo iniciador de controle de
anelamento que pode permitir a amplificagdo de 4cido nucléico com
especificidade muito maior e suas aplicagdes ilimitadas em todos os campos
da tecnologia com base na amplificagdo de acido nucléico.

Conseqiientemente, € um objetivo desta inveng¢io fornecer um
iniciador de controle de anelamento para melhorar a especificidade de
anelamento na amplificagdo de acido nucléico.

E um outro objetivo desta inven¢do fornecer um método para
amplificar uma seqiiéncia de 4cido nucléico a partir de um DNA ou uma
mustura de 4cidos nucléicos como padrio.

E ainda um outro objetivo desta invenc¢io fornecer um método
para amplificar seletivamente uma seqiiéncia de acido nucléico alvo a partir
de um DNA ou uma mistura de acidos nucléicos como padrio.

E outro objetivo desta inven¢do formecer um método para
amplificar seletivamente uma seqiiéncia de acido nucléico alvo a partir de um
mRNA.

E ainda outro objetivo desta invengdo fornecer um método
para detectar a complementaridade de DNA a um mRNA diferencialmente
expresso em duas ou mais amostras de acido nucléico.

E um outro objetivo desta invengdo fornecer um método para
amplificar rapidamente um fragmento de cDNA alvo que compreende uma
regiﬁo de cDNA que corresponde a regido da extremidade 3’ de um mRNA.

E ainda um outro objetivo desta invengio fornecer um método
para amplificar um fragmento de cDNA alvo que compreende uma regido de
c¢DNA que corresponde a regido de extremidade 5° de um mRNA.

E outro objetivo desta invengio fornecer um método para

amplificar uma populagdo de cDNAs de filamento duplo de comprimento
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completo complementares aos mRNAs.

E ainda outro objetivo desta invengio fornecer um método
para amplificar cDNAs de filamento duplo enriquecidos em 5’
complementares aos mRNAs.

E um outro objetivo desta invengdo fornecer um método para
amplificar mais do que uma seqiiéncia de nucleotideo alvo simultaneamente.

E ainda um outro objetivo desta invengio fornecer um método
para produzir uma impressdo digital de DNA de gDNA.

E ainda um outro objetivo desta invengio fornecer um método
para produzir uma impressdo digital de RNA de uma amostra de mRNA.

E outro objetivo desta invengio fornecer um método para
identificar um segmento de homologia conservada em uma familia de
multigene. |

E ainda outro objetivo desta invengio fornecer um método
para identificar uma varia¢do de nucleotideo em um acido nucléico alvo.

E um outro objetivo desta inveng3o fornecer um método para a
mutagénese em um acido nucléico alvo.

E ainda um outro objetivo desta invengdo fornecer um kit que
compreende um iniciador de controle de anelamento.

E outro objetivo desta inven¢do fornecer Kits para uma
variedade de métodos que envolvem a amplificagdo de acido nucléico.

E ainda outro objetivo desta invengdo fornecer um uso de um
iniciador de controle de anelamento para um processo que envolve a
amplificagdo de 4cido nucléico.

Outros objetivos e vantagens da presente invengdo tornar-se-3o
evidentes a partir da descrig&o detalhada acompanhadas em conjugagdo com
as reivindicagdes e desenhos anexos.

DESCRICAO RESUMIDA DOS DESENHOS

As FIGs. 1A e 1B mostram representagdes esquematicas para
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amplificar seletivamente um acido nucléico alvo do DNA de filamento duplo
(1A) ou mRNA (1B) usando o ACP da presente invengao.

As FIGs. 2A e 2B mostram representagdes esquematicas para
identificar diferencialmente genes expressos usando o ACP da presente
invengao.

A FIG. 3 mostra uma representagio esquematica para
amplificar um fragmento de cDNA alvo que compreende a regido da
extremidade 3’ que corresponde a extremidade 3’ de mRNA usando o ACP da
presente invengao.

As FIGs. 4A e 4B mostram as representagdes esquematicas
para amplificar um fragmento de ¢cDNA alvo que compreende a regido de
extremidade 5° que corresponde a extremidade 5° de mRNA usando o ACP da
presente invengdo. O Oligo dT (4A) ou iniciador aleatério (4B) é usado como
uma sintese de primeiro cDNA de filamento iniciador.

A FIG. 5 mostra uma representagdo esquematica para
amplificar moléculas de cDNA de comprimento completo complerhentares as
moléculas de mRNA usando o ACP da presente invengio.

A FIG. 6 mostra uma representagdo esquematica para
amplificar moléculas de cDNA enriquecidas em 5’ complementares as
moléculas de mRNA -que compreendem a informacgdo da extremidade 5’
usando o ACP da presente inveng3o.

A FIG. 7A mostra uma representagdo esquematica para
detectar polimorfismo de nucleotideo unico (SNP) usando o ACP da presente
invengio.

A FIG. 7B mostra uma outra representa¢do esquematica para
detectar polimorfismo de nucleotideo unico (SNP) usando o ACP da presente
inveng3o.

A FIG. 8 ¢ uma fotografia em gel de agarose para mostrar o

efeito de um grupo de desoxiinosina posicionado entre as por¢des de
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extremidade 3’ ¢ 5’ de ACP. O cDNA foi amplificado usando RNA total
isolado de tecidos de concepto em E4.5 (linhas 1 e 4), E11.5 (linhas 2 € 5) e
E18.5 (linhas 3 e 6), com um conjunto dos dT,-JYC2 (SEG ID NO. 29) e
ACP10 (linhas 1 a 3) (SEG ID NO. 13) e um conjunto do dT;,-ACP1 (SEG
ID NO. 30) e ACP10 (linhas 4 a 6), respectivamente.

A FIG. 9 € uma fotografia de gel de agarose para mostrar o
efeito de residuos de desoxiinosina posicionados entre as porgdes de
extremidade 3’ € 5° de ACP em associagdo com a alteragio do nimero de
desoxiinosina durante a PCR. As linhas 0, 2, 4, 6 ¢ 8 representa o nimero de
residuos desoxiinosina, respectivamente.

A FIG. 10A ¢ uma fotografia de gel de agarose para mostrar os
resultados de amplificagdes de PCR de estagio duplo para Esx1 usando um
conjunto de iniciadores EsxN7 ¢ EsxC6 (linha 1) e um conjunto de iniciadores
EsxN7-ACP e EsxC6-ACP (linha 2).

A FIG. 10B ¢ uma fotografia de gel de agarose para mostrar os
resultados de amplificagdes de PCR de estagio duplo para Esxl usando
EsxN1 (lihha 1), EsxC2 (linha 2), um conjunto de EsxN1-ACP e EsxC2 (linha
3) e um conjunto de EsxN1-ACP e EsXC2-ACP (linha 4).

A FIG. 10C ¢ uma fotografia de gel de agarose para mostrar os
resultados de amplificagdes de PCR de estagio duplo pélra Esx1 usando um
conjunto de EsxN3 e EsxC5 (linhas 1 € 2) e um conjunto de EsxN3-ACP e
EsxC5-ACP (linha 3).

A FIG. 10D € uma fotografia de gel de agarose para mostrar os
resultados de amplificagdes de PCR de estagio duplo ndo interrompida para
Esx1 usando o iniciador EsxN1 (linha 1), EsxC2 (linha 2), um par de EsxN1 ¢
EsxC2 (linha 3) e um par de EsxN1-ACP e EsxC2-ACP (linha 4).

A FIG. 11A ¢ uma fotografia de géis de agarose para mostrar
exemplos do ACP usado para detectar mRNAs diferencialmente expressos

durante o desenvolvimento embridnico usando estigios diferentes de tecidos
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de concepto de camundongo. Os cDNAs foram amplificados usando RNA
total isolado de tecidos de concepto em E4.5 (linha 1), E11.5 (linha 2) e E18.5
(linha 3), com um conjunto de ACP3 (SEG ID NO. 3) e dT,,-ACP1. As faixas
indicadas pelas setas representam os fragmentos de cDNA amplificados de
mRNAs diferencialmente expressos. Os numeros das setas indicam os
fragmentos de cDNA usados como sondas na analise de Northern blot da FIG.
13.

A FIG. 11B € uma fotografia de géis de agarose para mostrar
exemplos do ACP usados para detectar mRNAs diferencialmente expressos
durante o desenvolvimento embridnico usando estigios diferentes de tecidos
de concepto de camundongo. Os ¢cDNAs foram amplificados usando RNA
total isolado de tecidos de concepto em E4.5 (linhas 1-2 e 7-8), E11.5 (linhas
3-4 ¢ 9-10) e E18.5 (linhas 5-6 e 11-12), com um conjunto de ACP5 (SEG ID
NO. 5) € dT;-ACP1 (as linhas 1-6) ¢ um conjunto de ACP8 (SEG ID NO. 8)
e dT,o-ACPI1 (linhas 7-12), respectivamente. As faixas indicadas pelas setas
representam os fragmentos de cDNA amplificados de mRNAs
diferencialmente expressos. Os nimeros das setas indicam os fragmentos de
cDNA usados como sondas na anilise de Northern blot da FIG. 13.

A FIG. 11C € uma fotografia de gel de agarose para mostrar os
produtos de cDNA amplificados obtidos de estagios diferentes de amostras de
concepto de camundongo (E4.5: linhas 1 e 2; E11.5: linhas 3 e 4; E18.5:
linhas 5 € 6) usando um conjunto de iniciadores ACP10 e dT,,-ACP.

A FIG. 11D ¢ uma fotografia de gel de agarose para mostrar os
produtos de cDNA amplificados obtidos de estagios diferentes de amostras de
concepto de camundongo (E4.5: linhas 1 e 2; E11.5; linhas 3 e 4; E18.5:
linhas 5 € 6) usandd um conjunto de iniciadores ACP14 e T,,-ACPI1.

A FIG. 12A € uma fotografia de gel de agarose para mostrar os
produtos de cDNA amplificados obtidos de estigios diferentes de amostras de

concepto de camundongo (E4.5: linha 1; E11.5: linha 2; E18.5: linha 3) por
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uma amplificagdo de estagio duplo de interrup¢o unica pela PCR usando um

~ conjunto de iniciadores ACP10 e JYC5-T,s-ACP.

A FIG. 12B ¢ uma fotografia de gel de agarose para mostrar os
produtos de cDNA amplificados obtidos de estagios diferentes de amostras de
concepto de camundongo (E4.5: linha 1; E11.5: linha 2; E18.5: linha 3) pela
amplificagdo de estigio duplo ndo interrompida pela PCR usando um
conjunto de iniciadores ACP10 e JYC5-T,5-ACP.

A FIG. 13 mostra a analise de Northern blot de seis
fragmentos de cDNA amplificados de mRNAs diferencialmente expressos
durante o desenvolvimento embriénico. Os seis fragmentos rotulados com 2P
indicados pelas setas na FIG. 11 foram usados como sondas para a analise de
Northern blot. As setas 1, 2, 3, 4, 5 e 6 sdo DEGI (FIG. 13A), DEG3 (FIG.
13B), DEG2 (FIG. 13C), DEG8 (FIG. 13D), DEGS (FIG. 13E) e DEG7 (FIG.
13F), respectivamente, em que os resultados das andlise de seqiiéncia DEG
sdo mostrados na Tabela 1. DEG2 (SEG ID NO. 31) e DEGS (SEG ID NO.
32) sdo fomecidos como genes novos (Tabela 2). Os painéis de controle (a
parte inferior de cada painel) mostram cada gel antes do manchamento,
tingido com brometo de etidio e fotografado sob luz UV, demonstrando niveis
similares de rRNA 18S e 28S como um controle de carregamento.

A FIG. 14 mostra os padrdes de expressdo de um novo gene,
DEGS, em um estagio completo de conceptos de camundongo. A analise de
Northern blot foi realizada usando o fragmento de ¢cDNA DEGS5 radio-
rotulado como uma sonda. O RNA total (20 pg/linha) foi preparado a partir
de conceptos de camundongo nos tempos de gestagdo como indicados. O
painel de controle na parte inferior mostra um gel antes do manchamento,
tingido com brometo de etidio e fotografado sob luz UV, demonstrando niveis
similares de rRNA 18S e 28S como um controle de carga.

A FIG. 15 € uma fotografia de gel de agarose para mostrar a
diferenga entre o 3’-RACE convencional (linha 1) e 0 3’-RACE com base no
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ACP (linha 2) com respeito ao 3’-RACE com beta-actina.

A FIG. 16 € uma fotografia de gel de agarose para mostrar a
diferenga entre métodos CapFinder e métodos com base em ACP para JunB
(linhas 1 e 2) ¢ beta-actina 5’ - RACE (linhas 3 e 4) de camundongo usando o
iniciador convencional (linhas 1 € 3) e ACP (linhas 2 e 4), respectivamente.

A FIG. 17 € uma fotografia de gel de agarose para mostrar a
diferenga entre métodos CapFinder e métodos com base em ACP para PLP-C
alfa 5’ - RACE de camundongo usando o iniciador convencional (linha 1) e
ACP (linhas 2, 3 e 4), respectivamente.

A FIG. 18 mostra os resultados da analise de Northern virtual
pelos métodos CapFinder ou métodos com base em ACP para a amplificagdo
de cDNA GAPDH de comprimento completo de camundongo.

A FIG. 19 mostra fotografias de gel de agarose para mostrar os
resultados de impressdes digitais gendmicas de 7 manchas de camundongo
usando dois conjuntos diferentes de ACPs arbitrarias.

A FIG. 20 mostra fotografias de gel de agarose para mostrar os
produtos amplificados de PCR multiplex pelos métodos convencionais (A) ou
métodos com base em ACP (B) para a amplificagio de trés acidos nucléicos
alvos.

A FIG. 21 mostra fotografias de gel de agarose para mostrar os
produtos amplificados de PCR multiplex pelos métodos convencionais (A) ou
métodos com base em ACP (B ¢ C) para a amplificago de quatro 4cidos
nucleicos alvos. O multiplex com base em ACP foi conduzido pela
afﬂpliﬁcaqﬁo pela PCR de estagio duplo de interrupgdo tinica (B) ou isenta de
interrup¢io (C).

A FIG. 22 mostra uma fotografia de gel de agarose para
mostrar os resultados da amplificagdo especifica de alelo para um SNP no
exon 4 do gene TP53 humano usando ACP.

A FIG. 23 mostra seis fotografias de gel de agarose que
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mostram os resultados das amplificagdes especificas de alelo usando ACPs
para seis SNPs adicionais cada uma presente em gene diferente tal como o
receptor beta adrenérgico Beta-2 (ADRB2) (A), Quimiocina (motivo c-c)
receptor 5 (CCRS5) (B), Interleucina 13 receptor (C), molécula de adesdo de
leucdcito 1 (LAM-1) (D), receptor 3 de taquicinina (TACR3) (E) e
Interleucina 1, beta (IL1B) (F).
DESCRICAO DETALHADA DESTA INVENCAO

A presente invengZo estd no geral direcionada a (a) um
iniciador de controle de anelamento para a especificidade de amplificagdo de
acido nucléico e (b) suas aplica¢des. Os iniciadores de controle de anelamento
desta inven¢do (daqui em diante aludidos como “ACP”) permitem que o
anelamento do iniciador seja controlado em associagio com a temperatura de
anelamento, tal que a especificidade de amplificagdo de acido nucléico (em

particular, PCR) possa ser significantemente melhorada. O principio do ACP

-esta fundamentado na composigio de um iniciador de oligonucleotideo tendo

porgdes distintas das extremidades 3’ ¢ 5’ separadas por pelo menos uma base
universal ou base ndo discriminatéria. O presente inventor descobriu que o
grupo de base universal ou base nfo discriminatéria posicionado entre as
por¢les de extremidade 3’ e 5’ desempenha como um regulador no controle
do anelamento do iniciador a um 4cido nucléico padriio em associagdo com a
temperatura de anelamento durante a amplificagdo de acido nucléico. A
presenga de grupo residual da base universal ou base ndo discriminatéria
posicionado entre as porgdes de extremidade 3’ e 5° interrompe o anelamento
da porgdo de extremidade 5° assim como limita o anelamento do iniciador a
porgdo da extremidade 3’ em certa temperatura de anelamento, que resulta na
melhora dramatica da especificidade de anelamento. Um grupo de base
universal posicionado entre as porgdes de extremidade 3’ e 5° do ACP é
planejado para definir cada porgdo. Por estas razdes, o ACP ¢

fundamentalmente diferente dos iniciadores convencionais em termos da
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fun¢do de melhorar a especificidade de anelamento do iniciador sob uma
condi¢do de severidade particular durante a amplificagdo de acido nucléico.

O ACP desta inven¢do ¢é significantemente eficaz e
amplamente acessivel para aplicagGes com base na amplificagio de 4cido
nucléico. Também, varios problemas relacionados com a especificidade de
anelamento do iniciador nas técnicas de PCR convencionais podem ser
fundamentalmente resolvidos pelo ACP. Os beneficios principais a serem
obtidos do uso do ACP durante a amplificagdo de 4acido nucléico
(particularmente PCR) sdo como segue:

(a) visto que a presenga de um grupo de residuo de base
universal posicionado entre as por¢des de extremidade 3’ e 5’ restringe o
anelamento da porgdo iniciadora a por¢do da extremidade 3' sob condigdes
tais que a por¢do de extremidade 3' anela com o padrio, a seqiiéncia de
anelamento de um iniciador pode ser precisamente controlada, o que torna
possivel planejar um iniciador com um nimero desejado de seqiiéncia de
anelamento. E particularmente qitil quando uma porgao de anelaméhto de um
iniciador deve ser limitada (por exemplo, na genotipagem de polimorfismo de
nucleotideo unico (SNP), triagem de microssérie de DNA e detecgo de genes
diferencialmente expressos);

(b) visto que a presenga de um grupo de residuo de base
universal posicionado entre as por¢des de extremidade 3’ e 5° interrompe o
anelamento da por¢do de extremidade 5’ com o padréo sob condigdes tais que
a porgdo de extremidade 3’ anele com o padrdo, eventualmente a porgio de
extremidade 5’ ndo envolvida no anelamento fornece a porgdo de extremidade
3’ com a especificidade de anelamento do iniciador;

(c) a especificidade de anelamento do iniciador é altamente
sensivel o bastante para detectar mesmo uma ma combinacio de base tnica.
Assim, € particularmente util para a identificagdo de uma variagio de

nucleotideo em um 4cido nucléico alvo, incluir, por exemplo, polimorfismos
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de nucleotideo unico e mutagdes pontuais;

(d) o ACP ¢é capaz de formecer um iniciador com uma
tolerdncia alta em “pardmetros de procura de iniciador” para planejar o
iniciador tal como o comprimento do iniciador, temperatura de anelamento,
teor de GC e comprimento de produto de PCR;

(e) o sistema ACP fomece amplificagdes pela PCR de estagio
duplo que permitem que os produtos sejam excluidos da amplificagio nio
especifica;

(f) a eficiéncia de amplificagdo pela PCR ¢ aumentada, o que
torna mais facil detectar mRNAs raros; e

(g) a reprodutibilidade de produtos de PCR é aumentada, o que
economiza uma enorme quantidade de tempo e custo.

Principio do ACP

Em um aspecto desta invengdo, é fornecido um iniciador de
controle de anelamento para melhorar a especificidade de anelamento na
amplificagdo de acido nucléico, que compreende: (a) uma porgio de
extremidade 3' tendo uma seqliéncia de nucleotideo hibridizadora
substancialmente complementar a um sitio em um 4cido nucléico padrio para
hibridizar com ela; (b) uma porgfo de extremidade 5’ tendo uma seqiiéncia de
nucleotideo pré selecionada arbitréria; e (c) uma-- por¢do reguladora
posicionada entre a dita porgdo de extremidade 3’ e a dita porgdo de
extremidade 5’ que compreende pelo menos uma base universal ou base nio
discriminatoria analoga, por meio da qual a dita porgdo reguladora é capaz de
regular uma porgio de anelamento do dito iniciador em associagio com a
temperatura de anelamento.

O principio do ACP esta fundamentado na composi¢io de um
iniciador de oligonucleotideo tendo por¢des de extremidade 3’ e 5’ distintas
separadas por uma porgdo reguladora que compreende pelo menos uma base

universal ou base nio discriminatéria e no efeito da porgao reguladora sobre
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as porgdes de extremidade 3’ ¢ 5’ no iniciador de oligonucleotideo. A
presenga da porgdo reguladora que compreende pelo menos uma base
universal ou base nio discriminatéria entre as porgdes de extremidade 3’ € 5’
do ACP atua como um fator principal que é responsavel pela melhora de
especificidade de anelamento do iniciador.

O termo “padrio” refere-se ao acido nucléico. O termo *“4cido
nucléico” é um polimero de desoxirribonucleotideos ou ribonucleotideos na
forma de filamento unico ou duplo, incluindo analogos conhecidos de
nucleotideos naturais a menos que de outro modo indicado. Portanto, o ACP
desta inven¢do pode ser utilizado na amplificagdo de acido nucléico usando
gDNA, cDNA ou mRNA de filamento tnico ou duplo como padrio. O termo
“por¢do” aqui usada em conjun¢io com o iniciador desta invengéo refere-se a
uma seqiiéncia de nucleotideo separada pela por¢do reguladora. O termo
“porgdo de extremidade 3°” ou “por¢do de extremidade 5°” refere-se a uma
seqiiéncia de nucleotideo na extremidade 3’ ou extremidade 5’ do iniciador
desta inveng3o, respectivamente, que € separada pela por¢do reguladora.

O termo “iniciador” como aqui usado refere-se a um
oligonucleotideo, seja de ocorréncia natural ou sinteticamente produzido, que
€ capaz de atuar como um ponto de inicio de sintese quando colocado sob
condigdes em que a sintese de extensdio do produto iniciador que ¢é
complementar a um filamento de acido nucléico (padrio) € induzida, isto é, na
presenga de nucleotideos € um agente para a polimerizagdo tal comc DNA
polimerase € em uma temperatura e pH adequados. O iniciador é
preferivelmente de filamento tnico para a eficiéncia méxima na amplificagdo.
Preferivelmente, o iniciador é um oligodesoxirribonucleotideo. O iniciador
desta invenc;ﬁo. pode ser compreendido de ANMP que ocorre naturalmente
(isto ¢, dAMP, dGM, dCMP e dTMP), nucleotideos modificados ou
nucleotideos ndo naturais. O iniciador também pode incluir ribonucleotideos.

O iniciador deve ser suficientemente longo para preparar a sintese de produtos
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Preferivelmente, taxas de vazamento menores do que 10 cm’/min, mais
preferivelmente menores do que 5 cm’/min, podem ser obtidas. As valvulas
de exalagio que foram produzidas de acordo com a presente invengio podem
demonstrar uma taxa de vazamento na faixa de cerca de 1 a 10 cm®/min.

A queda de pressio de abertura da valvula mede a resisténcia
ao levantamento inicial da aba da superficie de selagem da valvula. Este
pardmetro pode ser determinado como descrita abaixo no Teste de Queda de
Pressdo. Tipicamente, a queda de pressdo de abertura de valvula a 10 I/min €
menor do que 30 Pa, preferivelmente menor do que 25 Pa e, mais
preferivelmente, menor do que 20 Pa, quando testando uma vélvula de acordo
com o Teste de Queda de Pressdo descrita abaixo. Tipicamente, a queda de
pressdo de abertura de valvula € de cerca de 5 a 30 Pa a 10 I/min, quando
testando uma vdalvula de acordo com o Teste de Queda de Pressdo descrita
abaixo.

Exemplos de materiais de que a primeira camada da aba
flexivel pode ser produzido incluem aqueles que promoveriam uma boa
selagem entre a aba flexivel e a sede de valvula. Estes materiais podem
geralmente incluir elastdmeros, tanto termocurados como termoplésticos, €
termoplasticos/plastomeros.

Os elastomeros, que podem ser elastdmeros termoplasticos ou
borrachas reticuladas, podem incluir materiais borrachosos, tais como
poliisopreno, borracha de poli (estireno-butadieno), polibutadieno, borracha
butilica, borracha de etileno-propileno-dieno, borracha de etileno-propileno,
borracha de nitrila, borracha de policloropreno, borracha de polietileno clorado,
borracha de polietileno clorossulfonada, elastomero de poliacrilato, borracha de
etileno-acrilico, elastomeros contendo fliior, borracha de silicone, poliuretano,
borracha de epicloroidrina, borrada de o6xido de propileno, borracha de
polissulfeto, borracha de polifosfazeno e borracha de latex, elastomero de

copolimero em bloco de estireno-butadieno-estireno, elastdmero de copolimero
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preferivelmente pelo menos 8 nucleotideos de desoxitimidina, mais
preferivelmente pelo menos 10 nucleotideos de desoxitimidina e o mais
preferivelmente, pelo menos 10 nucleotideos contiguos de desoxitimidina.
Para o processo que envolve a transcrigio reversa como acima, em uma forma
de realizagdo, a por¢do de extremidade 3’ da ACP tem pelo menos 10
nucleotideos contiguos de desoxitimidina tendo 3’-V na sua extremidade 3’;
em que V € um selecionado do grupo que consiste de desoxiadenosina,
desoxicitidina e desoxiguanosina, em uma outra forma de realizagio, pelo
menos 10 nucleotideos contiguos de desoxitimidina tendo 3’-NV na sua
extremidade 3’; em que V € um selecionado do grupo que consiste de
desoxiadenosina, desoxicitidina e desoxiguanosina € N é um selecionado do
grupo que consiste de desoxiadenosina, desoxitimidina, desoxicitidina e
desoxiguanosina.

Além disso, onde o ACP ¢ utilizado na amplificagio de uma
seqiiéncia de acido nucléico alvo, a sua porgio de extremidade 3> compreende
uma seqiiéncia de nucleotideo substancialmente complementar a uma
seqiiéncia alvo; na PCR de Demonstragdo Diferencial, uma seqiiéncia
arbitraria substancialmente complementar a um sitio em um ¢cDNA de um
mRNA; no RACE, uma seqiiéncia especifica de gene substancialmente
complementar a um sitio em um cDNA de um mRNA; na amplificagdo de

cDNAs enriquecidos em 5°, uma seqiiéncia aleatéria de pelo menos seis

‘nucleotideos substancialmente complementares aos sitios em mRNAs; na

identificagdo de segmento de homologia conservada, uma seqiiéncia de
nﬁéleotideo substancialmente complementar a uma seqiiéncia de consenso
encontrada em uma familia de gene ou seqiiéncia degenerada selecionada de
uma pluralidade de combinagdes de nucleotideos que codificam uma
seqiiéncia de aminodcido predeterminada; na identificagio de uma variagdo
de nucleotideo (por exemplo, sitio alélico) em um 4cido nucléico alvo, uma

seqiiéncia de nucleotideo que compreende um nucleotideo complementar ao
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nucleotideo correspondente de uma variag&io de nucleotideo; e na mutagénese,
uma seqiiéncia de nucleotideo que compreende pelo menos um nucleotideo de
ligagdo inespecifica a um 4cido nucléico alvo.

O termo seqiiéncia de nucleotideo “arbitraria” é aqui usado
para significar a seqiiéncia de nucleotideo que ¢é escolhida sem o
conhecimento da seqiiéncia dos acidos nucléicos alvos a serem amplificados.
O termo arbitraria ndo deve ser confundido com “aleatdria” em referéncia ao
iniciador que significa um iniciador composto de uma populagdo aleatoria de
iniciadores cada um de seqiiéncia diferente e aleatéria. O termo seqiiéncia
“degenerada” em conjun¢do com ACP para a identificagio de segmento de
homologia conservada refere-se a seqiiéncia de nucleotideo que é deduzida da
seqiiéncia de aminoacido, de modo que a seqiiéncia degenerada possa formar
um agrupamento das seqiiéncias de nucleotideo de uma seqiiéncia de
aminodacido devido & degenerescéncia do codon genético.

De acordo com uma forma de realizagdo preferida do ACP, a
seqii€ncia de nucleotideo arbitraria pré selecionada da por¢do de extremidade
5’ ndo € substancialmente complementar a nenhum sitio no acido nucléico
padrdo.

De acordo com uma forma de realizagdo preferida, os
iniciadores de controle de anelamento desta invengdio podem ser
representados por uma férmula geral (1) de 5° - X-Yg-Z, - 3°, em que X,
representa a por¢do de extremidade 5° tendo a seqiiéncia de nucleotideo
arbitraria pré selecionada substancialmente nio complementar a nenhum sitio
no acido nucléico padrdo; Y, representa a porgio reguladora que compreende
pelo menos uma base universal ou base ndo discriminatéria analoga; Z,
representa a por¢do de extremidade 3’ tendo uma seqiiéncia de nucleotideo
substancialmente complementar a um sitio no 4cido nucléico padrio; em que
P, q e r representam o numero de nucleotideos; € em que X, Y e Z sdo

desoxirribonucleotideos ou ribonucleotideos.
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A porgdo reguladora que compreende pelo menos uma base
universal ou base ndo discriminatéria analoga é responsavel pela fungdo
principal do ACP em associagdo com a alteragdo da temperatura de
anelamento durante a amplificagdo de acido nucléico. O termo “base
universal ou base nio discriminatéria analoga” aqui usado refere-se a um
capaz de formar pares de base com cada uma das bases de DNA/RNA
naturais com pouca discriminag3o entre elas.

Foi amplamente conhecido que nucleotideos em algumas
posi¢des ambiguas de iniciadores degenerados foram substituidos pela base
universal ou um analogo ndo discriminatério tal como desoxiinosina (Ohtsuka
et al, 1985; Sakanari et al, 1989), 1-(2’-desoxi-beta-D-ribofuranosil)-3-
nitropirrol (Nichols et al., 1994) e 5-nitroindol (Loakes e Brown, 1994) para
solucionar os problemas de planejamento associados com os iniciadores
degenerados por que tais bases universais sdo capazes de emparelhar base de
modo nfo especifico com todas as quatro bases convencionais. Entretanto,
ndo ha qualquer relato de que esta base universal ou um aﬁélogo néo
discriminatdrio tal como desoxiinosina, 1-(2’-desoxi-beta-D-ribofuranosil)-3-
nitropirrol e S-nitroindol sejam usadas para aumentar a especificidade de
anelamento do iniciador durante a PCR.

A presenga da base universal tal como desoxiinosina, 1-(2’-
desoxi-beta-D-ribofuranosil)-3-nitropirrol e 5-nitroindol em um iniciador gera
temperaturas de anelamento baixas devido as suas intera¢Bes de ligagdo de
hidrog€nio mais fracas no emparelhamento de base. Como uma extensio
desta teoria, o presente inventor induziu que a presenga das bases universais
contiguas entre a extremidade 3’ e a extremidade 5’ de um iniciador poderia
gerar uma regido que tivesse temperatura de fusio mais baixa, forma um
limite para cada uma das porg¢des de extremidade 3’ € 5’ do iniciador e afeta o
anelamento de cada porgdo, respectivamente. Esta teoria fornece a base dos

iniciadores de controle de anelamento desta inveng3o.
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Em uma forma de realizagdo preferida, o ACP contém pelo
menos 2 residuos de base universal ou base nio discriminatdria analoga entre
as seqiiéncias das porgdes de extremidade 3’ e 5°, mais preferivelmente, pelo
menos 3 bases universais ou bases ndo discriminatérias andlogas.
Vantajosamente, os residuos de base universal entre as seqliéncias das
porgdes de extremidade 3’ € 5’ podem ser de até 15 residuos no comprimento.
De acordo com uma forma de realiza¢do, o ACP contém de 2 a 15 residuos de
base universal ou base ndo discriminatoria andloga. O mais preferivelmente,
as bases universais entre as seqiiéncias das porgdes de extremidade 3’ e 5° sdo
de cerca de 5 residuos no comprimento.

Com referéncia ao nimero 6timo de base universal, isto €, 5
residuos, o numero minimo de residuos de base universal entre as porgdes de
extremidade 3’ ¢ 5’ de ACP ¢ preferido de modo a interromper o anelamento
da por¢do de extremidade 5° com o padrdo durante a amplifica¢do de 4cido
nucléico em certa temperatura de anelamento. E muito provavel que o
comprimento da base universal na seqiiéncia (8 a 10 bases) nio faga uma
diferenga significante na sua prépria fun¢io no ACP.

O uso de residuos de base universal entre as seqiiéncias das
porgdes de extremidade 3’ e 5° € considerado como uma caracteristica chave
na presente inveng@o por que ele fornece cada porgao (éxtremidades 3’e?s’)
com uma especificidade de anelamento distinta em associagdo com uma
temperatura de anelamento durante a amplificagio de acido nucléico, por
exemplo PCR.

De acordo com uma forma de realizagdo preferida, a base
universal ou base nfo discriminatéria analoga na porgdo reguladora inclui
desoxiinosina, inosina, 7-desaza-2’-desoxiinosina, 2-aza-2’-desoxiinosina, 2’-
OMe inosina, 2°-F inosina, desoxi 3-nitropirrol, 3-nitropirrol, 2°-OMe 3-
nitropirrol, 2’-F 3-nitropirrol, 1-(2’-deso6xi-beta-D-ribofuranosil)-3-nitropirrol,

desoxi 5-nitroindol, S5-nitroindol, 2’-OMe S5-nitroindol, 2’-F 5-nitroindol,
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desoxi 4-nitrobenzimidazol, 4-nitro-benzimidazol, desoxi 4-
aminobenzimidazol, 4-aminobenzimidazol, des6éxi nebularina, 2’-F
nebularina, 2’-F 4-nitrobenzimidazol, PNA-5-nitroindol, PNA-nebularina,
PNA-inosina, PNA-4-nitrobenzimidazol, PNA-3-nitropirrol, morfolino-5-
nitroindol, morfolino-nebularina, morfolino-inosina, morfolino-4-
nitrobenzimidazol, = morfolino-3-nitropirrol,  fosforamidato-5-nitroindol,
fosforamidato-nebularina, fosforamidato-inosina, fosforamidato-4-
nitrobenzimidazol, fosforamidato-3-nitropirrol, 2’-0-metoxietil inosina, 2’0-
metoxietil nebularina, 2’-0-metoxietil 5-nitroindol, 2’-0-metoxietil 4-nitro-
benzimidazol, 2’-0-metoxietil 3-nitropirrol € combinagdes destes, mas nio a
eles limitadas. Mais preferivelmente, a base universal ou base nio
discriminatdria analoga € desoxiinosina, 1-(2’-deséxi-beta-D-ribofuranosil)-3-
nitropirrol ou 5-nitroindol, o mais preferivelmente, desoxiinosina.

O comprimento preferido de um iniciador de oligonucleotideo,
como aqui usado, € determinado a partir da especificidade desejada de
anelamento e do numero de oligonucleotideos tendo a especificidade desejada
que sdo requeridos para hibridizar com o padrio. Por exemplo, um iniciador
de oligonucleotideo de 20 nucleotideos é mais especifico do que um iniciador
de oligonucleotideo de 10 nucleotideos por que a adi¢io de cada nucleotideo a
um oligonucleotideo aumenta a temperatura de anelamento do iniciador com
o padrdo.

Os comprimentos das seqliéncias das porg¢des de extremidade
3’ ¢ 5’ do ACP podem variar ¢ dependem em parte do objetivo de cada
aplicagdo que usa 0 ACP. Em uma forma de realizagio preferida, a por¢io de
extremidade 3’ do ACP € de pelo menos 6 nucleotideos no comprimento, que
é considerado uma éxigéncia minima de comprimento para o anelamento do
iniciador. Mais preferivelmente, a seqiiéncia da por¢io de extremidade 3’ é de
10 a 25 nucleotideos € pode ser de até 60 nucleotideos no comprimento. Em

uma outra forma de realizagio, a por¢do de extremidade 3’ do ACP pode
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incluir ribonucleotideos assim como desoxirribonucleotideos.

Em uma outra forma de realizagdo preferida, a porgdo de
extremidade 5’ do ACP contém pelo menos 15 nucleotideos no comprimento,
que ¢ considerado uma exigéncia minima de comprimento para anelamento
sob condigdes de alta severidade. Preferivelmente, a seqiiéncia da porgio de
extremidade 5’ pode ser de até 60 nucleotideos no comprimento. Mais
preferivelmente, a seqiiéncia da porg¢do de extremidade 5’ é de 6 a 50
nucleotideos, o mais preferivelmente, de 20 a 25 nucleotideos no
comprimento. O ACP inteiro € preferivelmente de 35 a 50 nucleotideos no
comprimento e pode ser de até 100 nucleotideos no comprimento.

A por¢do de extremidade 5° do ACP tem uma seqiiéncia de
nucleotideo pré selecionada arbitraria substancialmente nio complementar a
nenhum sitio no acido nucléico padrdo e esta seqiiéncia de nucleotideo pode
servir como um sitio de iniciagdo para a amplifica¢do subsequente. O termo
seqiiéncia de nucleotideo “arbitraria pré selecionada” aqui usada refere-se
como qualquer seqiiéncia de desoxirribonucleotideo, ribonucleotideo ou
desoxirribonucleotideo misto definida ou pré selecionada contendo uma
seqiiéncia particular de nucleotideos naturais ou modificados. Em alguma
forma de realizagdo, a seqiiéncia de nucleotideo arbitraria pré selecionada da
por¢do de extremidade 5° pode ser composta de uma seqiiéncia iniciadora
universal tal como a seqiiéncia promotora T3, seqiiéncia promotora T7,
seqiiéncia promotora SP6 e seqiiéncia universal avancada ou reversa M13.
Usando uma seqiiéncia arbitraria mais longa (cerca de 25 a 60 bases) na
por¢do de extremidade 5° do ACP reduz a eficiéncia do ACP, seqiiéncias mais
curtas (cerca de 15 a 17 bases) reduzem a eficiéncia de anelamento em
condi¢des de alta severidade do ACP. Também ¢é uma caracteristica chave da
presente invengdo usar uma seqiiéncia de nucleotideo pré selecionada
arbitraria na porgdo de extremidade 5° do ACP como um sitio de inicia¢io

para a amplificagdo subsequente.
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De acordo com uma forma de realizagio da presente invengio,
algumas modificagdes na porgdo de extremidade 5’ do ACP podem ser feitas
a menos que as modificagSes anulem as vantagens do ACP, isto é, a melhora
na especificidade de anelamento. Por exemplo, a porg¢do de extremidade 5’
pode compreender uma seqiiéncia ou seqiiéncias reconhecidas por uma
endonuclease ou endonucleases de restrigdo, 0 que torna praticavel clonar o
produto amplificado no vetor adequado. Além disso, a por¢do de extremidade
5’ pode compreender pelo menos um nucleotideo com um rétulo para a
detec¢do ou isolagdo de produto amplificado. Os rétulos adequados incluem,
mas ndo sdo limitados aos, fluoroforos, cromoforos, quimioluminescedores,
particulas magnéticas, radioisdtopos, rétulos de massa, particulas de elétron
denso, enzimas, cofatores, substratos para enzimas e haptenos tendo parceiros
de ligagdo especificos, por exemplo, um anticorpo, estreptavidina, biotina,
digoxigenina e grupo quelante. A por¢do de extremidade 5° também
compreende promotor de bacteriéfago da regido da RNA polimerase.

De acordo com a forma de realizagdo preferida desta invencio,
o ACP ¢ aplicado a PCR. Mais preferivelmente, a PCR ¢ realizada sob uma
primeira € uma segunda temperatura de anelamento, isto é, sob condi¢Ges
severas diferentes. A primeira temperatura de anelamento pode ser igual ou
mais baixa do que a segunda temperatura de anelamento e preferivelmente, a
segunda temperatura de anelamento € mais alta do que a primeira temperatura
de anelamento. No processo da PCR realizado sob duas temperaturas de
anelamento diferentes, isto é, a PCR de estagio duplo, a extremidade 3’ do
ACP esta envolvida no anelamento na primeira temperatura de anelamento € a
extremidade 5’ do ACP incorporada no produto amplificado do primeiro
estdgio de amplificagdo serve como um sitio de iniciagdio na segunda
temperatura de anelamento. Neste caso, as vantagens do ACP serdo
demonstradas de acordo com as seguintes hipéteses:

(1) visto que uma porgéo reguladora do ACP é composta de
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pelo menos uma base universal ou analogo ndo discriminatério que tem Ty,
mais baixa do que a outra por¢do no ACP devido as suas interagdes de ligagio
de hidrogénio mais fracas no emparelhamento de base, a porgdo reguladora do
ACP néo ¢ favordvel no anelamento com o 4cido nucléico padrio sob as
condi¢des em que a por¢do de extremidade 3’ do ACP anela a um sitio do
padrdo em uma primeira temperatura de anelamento. Conseqlientemente, a
presenga de uma por¢do reguladora que compreende pelo menos uma base
universal ou analogo ndo discriminatério entre as por¢des de extremidade 3’ e
5" do ACP restringe a porgdo de anelamento do iniciador & porgdo de
extremidade 3’ na primeira temperatura de anelamento;

(2) a porgdo de extremidade 5’ que n3o estd envolvida no
anelamento sob a primeira temperatura de anelamento mantém a perturbagio
do anelamento da porgdo de extremidade 3’ com o padrio;

(3) assim, a for¢a em que o anelamento da seqiiéncia da porgdo
de extremidade 3’ especifica ocorre ¢ relativamente mais forte do que a forga
em que o anelamento ndo especifico ocorre, sob a primeira temperatura de
anelamento, o que resulta na melhora de especificidade de anelamento do
iniciador na porg3o de extremidade 3°;

(4) onde a porgio de extremidade 5° compreende uma
seqiléncia de nucleotideo pré selecionada arbitraria, a porgiio serve como um
sitio de iniciagdo em uma segunda temperatura de anelamento, que sdo
condigdes de alta severidade e também deve ser mais alta do que a primeira
temperatura de anelamento, para a amplificagdo subsequente do produto de
reagdo gerado a partir do anelamento e extensio da seqiiéncia da por¢do de
extremidade 3°; e

(5) conseqiientemente, apenas o produto de reagio gerado a
partir do anelamento e extensdo da seqiiéncia da por¢do de extremidade 3’
pode ser amplificado préximo ao 6timo teérico de um aumento de duas vezes

do produto para cada ciclo de PCR sob a segunda temperatura de anelamento.
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Portanto, a porgdo de extremidade 3’ do ACP atua apenas
como sitio de anelamento com o padrio na primeira temperatura de
anelamento € a por¢@o de extremidade 5’ do ACP € usada como um sitio de
iniciagdo na segunda temperatura de anelamento para a amplificago
subsequente do produto gerado contactando-se e estendendo-se a porgdo de
extremidade 3’ do ACP com o padr3o.

Pode ser avaliado que o ACP da presente invengdo é muito util
em uma variedade de métodos de amplificagdo de 4cido nucléico com base no
iniciador incluindo os métodos de Miller, H. 1. (WO 89/06700) e Davey, C. et
al. (EP 329.822), Rea¢do em cadeia de Ligase (LCR, Wu, D. Y. et al,,
Genomics 4: 560 (1989)), Reagdo em cadeia de Ligase da Polimerease
(Barany, PCR Methods and Applic.,, 1: 5 a 16 (1991)), Gap-LCR (WO
90/01069), Reagdo em cadeia de Reparo (EP 439.182), 3SR (Kwoh et al.,
PNAS, USA, 86: 1173 (1989)) e NASBA (Patente U.S. N° 5.130.238), mas
nao a estes limitado.

Em um outro aspecto desta invengdo, é fornecido um kit que
compreende o iniciador de controle de anelamento ou o conjunto de
iniciadores de controle de anelamento de acordo com a presente invengdo. De
acordo com uma forma de realizagdo desta invengdo, este kit ainda
compreende um iniciador ou um par de iniciadores tendo uma seqiiéncia de
nucleotideo que corresponde a porgao de extremidade 5’ do ACP; no caso em
que a porgdo de extremidade 5° compreende a seqiiéncia iniciadora universal,
€ mais preferido que o kit compreenda os iniciadores universais. Os presentes
kits podem opcionalmente incluir os reagentes requeridos para realizar as
reagdes de PCR tais como tampdes, DNA polimerase, cofatores da DNA
polimerase e desoxirribonucleotideo-5’-trifosfatos. Opcionalmente, os kits
também podem incluir varias moléculas de polinucleotideo, transcriptase
reversa, varios tampdes e reagentes e anticorpos que inibem a atividade de

DNA polimerase. Os kits também podem incluir os reagentes necessarios para
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realizar as reagbes de controle positiva e negativa. Quantidades 6timas de
reagentes a serem usadas em uma dada reagio podem ser facilmente
determinadas pelo técnico habilitado tendo o beneficio da divulgagio atual.
Os kits, tipicamente, sdo adaptados para conter em embalagens ou
compartimentos separados os constituintes anteriormente descritos.

O ACP da inveng3o objeto pode ser aplicado a uma variedade
de tecnologias com base na amplificagdo de acido nucléico. Os exemplos
representativos para comprovar o efeito do ACP s3o:

I. Aplicagdo para amplificar uma seqiiéncia de acido nucléico;

II. Aplicagio para amplificar uma seqiiéncia de acido nucléico
alvo;

II. Aplicagdo para a amplificagdo de DNA multiplex;

IV. Aplicagdo para a identificagdo de genes diferencialmente
€Xpressos;

V. Aplicag8o para a amplificagdo rapida de extremidades de
cDNA (RACE),

| VL. Aplicagio para amplificar ¢cDNA de comprimento
completo; |

VII. Aplicagdo para amplificar cDNA enriquecido em 5°;

VIII. Aplicagdo para a impressdo digital de DNA ou RNA;

IX. Aplicagdo para a identificagdo de segmentos de homologia
conservada em familias de multigene;

X. Aplicagdo para a identificagdo de uma variagio de
seqiiéncia de nucleotideo;

XI. Aplicagdo para mutagénese; e

XII. Outras aplicagdes.

I. Aplicagdo para Amplificar uma Seqiiéncia de Acido
Nucléico (alvo)

Ainda em uma outra desta invengdo, é fornecido um método
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para amplificar uma seqiiéncia de 4cido nucléico de um DNA ou uma mistura
de é4cido nucléicos, que compreende realizar uma reagiio de amplificagdo
usando iniciadores, distinguidos por pelo menos um iniciador ser derivado de
qualquer um dos ACPs descritos acima. Preferivelmente, o iniciador de
acordo com a estrutura do ACP € um tendo na sua porg3o de extremidade 3’
uma seqiiéncia hibridizadora substancialmente complementar a uma regido da
seqiiéncia de acido nucléico para hibridizar com ela.

Em uma forma de realizagdo especifica deste método, é
fornecido um método que usa amplificagdes de estdgio duplo para amplificar
uma seqiiéncia de acido nucléico de um DNA ou uma mistura de acidos
nucléicos, que compreende:

(a) realizar uma amplifica¢do de primeiro estigio da seqiiéncia
de 4cido nucléico em uma primeira temperatura de anelamento que
compreende pelo menos dois ciclos de anelamento do iniciador, estender e
desnaturar o iniciador, usando o par de iniciadores de qualquer um dos ACPs
descritos acima cada um tendo na sua por¢io de extremidade 3’ uma
seqiiéncia hibridizadora substancialmente complementar a uma regido da
seqiiéncia de 4cido nucléico para hibridizar com ela, sob condiges em que
cada iniciador anela a regifio da seqiiéncia de acido nucléico, por meio das
quais o produto de amplificagdo da seqiiéncia de acido nucléico é gerado; e

(b) realizar uma amplificagdo de segundo estigio do produto
de amplificagdo gerado da etapa (a) em uma segunda temperatura de
anelamento, que estd em condi¢Ses de alta severidade, que compreende pelo
menos um ciclo de anelamento do iniciador, estender e desnaturar o iniciador,
usando os mesmos iniciadores como usados na etapa (a) ou um par de
iniciadores cada um compreendendo uma seqiiéncia de nucleotideo pré
selecionada arbitréria que corresponde a cada porg¢do de extremidade 5° dos
iniciadores usados na etapa (a), sob condi¢des em que cada iniciador anela as

extremidades 3’ € 5 do produto de amplificagdo, respectivamente, por meio
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das quais o produto de amplifica¢io é re-amplificado.

Onde o método ¢ aplicado a amplificagdo de uma seqiiéncia de
acido nucléico alvo, o par de iniciadores usado tem na sua porgdo de
extremidade 3’ uma seqii€ncia hibridizadora substancialmente complementar
a uma regido da seqiiéncia de acido nucléico alvo para hibridizar com ela.
Portanto, em um outro aspecto desta invengdo, ¢ fornecido um método para
amplificar seletivamente uma seqiiéncia de acido nucléico alvo de um DNA
ou uma mistura de 4cidos nucléicos, em que o método compreende realizar
uma reagdo de amplificag@o usando iniciadores, distinguidos por pelo menos
um iniciador ser derivado do ACP descrito acima. Preferivelmente, o
iniciador de acordo com a estrutura do ACP ¢ um tendo na sua porgdo de
extremidade 3’ uma seqii€ncia hibridizadora substancialmente complementar
a uma regido da seqiiéncia de acido nucléico alvo para hibridizar com ela.

Em uma forma de realizagdo especifica deste método, €
fornecido um método que usa amplificagdes de estagio duplo para amplificar
seletivamente uma seqiiéncia de acido nucléico alvo de um DNA ou uma
mistura de 4cidos nucléicos, que compreende:

(a) realizar uma amplificagdo de primeiro estagio da seqiiéncia
de acido nucléico alvo em uma primeira temperatura de anelamento que
compreende pelo menos dois ciclos de anelamento do iniciador, estender e
desnaturar o iniciador, usando o par de iniciadores de qualquer um dos ACPs
descritos acima cada um tendo na sua por¢do de extremidade 3’ uma
seqiiéncia hibridizadora substancialmente complementar a uma regiio da
seqiiéncia de 4cido nucléico alvo para hibridizar com ela, sob condi¢des em
que cada iniciador anela a sua seqiiéncia de nucleotideo alvo, por meio das
quais o produto de amplificagdo da seqiiéncia de nucleotideo alvo é gerado; e

(b) realizar uma amplificagdo de segundo estigio do produto
de amplificagdo gerado da etapa (a) em uma segunda temperatura de

anelamento, que estd em condigSes de alta severidade, que compreende pelo
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menos um ciclo de anelamento do iniciador, estender e desnaturar o iniciador,
usando 0s mesmos iniciadores como usados na etapa (a) ou um par de
iniciadores cada um compreendendo uma seqiiéncia de nucleotideo pré
selecionada arbitraria que corresponde a cada porgdo de extremidade 5° dos
iniciadores usados na etapa (a), sob condig(")esvem que cada iniciador anela as
extremidades 3’ € 5° do produto de amplificagdo, respectivamente, por meio
das quais o produto de amplificaggo é re-amplificado.

Onde o padrdo para a amplificagio € 0o mRNA, a produgdo de
cDNA ¢ requerida antes da amplifica¢io. Portanto, ainda em um outro
aspecto desta invengdo, € fomecido um método para amplificar seletivamente
uma seqiiéncia de acido nucléico alvo a partir de um mRNA, em que o
método compreende transcrever de modo reverso o0 mRNA e realizar uma
reagdo de amplificagdo usando iniciadores, distinguidos por pelo menos um
iniciador ser derivado do ACP descrito acima. Preferivelmente, o iniciador de
acordo com a estrutura do ACP € um tendo na sua por¢io de extremidade 3’
uma seqiiéncia hibridizadora substancialmente complementar a uma regifio da
seqiiéncia de acido nucléico alvo para hibridizar com ela.

Em uma forma de realizagdo especifica desta invengio, é
fornecido um método que usa amplificagGes de estagio duplo para amplificar
seletivamente uma seqiiéncia de acido nucléico alvo a partir de um mRNA
que compreende:

(a) contactar o mRNA com um iniciador de oligonucleotideo
dT que € hibridizado a terminago poliA do mRNA sob condi¢des suficientes
péfa que o direcionamento padrdo da sintese de 4cido desoxirribonucléico
enzimatica ocorra;

(b) transcrever de modo reverso 0 mRNA ao qual o iniciador
de oligonucleotideo dT hibridiza para produzir um primeiro filamento de
DNA que € complementar ao mRNA ao qual o iniciador de oligonucleotideo
dT hibridiza;
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(c) realizar uma amplificagio de primeiro estagio da seqiiéncia
de acido nucléico alvo do primeiro filamento de DNA obtido da etapa (b) em
uma primeira temperatura de anelamento que compreende pelo menos dois
ciclos de anelamento do iniciador, estender e desnaturar o iniciador, usando o
par de iniciadores do ACP descrito acima tendo na sua porgio de extremidade
3’ uma seqiiéncia hibridizadora substancialmente complementar a uma regido
da seqiiéncia de acido nucléico alvo para hibridizar com ela, sob condigdes
em que cada iniciador anela a sua seqiiéncia de nucleotideo alvo, por meio das
quais o produto de amplificagdo da seqii€ncia de nucleotideo alvo é gerado; e

(d) realizar uma amplificagdo de segundo estagio do produto
de amplificagdo gerado da etapa (c) em uma segunda temperatura de
anelamento, que estd em condi¢des de alta severidade, que compreende pelo
menos um ciclo de anelamento do iniciador, estender e desnaturar o iniciador,
usando os mesmos iniciadores como usados na etapa (c) ou um par de
iniciadores cada um compreendendo uma seqiiéncia de nucleotideo pré
selecionada arbitraria que corresponde a cada por¢io de extremidade 5° dos
iniciadores usados na etapa (c), sob condi¢bes em que cada iniciador anela as
extremidades 3’ ¢ 5’ do produto de amplificagéo, respectivamente, por meio
das quais o produto de amplificagdo € re-amplificado.

Visto que os métodos de amplificagio desta invengdo utiliza o
ACP desta invengdo, as descrigdes comuns entre eles sdo omitidas de modo a
se evitar a complexidade deste relatério descritivo que leva 4 multiplicidade
indevida.

Esta aplicagdo que usa o ACP da invengdo objeto pode
fornecer um método melhorado para amplificar seletivamente uma seqiiéncia
de acido nucléico alvo a partir de um 4cido nucléico ou uma mistura de 4cidos
nucléicos (DNA ou mRNA) realizando-se amplificagdes de acido nucléico,
preferivelmente, PCR. Visto que o efeito do ACP fornece iniciadores

convencionais com especificidade de anelamento do iniciador independente
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de “pardmetros de procura de iniciador” para planejar o iniciador tal como o
comprimento do iniciador, temperatura de anelamento, teor de GC e
comprimento do produto, € particularmente recomendado usar o ACP quando
os iniciadores convencionais usados para amplificar um fragmento de acido
nucléico alvo sdo muito sensiveis a tais pardmetros para gerar produtos de
amplificagdo de acido nucléico especificos.

Uma representagio esquematica para amplificar seletivamente
um acido nucléico alvo de DNA de filamento duplo usando o novo sistema
ACP como descrito acima € ilustrada na FIG. 1A. A FIG. 1B ilustra uma
representagdo esquematica para amplificar seletivamente um acido nucléico
alvo de mRNA usando o novo sistema de ACP. Referindo-se as FIGs. 1A e
1B, os presentes métodos serdo descritos em mais detalhes.

Os presentes métodos para amplificar uma seqiiéncia de acido
nucléico podem ser realizados de acordo com varias amplificagdes de 4cido
nucléico com base em iniciador conhecidas na técnica. Preferivelmente, os
métodos sdo realizados de acordo com as amplifica¢des de estégio duplo
desenvolvidas pelo presente inventor, mais preferivelmente, a amplificagdo é
realizada pela reagdo em cadeia da polimerase conhecida na técnica € o mais
preferivelmente, o método de PCR de inicio quente.

Os métodos da presente invengdo, para amplificar uma
seqiiéncia de acido nucléico podem ser usados para amplificar qualquer
molécula de 4cido nucléico desejada. Tais moléculas pode ser DNA ou RNA.
A molécula pode estar em um forma de filamento duplo ou de filamento
unico, preferivelmente, de filamento duplo. Onde o 4cido nucléico como
material de partida € de filamento duplo, é preferido para tornar a forma de
filamento duplo em uma de filamento unico ou parcialmente de filamento
unico. Os métodos conhecidos para separar filamentos incluem, mas nio sio
limitados ao tratamento térmico, com alcali, formamida, uréia e glicoxal,

métodos enzimaticos (por exemplo, agdo de helicase) e proteinas de ligag3o.
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Por exemplo, a separagio de filamento pode ser obtida pelo aquecimento a
uma temperatura variando de 80° C a 105° C. Os métodos gerais para realizar
este tratamento s3o fornecidos por Joseph Sambrook, et al., Molecular
Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, N.Y.(2001).

Onde um mRNA ¢ utilizado como material de partida para a
amplificagdo, uma etapa de transcri¢io reversa € necessaria antes da
amplificagdo, os detalhes da qual sdo encontrados em Joseph Sambrook, et
al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.(2001); e Noonan, K. F. et al,,
Nucleic Acids Res. 16: 10366 (1988)). Para a transcri¢do reversa, um
iniciador de oligonucleotideo dT hibridizével a terminagio poliA do mRNA ¢
usado. O iniciador de oligonucleotideo dT é compreendido de dTMPs, um ou
mais dos quais podem ser substituidos com outros dNMPs contanto que o
iniciador de dT possa servir como iniciador. A transcri¢do reversa pode ser
feita com uma transcriptase reversa que tenha atividade de RNase H. Se um
usa uma enzima tendo atividade de RNase H, pode ser possivel omitir uma
etapa de digestdo com RNase H sepérada, escolhendo-se cuidadosamente as
condig¢des de reagio.

Os presentes métodos ndo requerem que as moléculas a serem
amplificadas tenham qualquer seqiiéncia ou comprimento particulares. Em
particular, as moléculas que pode ser amplificadas incluem qualquer acido
nucléico que ocorra naturalmente procaridtico, eucaridtico (por exemplo,
protozoarios € parasitas, fungos, leveduras, vegetais superiores, animais
inferiores ou superiores, incluindo mamiferos e seres humanos) ou viral (por
exemplo, virus do herpes, HIV, virus da influenza, virus de Epstein-Barr,
virus da hepatite, virus da poélio virus, etc.) ou 4dcido nucléico virdide. A
molécula de 4cido nucléico também pode ser qualquer molécula de 4cido

nucléico que foi ou pode ser quimicamente sintetizada. Assim, a seqiiéncia de
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acido nucléico pode ou nio ser encontrada na natureza.

O ACP wusado para a presente invengdo € hibridizado ou
anelado a uma regido no padrdo de modo que a estrutura de filamento duplo
seja formada. As condi¢Ges de hibridizagdo de acido nucléico adequadas para
formar tais estruturas de filamento duplo sdo descritas por Joseph Sambrook,
et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (2001) e Haymes, B. D., et al.,
Nucleic Acid Hybridization, A Practical Method, IRL Press, Washington,
D.C. (1985). A seqiiéncia da por¢do de extremidade 3’ do ACP nido precisa
exibir complementaridade exata, mas precisa ser apenas substancialmente
complementar na seqiiéncia para ser capaz de formar uma estrutura de
filamento duplo estavel. Assim, partidas de complementaridade completa s3o
permissiveis, contanto que tais partidas ndo sejam suficientes para impedir
completamente a hibridizagdo para formar uma estrutura de filamento duplo.
A hibridiza¢do do ACP a uma regido no acido nucléico padrio é um pré
requisito para a sua polimeriza¢do dependente de padrio com polimerases.
Fatores (ver Joseph Sambrook, et al., Molecular Cloning, A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.
(2001); e Haymes, B. D., et al., Nucleic Acid Hybridization, A Practical
Method, IRL Press, Washington, D.C. (1985)) que afetam o emparelhamento
de base do ACP aos seus acidos nucléicos complementares subsequentemente
afetam a eficiéncia de iniciagdo. A composi¢do de nucleotideo do ACP pode
afetar a temperatura na qual o anelamento € 6timo e portanto pode afetar a sua
eficiéncia de iniciag3o.

Uma variedade de DNA polimerases podem ser usadas na
etapa de ampliﬁcég:ﬁo dos presentes métodos, incluindo o fragmento
“Klenow” da DNA polimerase I da E. coli, uma DNA polimerase
termoestavel e bacteriofago T7 DNA polimerase. Preferivelmente, a

polimerase ¢ uma DNA polimerase termoestével tal como pode ser obtido a
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partir de uma variedade de espécies bacterianas, incluindo Thermus aquaticus
(Taq), Thermus thermophilus (Tth), Thermus filiformis, Thermis flavus,
Thermococcus literalis € Pyrococcus furiosus (Pfu). Muitas destas
polimerases podem ser isoladas da prépria bactéria ou comercialmente
obtidas. A polimerase a ser usada com a invengdo objeto também pode ser
obtida a partir de células que expressam altos niveis dos genes clonados que
codificam a polimerase. Quando uma reagdo de polimerizagio estd sendo
conduzida, € preferivel fornecer os componentes requeridos para tal reagio
em excesso no vaso de reagdo. O excesso em referéncia aos componentes da
reagdo de amplificagdo refere-se a uma quantidade de cada componente tal
que a capacidade para se obter a amplificagio desejada nio seja
substancialmente limitada pela concentragio daquele componente. E
desejavel fornecer a4 mistura de reagdo uma quantidade de cofatores
requeridos tais como Mg®* e dATP, dCTP, dGTP e dTTP em quantidades
suficientes para sustentar o grau de amplificagdo desejado.

Todas as enzimas usadas nesta reagdo de amplificagdo podem
ser ativas sob as mesmas condigdes de reagdo. Na verdade, tampdes existem
em que todas as enzimas estdo proximas as suas condigdes de reagdo Gtimas.
Portanto, o processo de amplificagdo da presente invengdo pode ser feito em
um unico volume de reagdo sem qualquer mudanga de condices tais como a
adigdo de reagentes.

Deve ser entendido que as porgdes da extremidade 5° de um
conjunto de ACPs usado na etapa da amplificagio de primeiro estigio pode
compreender seqiiéncias idénticas ou diferentes; se elas sdo 1déntica, um
iniciador que corresponde a seqiiéncia da porgo de extremidade 5° sera usado
na etapa da amplificagio de segundo estigio, ao passo que se elas sdo
diferentes, dois iniciadores cada um correspondendo & seqiiéncia de cada
por¢do de extremidade 5° do ACPs serdo usados na etapa da amplificagio de

segundo estagio.
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A presente invengdo inclui um processo alternativo para
amplificar seletivamente um fragmento de 4cido nucléico alvo a partir de um
acido nucléico ou uma mistura que usa ACP, em que um conjunto de
iniciadores que compreende um ACP e um iniciador convencional pode ser
usado na primeira etapa de amplificagfio, ao invés de um conjunto de ACP. O
termo “iniciador convencional” aqui usado refere-se a qualquer iniciador
tendo uma estrutura diferente da ACP, especialmente, em termos da presenga
da por¢do reguladora contendo a base universal. Neste caso, o iniciador
convencional € adicionado apenas na primeira etapa de amplificagio com o
ACP e apenas um iniciador pré selecionado arbitrario que corresponde a
seqiiéncia da porgdo de extremidade 5° do ACP ¢ adicionado na segunda
etapa de amplificagdo. Em uma forma de realizagio preferida, o processo
alternativo pode ser usado quando cada porgio 3’ de um par do ACP a ser
usado na primeira etapa de amplificagio tem temperatura de fusdo diferente
(Tm). “Tr” refere-se a temperatura na qual metade dos iniciadores sdo
anelados a regido alvo.

Duas etapas de amplificagdo dos presentes métodos (no caso
de amplificagdo a partir do mRNA, incluindo a transcri¢io reversa) sio
separadas apenas no tempo. A amplificagio do primeiro estdgio deve ser
seguida pela amplificagdo do segundo estagio. Deve ser entendido que a
mistura de reagdo de amplificagio do primeiro estagio pode incluir os
iniciadores que correspondem 4 porgio de extremidade 5° que sera usada para
anelar as seqiiéncias das porg¢des da extremidade 5° dos ACPs na amplificagio
d'o.'-segundo estagio, o que significa que os iniciadores que correspondem 2
porgdo de extremidade 5’ podem ser adicionados & mistura de reagdo no
momento ou depois da etapa de amplificagdo do primeiro estigio.

Como um processo alternativo, na etapa de amplificagio do
segundo estagio as seqiiéncias completas dos ACPs usados na etapa de

amplificagdo do primeiro estigio, ao invés dos iniciadores que correspondem
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as porgoes da extremidade 5° dos ACPs, podem ser usadas como iniciadores
nas condi¢des de alta severidade para re-amplificar o produto gerado da etapa
de amplificagdo do primeiro estigio, em que as extremidades 3’ e 5° do
produto da primeira etapa de amplificagdo que é gerado do anelamento e
extensdo da seqiiéncia da por¢do de extremidade 3’ do conjunto de ACP com
o acido nucléico padrdo nas condi¢es de severidade baixa compreende a
seqiiéncia ou seqiiéncia complementar do ACP e também serve como sitios de
emparelhamento perfeitos para o conjunto de ACP. Neste ponto de vista, este
processo alternativo € preferido por que nido é necessario adicionar os
iniciadores que correspondem as porg¢des da extremidade 5° dos ACPs a
mistura de reagdo no momento ou depois da etapa de amplificagdo do
primeiro estagio. A FIG. 1A também ilustra uma representagdo esquematica
para amplificar seletivamente um acido nucléico alvo pelo processo
alternativo estabelecido acima.

O anelamento ou hibridizagio nos presentes métodos sdo
realizados sob condiges severas que permitem a ligagdo especifica entre uma
seqiiéncia de nucleotideo € o ACP. Tais condigBes severas para o anelamento
sera dependente da seqiiéncia e variado dependendo de pardmetros
ambientais. Nos presentes métodos, a amplificagdo do segundo estagio é no
geral realizada sob condi¢bes severas mais altas do que a amplificagdo do
primeiro estagio.

Em uma forma de realizagdo preferida, a primeira temperatura
de anelamento varia de cerca de 30° C a 68° C para a etapa de amplificagio
do primeiro estdgio, mais preferivelmente, de 40° C a 65° C. E preferido que
a segunda temperatura de anelamento varie de cerca de 50° C a 72° C para a
amplificagdo do segundo estagio. De acordo com uma forma de realizagéio
mais preferida, a primeira temperatura de anelamento € igual ou mais baixa
do que a segunda temperatura de anelamento. O comprimento ou a

temperatura de fusdo (T,,) da seqiiéncia da porgio de extremidade 3’ do ACP
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determinard a temperatura de anelamento para a amplificagdo do primeiro
estagio. Por exemplo, no caso em que o ACP compreende 10 nucleotideos
arbitrarios na por¢do de extremidade 3’, preferivelmente, a temperatura de
anelamento estard entre cerca de 45° C e 55° C para a amplificagdo do
primeiro estagio.

De acordo com os presentes métodos, a amplificagio do
primeiro estigio sob condi¢des de severidade baixa é realizada por pelo
menos 2 ciclos de anelamento, estendendo e desnaturando para melhorar a
especificidade de anelamento do iniciador durante a amplificagdo do primeiro
estagio € através dos ciclos subseqiientes, a amplificagdo do segundo estagio é
processada mais eficazmente sob condigdes de alta severidade. A
amplificagido do primeiro estagio pode ser realizada em até 30 ciclos. Em uma
forma de realizagdo preferida, a amplificagdo do primeiro estagio é realizada
por 2 ciclos. Em uma outra forma de realizago, a amplificagdo do segundo
estagio sob condigdes de alta severidade € realizada por pelo menos um ciclo
(preferivelmente, pelo menos 5 ciclos) e até 45 ciclos para afnpliﬁcar 0
produto do primeiro estagio. Em uma forma de realiza¢io mais preferida, a
amplificagdo do segundo estagio ¢é realizada por 25 a 35 ciclos. As condicdes
de severidade alta e baixa podem ser facilmente determinadas a partir dos
padrbes conhecidos na técnica. “Ciclo” refere-se ao processo que resulta na
produgdo de uma cépia de acido nucléico alvo. Um ciclo inclui uma etapa de
desnaturagdo, uma etapa de anelamento e uma etapa de extens3o.

Na forma de realizagdo mais preferivel, a amplificacio é
realizada de acordo com a PCR que é divulgada nas Patentes U.S. N%
4.683.195, 4.683.202 e 4.800.159.

De acordo com uma forma de realizag3o preferida, quando a
amplificagdo do primeiro estagio é realizada, a porgio de extremidade 3’ do
par de iniciadores do ACP estd envolvida no anelamento na primeira

temperatura de anelamento e quando a amplificagdo do segundo estagio é
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realizada, a porgdo de extremidade 5° do par de iniciadores serve como um
sitio de iniciagdo. tal alteragio da porgdo a envolver no anelamento é
principalmente atribuida ao préprio ACP, em particular, 4 por¢do reguladora
do ACP. Nos presentes métodos, a por¢do reguladora do ACP é capaz de
restringir a por¢do de anelamento do ACP 4 sua porgdo de extremidade 3’ na
primeira temperatura de anelamento, responsivel por melhorar a
especificidade de anelamento a uma seqiiéncia alvo.

Os presentes métodos podem ser combinados com muitos
outros processos conhecidos na técnica para se obter um objetivo especifico.
Por exemplo, a isolagdo (ou purificagdo) de produto amplificado pode seguir a
amplificagdo do segundo estagio. Esta pode ser realizada pela eletroforese em

gel, cromatografia de coluna, cromatografia de afinidade ou hibridizag3o.

Além disso, o produto amplificado desta invengdio pode ser inserido em um

veiculo adequado para a clonagem. Além disso, o produto amplificado desta
invengado pode ser expresso em um hospedeiro adequado que abriga o vetor de
expressdo. De modo a expressar o produto amplificado, poder-se-ia preparar
um vetor de expressdo que carregasse o produto amplificado sob o controle de
um promotor ou operativamente Iigado a um promotor. O promotor €
originado do proprio vetor ou da porgdo de extremidade do produto
amplificado, que pode corresponder a porgdo de extremidade 5’ do ACP.
Muitas técnicas padrdo estdo disponiveis para construir vetores de expressio
que contenham 0 produto amplificado e seqiiéncias
transcricionais/translacionais/de controle de modo a obter a expressdo da
proteina ou peptideo em uma variedade de sistemas de expressdo hospedeiros.
O promotor usado para hospedeiro procaridtico inclui, mas ndo é limitado ao
promotor pLA, promotor trp, promotor lac € promotor T7. O promotor usado
para hospedeiro eucaridtico inclui, mas ndo é limitado ao promotor da
metalotioneina, promotor tardio de adenovirus, promotor de 7,5 K do virus da

vacinia e os promotores derivados de polioma, adenovirus 2, virus simio 40 e
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citomegalovirus. Certos exemplos de hospedeiros procariéticos sdo E. coli,
Bacillus  subtilis e outras Enterobacteriaceae tais como Salmonella
typhimurium, Serratia marcescens € varias espécies Pseudomonas. Além de
microorganismos, culturas de células derivadas de organismos multicelulares
também podem ser usados como hospedeiros. Em principio, qualquer de tais
culturas celulares € trabalhavel, sejam culturas de vertebrado ou invertebrado.
Além de células de mamifero, estas incluem sistemas de célula de inseto
infectados com vetores de expressdo de virus recombinante (por exemplo,
baculovirus); e sistemas de célula vegetal infectados com vetores de
expressdo de virus recombinante (por exemplo, virus mosaico da couve-flor,
virus mosaico do tabaco) ou transformados com vetores de expressdo de
plasmideo recombinante (por exemplo, plasmideo Ti) contendo uma ou mais
seqiiéncias codificadoras. O polipeptideo expresso a partir do produto
amplificado pode ser no geral purificado com uma variedade de propositos de
acordo com o método conhecido na técnica.

Em um outro aspecto desta invengdo, ¢ fornecido um kit para a
amplifica¢do do &cido nucléico da presente inven¢do anteriormente descrito,
que compreende o iniciador de controle de anelamento ou o conjunto de
iniciadores de controle de anelamento indicados acima.

Ainda em uma outro aspecto desta invengdo, é fornecido um
kit para a amplificagdo seletiva de uma seqiiéncia de acido nucléico alvo a
partir de DNA anteriormente descrito, que compreende o iniciador de controle
de anelamento ou o conjunto de iniciadores de controle de anelamento
indicados acima.

Em um outro aspecto desta invencdo, é formecido um kit para a
amplificagéo seletiva de uma seqiiéncia de acido nucléico alvo a partir do
mRNA anteriormente descrito, que compreende o iniciador de controle de
anelamento ou o conjunto de iniciadores de controle de anelamento indicados

acima.
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De acordo com uma forma de realizagio desta invengao, estes
kits ainda compreendem um iniciador ou um par de iniciadores cada um tendo
uma seqii€ncia de nucleotideo que corresponde a porgio de extremidade 5’ do
ACP; no caso em que a porgdo de extremidade 5’ compreende a seqiiéncia
iniciadora universal, ¢ mais preferido que o kit compreenda os iniciadores
universais. Os presentes kits podem opcionalmente incluir os reagentes
requeridos para realizar as reagdes de PCR tais como tampdes, DNA
polimerase, cofatores da DNA polimerase e desoxirribonucleotideos-5’-
trifosfatos. Opcionalmente, os kits também podem incluir varias moléculas de
polinucleotideo, transcriptase reversa, varios tampdes e reagentes € anticorpos
que inibem a atividade de DNA polimerase. Os kits também podem incluir
reagentes necessarios para realizar reagdes de controle positiva e negativa.
Quantidades 6timas de reagentes a serem usados em uma dada reagdo podem
ser facilmente determinadas pelo técnico habilitado tendo o beneficio da
divulgagdo atual. Os kits, tipicamente, sdo adaptados para conter em
embalagens ou compartimentos separados os constituintes anteriormente
descritos.

II. Aplicag@o para a amplificagdo de DNA multiplex

Esta aplicagdo que usa o ACP da invengdo objeto também
pode fornecer um método melhorado para amplificar mais do que uma
seqiiéncia alvo usando mais do que um par de iniciadores na mesma reag3o.
No geral, ¢ extremamente dificil ajustar as condi¢cdes de PCR para amplificar
mais do que 10 alvos em paralelo por que uma reagdo de PCR 6tima é
requerida para amplificar mesmo um local especifico sem qualquer
subproduto ndo especifico, de modo que aqueles pesquisadores que obtiveram
a PCR multiplex tiveram que trabalhar duro para otimizar os seus sistemas.
Visto que o anelamento precisa ocorrer em uma temperatura suficientemente
alta para permitir que o emparelhamento de DNA-DNA perfeito ocorra na

reagdo, o ACP da invengdo objeto € ideal na otimizagdo da amplifica¢do de
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DNA multiplex devido & sua fungfio de melhorar a especificidade de
amplificagdo. A “PCR multiplex” como aqui usada refere-se a amplificagio
simultanea de alvos de DNA multiplex em uma tinica mistura de reagdo em
cadeia da polimerase (PCR).

Ainda em um outro aspecto desta invengdo, é fornecido um
método para amplificar mais do que uma seqiiéncia de nucleotideo alvo
simultaneamente usando mais do que um par de iniciadores na mesma reagao,
em que o método compreende realizar uma reagdo de amplificagdo usando
iniciadores, distinguidos por pelo menos um iniciador ser derivado de
qualquer um dos ACPs descritos acima. Preferivelmente, o iniciador de
acordo com a estrutura do ACP ¢ um tendo na sua porg¢do de extremidade 3’
uma seqiiéncia hibridizadora substancialmente complementar a uma regido da
seqiiéncia de acido nucléico alvo para hibridizar com ela.

Em uma forma de realizagdo especifica desta invengdo, é
fornecido o método usando amplificagdes de estigio duplo, que compreende:

(a) realizar uma amplificagdo de primeiro estagio de. mais do
que uma seqiiéncia de nucleotideo alvo em uma primeira temperatura de
anelamento compreendendo pelo menos dois ciclos de anelamento do
iniciador, estender e desnaturar o iniciador, usando os pares de iniciadores de
qualquer um dos ACPs acima em que cada uma de sua por¢do de extremidade
3’ do pares de iniciadores tem uma seqiiéncia de nucleotideo hibridizadora
substancialmente complementar a uma regido da seqiiéncia de 4cido nucléico
alvo para hibridizar com ela, sob condigdes em que cada um de cada par de
irﬁciadores anela a sua seqiiéncia de nucleotideo alvo, por meio das quais os
produtos de amplificagdo de seqiiéncias de nucleotideo alvos sdo gerados; e

(b) realizar uma amplificagdo de segundo estagio dos produtos
de amplificagdo gerados da etapa (a) em uma segunda temperatura de
anelamento, que estd em condigGes de alta severidade, compreendendo pelo

menos um ciclo de anelamento do iniciador, estender e desnaturar o iniciador,
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usando os mesmos pares de iniciadores como usados na etapa (a) ou pares de
iniciadores cada um compreendendo uma seqiiéncia de nucleotideo pré
selecionada arbitraria que corresponde a cada porgio de extremidade 5° dos
pares de iniciadores usados na etapa (a), sob condi¢des em que cada um de
cada par de iniciadores anela as seqiiéncias de extremidades 3’ e 5’ dos
produtos de amplificagdo gerados da etapa (a), respectivamente, por meio das
quais os produtos de amplifica¢do so re-amplificados na mesma reag3o.

Visto que esta aplicagdo usando o ACP desta inven¢do é
realizada de acordo com os presentes métodos para a amplificagio de
seqiiéncia de 4cido nucléico anteriormente debatidos, exceto para o uso de
mais do que uma seqii€ncia de nucleotideo alvo e pares de iniciadores, as
descricdes comuns entre eles sio omitidos de modo a se evitar a
complexidade deste relatério descritivo que leva a multiplicidade indevida.

Por exemplo, a composi¢io e a estrutura do ACP usado e das
condigGes para a amplificagéo, s30 comuns entre este processo e 0s presentes
métodos para a amplificag@o de seqiiéncia de acido nucléico anteriormente
debatida.

Em uma forma de realizagdo preferida, os produtos
amplificados de cada uma das seqiiéncias de nucleotideo alvos sdo diferentes
em tamanho em relag@o a analise subsequente. |

De acordo com uma forma de realizagdo preferida, os produtos
de amplificagio de seqiiéncias de nucleotideo alvos multiplex podem ser
analisados através da separagio por tamanho. A comparagio de separagio por
tamanho ¢ realizada usando uma variedade de métodos conhecidos na técnica,
tais como eletroforese através de uma matriz de gel de poliacrilamida ou
matriz de gel de agarose € seqiienciamento de nucleotideo. O segiienciamento
de nucleotideo pode ser rapidamente realizado com um seqiienciador
automatico disponivel de varios fabricantes.

Como exemplificado no Exemplo abaixo, o ACP desta
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invengdo permite que o produto final amplificado seja livre dos problemas
secundarios assim como da ndo especificidade que surge a partir dos
iniciadores convencionais usados nos métodos de amplificagdo de Aacido
nucléico multiplex conhecidos na técnica.

A vantagem da amplifica¢do multiplex é que numerosas
doengas ou alteragdes de seqiiéncia de nucleotideo especificas (por exemplo,
polimorfismo de nucleotideo unico ou mutagdo de ponto) podem ser
ensaiadas na mesma reagio.

O numero de anélises que pode ser rodado simultaneamente é
ilimitado; entretanto, o limite superior é provavelmente de cerca de 20 e é
provavel seja dependente da diferenga de tamanho requerida para a resolugo
e métodos que estdo disponiveis para resolver o produto amplificado.

Em um outro aspecto desta invengao, é fornecido um kit para
amplificar mais do que uma seqiiéncia de nucleotideo alvo simultaneamente
na mesma reagdo, que compreende o iniciador de controle de anelamento ou o
conjunto de iniciadores de controle de anelamento descritos acima. De acordo
com uma forma de realizagdo desta invengao, estes kits ainda compreendem
um iniciador ou um par de iniciadores tendo uma seqiiéncia de nucleotideo
que corresponde a porgdo de extremidade 5’ do ACP; no caso em que a
por¢do de extremidade 5° compreende a seqiiéncia iniciadora universal, é
mais preferido que o kit compreenda os iniciadores universais. Os presentes
kits podem opcionalmente incluir os reagentes requeridos para realizar as
reagdes de PCR tais como tampdes, DNA polimerase, cofatores da DNA
polimerase ¢ desoxirribonucleotideos-5’-trifosfatos. Opcionalmente, os kits
também podem incluir vérias moléculas de polinucleotideo, transcriptase
reversa, varios tampc")es € reagentes e anticorpos que inibem a atividade da
DNA polimerase. Os kits também podem incluir reagentes necessérios para
realizar reagbes de controle positiva e negativa. Quantidades o6timas de

reagentes a serem usados em uma dada reagdo podem ser facilmente
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determinadas pelo técnico habilitado tendo o beneficio da divulgacio atual.
Os kits, tipicamente, sio adaptados para conter em embalagens ou
compartimentos separados os constituintes anteriormente descritos.

O método e kit da presente inveng¢do podem ser aplicados ao
diagnostico de doengas genéticas e infecciosas, determinagdo de género,
andlise de liga¢do genética e estudos forenses.

II1. Aplicagdo para a Identifica¢do de Genes Diferencialmente
Expressos

Esta aplica¢@o usando o ACP da inven¢do objeto também pode
fornecer um método melhorado para detectar e clonar cDNAs
complementares aos mRNAs diferencialmente expressos em duas ou mais
amostras de acido nucléico.

Ainda em um outro aspecto desta invengdo, é fornecido um
método para detectar complementaridade de DNA ao mRNA
diferencialmente expresso em duas ou mais amostras de acido nucléico, em
que o método compreende transcrever de modo reverso o mRNA e realizar
uma reagdo de amplificagdo usando iniciadores, distinguidos por pelo menos
um iniciador ser derivado de qualquer um dos ACPs descritos acima.
Preferivelmente, o iniciador de acordo com a estrutura do ACP é um tendo na
sua por¢do de extremidade 3’ uma seqiiéncia hibridizadora (mais
preferivelmente, seqii€ncia arbitraria) substancialmente complementar a uma
regido de filamentos de cDNA gerados a partir da transcrig3o reversa.

Em uma forma de realiza¢do especifica desta invengdo, €
fornecido o método usando amplificagdes de estagio duplo, que compreende:

(a) fornecer uma primeira amostra de A4cidos nucléicos
representando uma primeira populagdo de transcritos d¢ mRNA e uma
segunda amostra de acidos nucléicos representando uma segunda populagdo
de transcritos de mRNA;

(b) separadamente contactar cada uma da primeira amostra de
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acido nucléico e da segunda amostra de 4cido nucléico com um primeiro
iniciador de qualquer um dos ACPs descritos acima, em que a porgdo de
extremidade 3’ do primeiro iniciador compreende uma seqiiéncia de
nucleotideo hibridizadora substancialmente complementar a um primeiro sitio
no mRNA diferencialmente expresso para hibridizar com ela, sob condi¢des
suficientes para que a sintese de acido desoxirribonucléico enzimatica
direcionada pelo padrdo ocorra;

(c) transcrever de modo reverso o mRNA diferencialmente
expresso ao qual o primeiro iniciador hibridiza para produzir uma primeira
populag¢do de primeiros filamentos de cDNA que s3o complementares ao
mRNA diferencialmente expresso na primeira amostra de acido nucléico a
qual o primeiro iniciador hibridiza e uma segundo populagdo de primeiros
filamentos de cDNA que sio complementares ao mRNA diferencialmente
expresso na segunda amostra de acido nucléico a qual o primeiro iniciador
hibridiza;

(d) purificar e quantificar cada uma da primeira e segunda
populagdes dos primeiros filamentos de cDNA;

(e) realizar uma amplificagdo de primeiro estagio de cada uma
da primeira e segunda populagdes dos primeiros filamentos de DNA obtidas
da etapa (d) em uma primeira temperatura de anelamento que compreende
pelo menos um ciclo de anelamento do iniciador, estender e desnaturar o
iniciador, usando um segundo iniciador de qualquer um dos ACPs descritos
acima tendo na sua porgdo de extremidade 3’ uma seqiiéncia hibridizadora
substancialmente complementar a um segundo sitio na primeira e segunda
populagdes de primeiros filamentos de ¢DNA, sob condigdes em que o
segundo iniciador anele ao segundo sitio em cada populagdo dos primeiros
filamentos de cDNA, por meio da qual a primeira e segunda populagdes de
segundos filamentos de DNA sio geradas;

(f) realizar uma amplificagdo de segundo estigio de cada
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sintese do segundo cDNA de filamento gerado da etapa (¢) em uma segunda
temperatura de anelamento, que estd em condigdes de alta severidade,
compreendendo pelo menos dois ciclos de anelamento do iniciador, estender e
desnaturar o iniciador, usando os mesmos primeiro € segundo iniciadores
como usados nas etapas (b) € (e), respectivamente ou um par de iniciadores
cada um compreendendo uma seqiiéncia de nucleotideo pré selecionada
arbitraria correspondendo a cada por¢do de extremidade 5’ do primeiro e
segundo iniciadores usados nas etapas (b) e (e), respectivamente, sob
condi¢des em que cada iniciador anela as seqiiéncias das extremidades 3’ e 5°
de cada sintese do segundo cDNA de filamento, respectivamente, por meio da
qual os produtos de amplificagdo dos segundos filamentos de DNA sdo
gerados, e

(g) comparar a presenga ou nivel de produtos de amplificagdo
individuais na primeira e segunda populagdes de produtos de amplificagio
obtidos da etapa (f).

Visto que esta aplicagdo usando o ACP desta invengdo utiliza
os presentes métodos para a amplificagdo da seqiiéncia de acido nucléico
anteriormente debatidos, as descrigdes comuns entre eles sio omitidas de
modo a se evitar a complexidade deste relatorio descritivo que leva a
multiplicidade indevida.

Uma representagdo esquemdtica para identificar genes
diferencialmente expressos que usam os novos ACP ¢ ilustrada na FIG. 2A.

No presente método, a amostra de acido nucléico que
representa uma populag@o de transcritos de mRNA pode ser obtida a partir de
uma ampla variedade de materiais bioldgicos. No geral, a primeira amostra de
acido nucléico compreende mRNA expresso em uma primeira célula e a
segunda amostra de 4cido nucléico compreende mRNA expresso em uma
segunda célula. Em particular, a primeira amostra de 4&cido nucléico

compreende mRNA expresso em uma célula em um primeiro estagio de
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desenvolvimento ¢ a segunda amostra de 4cido nucléico compreende mRNA
expresso em uma célula em um segundo estigio de desenvolvimento. Além
disso, a primeira amostra de acido nucléico compreende mRNA expresso em
uma célula tumorigénica e a segunda amostra de acido nucléico compreende
mRNA expresso em um c€lula normal.

As etapas (e) e (f) da aplicagdo objeto podem ocorrer em um
unico tubo usando a mesma mistura de reagdo exceto para os iniciadores, 0
que significa que as etapas (¢) € (f) sdo separadas apenas em tempo. Deve ser
entendido que os iniciadores que correspondem a por¢do de extremidade 5’
podem ser adicionados & mistura de rea¢do no momento ou depois da sintese
do sintese do segundo cDNA de filamento. Em uma forma de realizagdo
preferida, os iniciadores que correspondem a porg¢do de extremidade 5° sdo
adicionados a mustura de reagio exatamente depois que a etapa (e) €
completada, seguidos pela amplificagdo subsequente pela PCR dos segundos
filamentos de DNA.

Também deve ser entendido que as seqiiéncias da porgdo de
extremidade 5’ do primeiro e segundo ACPs usados nas etapas (b) e (e),
respectivamente, podem ser seqiiéncias idénticas ou diferentes; se elas sdo
idénticas, um iniciador que corresponde a seqiiéncia da porgio de
extremidade 5’ sera usado na etapa (f), ao passo que se eles sdo diferentes,
dois iniciadores cada um correspondendo a segiiéncia de cada porgdo de
extremidade 5° do ACPs serdo usados na etapa (f). Em uma forma de
realizagdo preferida, a seqiiéncia da porg¢do de extremidade 5° do primeiro e
ségundo ACPs usados nas etapas (b) e (e) sdo diferentes e assim, dois
iniciadores cada um correspondendo a seqiiéncia de cada por¢do de
extremidade 5’ dos ACPs sdo usados na etapa (f).

Como um processo alternativo, na etapa (f) as segiiéncias
completas do primeiro e segundo ACPs usados nas etapas (b) e (e),

respectivamente, ao invés dos iniciadores que correspondem as porgbes da
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extremidade 5’ dos ACPs, podem ser usadas como iniciadores nas condi¢des
de alta severidade para amplificar cada segundo filamento de DNA obtido da
etapa (e), em que as extremidades 3’ e 5’ dos segundos filamentos de DNA
que sdo inicialmente sintetizados usando o segundo ACP compreende a
seqiiéncia do primeiro ACP e a seqiiéncia complementar do segundo ACP,
respectivamente e também serve como sitios de emparelhamento perfeito para
o primeiro e segundo ACPs. Neste ponto de vista, este processo alternativo €
preferido por que ndo existe nenhuma necessidade para adicionar os
iniciadores que correspondem as porgdes da extremidade 5’ dos ACPs a
mistura de reagdo no momento ou depois da reagdo de PCR de primeiro
estagio. A FIG. 2B ilustra uma representagdo esquematica para identificar
genes diferencialmente expressos pelo processo alternativo estabelecido
acima.

O método da aplicagdo objeto para detectar diferengas na
expressio de gene usa apenas um unico iniciador de sintese de cDNA (o
primeiro ACP) para reagir com o mRNA, diferente da PCR de Demonstragdo
Diferencial convencional que requer iniciadores de fixagdo de sintese de
cDNA multiplos. No método da Derrionstrac;ﬁo Diferencial original esbogado
por Liang e Pardee em 1992, doze iniciadores de fixa¢do foram introduzidos.
Os iniciadores de fixagdo por exemplo, tendo uma seqﬁéncia de T2 mn, Onde
MéA, CouGeN¢A,C, GouT, produziram doze populagdes de cDNA
separadas. Recentemente, iniciadores de fixa¢do modificados foram propostos
alterando-se o nimero de nucleotideos tal como um ou trés ao invés de dois
na extremidade 3’ que pode hibridizar a uma seqiiéncia que esteja
imediatamente a 5’ em relagdo a terminagdo poli A de mRNAs ou
estendendo-se nucleotideos adicionais na extremidade 5’ enquanto retém a
terminagdo Oligo (dT)o.;12 My que resulta em pelo menos 21 nucleotideos no
comprimento (Villeponteau et al., 1996, Combates et al., 2000).

A inveng@o objeto diz respeito as formas de realizagdo do ACP
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usadas neste método para a identificagdo de genes diferencialmente expressos,
em que o primeiro ACP usado na etapa (b) é representado pela seguinte
formula geral (2): 5° - dX,-dY,-dT,- 3’ em que dX € um dos quatro
desoxirribonucleotideos, A, C, G ou T; dY é uma porgdo reguladora que
compreende bases universais responsaveis pela fungdo principal do ACP
associada com a alteragdo da temperatura de anelamento durante a PCR; dT €
um desoxirribonucleotideo T; p, q € r representam um numero inteiro,
respectivamente; dX, representa a porgdo de extremidade 5’ e contém uma
seqiiéncia de nucleotideo pré selecionada arbitraria; dY, contém pelo menos 2
bases universais; dT, representa a porgdo de extremidade 3’; a seqii€ncia de
nucleotideo da por¢do de extremidade 3’ deve ter T,, mais baixa do que
aquela da por¢do de extremidade 5°. A férmula (2) basicamente segue a regra
da formula (1). A por¢do de extremidade 3’ da férmula (2) consiste das
seqiiéncias capazes de anelamento & termina¢do poli A do mRNA e serve
como um iniciador da sintese de cDNA para a transcri¢do reversa de mRNA.
Em uma forma de realizagio preferida, a pbrcﬁo de
extremidade 3’ do primeiro ACP usado na etapa (b) contém pelo menos 6
nucleotideos T no comprimento, o que é considerado uma exigéncia minima
de comprimento para anelamento do iniciador. Mais preferivelmente, a
seqiiéncia da porg¢do de extremidade 3’ € de 10 a 20 nucleotideos T e pode ser
de até 30 nucleotideos T no comprimento. O mais preferivelmente, a
seqiiéncia da porgdo de extremidade 3’ é de cerca de 15 nucleotideos T no
comprimento. Este iniciador é denominado iniciador de controle de
anelamento dT;s (dT;s-ACP). Em uma forma de realizagdo preferida, o
primeiro iniciador tem uma férmula geral de 5’ - dXs.30-dY2.10-dT10.20 - 37,
em que dX représenta um desoxirribonucleotideo € compreende uma
seqiiéncia de nucleotideo pré selecionada arbitrdria ndo substancialmente
complementar & primeira € segunda populagdes de mRNA; dY representa a

por¢do reguladora que compreende 2 a 10 bases universais ou bases ndo
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discriminatdrias analogas; e dT representa uma desoxitimidina contigua capaz
de anelamento ao primeiro sitio na primeira e segunda popula¢des de mRNA.

Em uma forma de realizagdo, a por¢io de extremidade 3’ do
primeiro ACP usado na etapa (b) pode conter pelo menos um nucleotideo
adicional na extremidade 3’ que pode hibridizar a uma seqiiéncia de mRNA
que estd imediatamente a montante da terminag¢do poliA. Os nucleotideos
adicionais na extremidade 3’ do primeiro ACP pode ser de até 3 no
comprimento. Por exemplo, dT pode ainda compreender 3’-V na sua
extremidade 3’; em que V é um selecionado do grupo que consiste de
desoxiadenosina, desoxicitidina e desoxiguanosina. Além disso, dT pode
ainda compreender 3’-NV na sua extremidade 3’; em que V € um selecionado
do grupo que consiste de desoxiadenosina, desoxicitidina e desoxiguanosina €
N ¢é um selecionado do grupo que consiste de desoxiadenosina,
desoxitimidina, desoxicitidina e desoxiguanosina. O mais preferivelmente, a
seqiiéncia da porgdo de extremidade 3’ do primeiro ACP usado na etapa (b)
contém apenas dT;s.

| Em uma forma de realizagdo preferida, o primeiro ACP inteiro

¢ de cerca de 40 a 45 nucleotideos no comprimento e compreende dT;s na
porcdo de extremidade 3°, dX;.25 na por¢do de extremidade 5° e dYs entre as
por¢oes de extremidade 3’ € 5°. O primeiro ACP inteiro pode ser de até 100
nucleotideos no comprimento. O primeiro iniciador € exemplificado pelas
SEQ ID NOs: 30, 39,57 ¢ 61 a 63.

O primeiro ACP aqui descrito ¢ hibridizado a terminag3o poli
A do mRNA, que estd presente em todos os mRNAs, exceto para uma
pequena minoria de mRNA. O uso do primeiro ACP usado nesta invengéo
resulta em apenas uma reagdo e produz apenas uma populacio de cDNA, ao
contrario de pelo menos 3 a 64 populagdes de cDNA separadas geradas pelos
iniciadores de fixagdo convencionais da técnica de Demonstragdo Diferencial.

Isto aumenta enormemente a eficiéncia do método pela geragdo de um
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agrupamento substancialmente padrdo de cDNA de filamento {inico de cada
populagdo de mRNA experimental.

Na etapa (d), os agrupamentos padrio de cDNAs sintetizados
pelo primeiro ACP devem ser purificados e depois quantificados pelas
técnicas bem conhecidas por aqueles de habilidade comum na técnica tais
como espectrofotometria. Esta etapa € necessaria para controlar precisamente
as suas entradas na etapa de amplificagio e depois comparar os produtos
finais amplificados entre duas ou mais amostras. Preferivelmente, a
quantidade de cDNA produzida neste ponto no método é medida. E mais
preferido que esta determinagdo seja feita usando a espectroscopia de
ultravioleta, embora qualquer procedimento padrio conhecido para
quantificar o cDNA conhecido por aqueles de habilidade comum na técnica é
aceitavel para o uso para este propdsito. Quando do uso do procedimento de
espectroscopia de UV, uma absorbancia de cerca de 260 nm de luz UV é
vantajosamente usada. Pela medi¢do da quantidade de cDNA nesta etapa,
portanto, a quantidade de cDNA pode ser padronizada entre ou comparada as
amostras na seguinte reagdo de amplificagfo.

Depois da sintese dos primeiros filamentos de cDNA que usam
o primeiro ACP, os segundos filamentos de DNA s3o sintetizados usando o
segundo ACP iniciador sob condigdes de severidade baixa, pelo menos por
um ciclo que compreende desnaturagdo, anelamento e extensdio do iniciador,
em que os primeiros filamentos de ¢cDNA resultantes sio usados como
padrio.

- O segundo ACP basicamente segue a regra da formula (1) e a
sua por¢do de extremidade 3’ compreende uma seqiiéncia arbitraria curta, que
preferivelmente tem T,, mais baixa do que aquela da por¢do de extremidade
5’. Este iniciador é denominado de um iniciador de controle de anelamento
arbitrario (AR-ACP). Em uma forma de realizagdo preferida, a porgio de

extremidade 3’ do segundo ACP pode ter de 8 a 15 nucleotideos no
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comprimento. O mais preferivelmente, a porgio de extremidade 3’ do
segundo ACP contém cerca de 10 nucleotideos no comprimento.

De acordo com uma forma de realizagio preferida, o segundo
ACP tem a formula geral de 5° - dXs.30-dY;.10-dZs.15 - 3°, em que dX
representa um desoxirribonucleotideo € compreende uma seqiiéncia de
nucleotideo pré selecionada arbitrdria ndo substancialmente complementar a
primeira e segunda populagdes dos primeiros filamentos de c¢cDNA; dY
representa a porgdo reguladora que compreende 2 a 10 bases universais ou
bases ndo discriminatérias analogas; dZ representa uma seqiiéncia
hibridizadora de nucleotideo arbitréria capaz de anelamento ao segundo sitio
na primeira € segunda populagdes de filamentos de DNA. Mais
preferivelmente, o segundo ACP inteiro € de cerca de 40 a 45 nucleotideos no
comprimento que compreende dZ,, na por¢do de extremidade 3°, dX30.,5 na
por¢do de extremidade 5’ e dY; entre as porgdes de extremidade 3’ € 5°. O
segundo ACP inteiro pode ser de até 100 nucleotideos no comprimento. O
segundo iniciador ¢ exemplificado pelas SEQ ID NOs: 1 29,13 a18¢20a
23.

O segundo ACP aqui descrito é diferente de um chamado
iniciador arbitrario longo, como usado na técnica de Demonstragdo
Diferencial modificada conhecida. Por exemplo, os iniciadores arbitrarios
longos convencionais como descrito por Villeponteau et al. (1996) e
Diachenko et al. (1996), tendo pelo menos 21 ou 25 nucleotideos no
comprimento, compreendidos apenas de nucleotideos arbitrarios nas
seqiiéncias inteiras. Estes iniciadores arbitrarios longos convencionais
hibridizario em uma maneira n3o prognosticivel sob a temperatura de
anelamento baixa (cerca de 40° C) que é requerida para se obter a iniciagio
arbitraria no ciclo de PCR precoce, tal que seja impossivel planejar um
conjunto representativo de iniciadores racionalmente. Além disso, muitas das

faixas representam o mesmo mRNA devido a “Viscosidade” dos iniciadores
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longos quando usados sob uma tal severidade baixa.

As vantagens do presente método para detectar genes
diferencialmente expressos sio predominantemente atribuidos ao uso do
segundo ACP. Visto que o segundo ACP ¢ planejado para limitar o
anelamento do segundo ACP a sua seqiiéncia da por¢io de extremidade 3°,
ndo a sua seqiiéncia de por¢do de extremidade 5°, em associa¢do com a
temperatura de anelamento, o anelamento resultante ocorrera em uma maneira
prognosticavel, tal que é possivel planejar um conjunto de iniciadores
representativos racionalmente. Além disso, o uso do segundo ACP permite
evitar problemas de falso positivo causados pela “Viscosidade” dos
iniciadores longos convencionais sob condi¢des de severidade baixa como
usado na técnica de Demonstragéo Diferencial anterior.

A temperatura de anelamento usada para a sintese dos
segundos filamentos de DNA sob condi¢Bes de severidade baixa usados na
etapa (e) estd preferivelmente entre cerca de 40° C a 65° C, mais
preferivelmente, entre cerca de 45° C € 55° C e 0 mais preferiveimente, de
cerca de 50° C. Entretanto, diferente da Demonstragdo Diferencial, que usa as
temperaturas de anelamento entre 35° C e 45° C, a temperatura de anelamento
de condigdes de severidade baixa usadas na aplicagio objeto é relativamente
mais alta do que aquela usada nas técnicas de Demonstragdo Diferencial
classica ou realgada conhecidas com iniciadores arbitrarios.

Outras caracteristicas tUnicas e significantes da aplicaggo
objeto para detectar genes diferencialmente expressos é amplificar apenas os
ségundos filamentos de DNA inicialmente sintetizados pela amplificagéo
subsequente, em que as extremidades 3’ e 5’ dos segundos filamentos de
DNA que foram inicialmente sintetizados usando o segundo ACP
compreende a seqiiéncia complementar do primeiro ACP e a seqiiéncia do
segundo ACP, respectivamente e assim, as seqiiéncias inteiras do primeiro e

segundo ACPs ou apenas as suas seqiiéncias da por¢do de extremidade 5’ do
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primeiro e segundo ACPs, sdo usadas como seqiiéncias iniciadoras 3’ e 5’
para a amplifica¢do dos segundos filamentos de DNA.

Visto que o ACP na aplicagio objeto leva 4 amplificagdo de
produtos especificos, pode ser possivel eliminar fundamentalmente a causa de
problemas de gargalo principais, tais como produtos falsos e reprodutibilidade
deficiente, que resultam do anelamento n3o especifico dos iniciadores
arbitrarios e dT convencionais para primeiro e segundo filamentos de DNA
assim como para os produtos amplificados durante a PCR nos métodos de
Demonstracdo Diferencial conhecidos.

Em uma forma de realizagio preferida, a sintese de segundos
filamentos de DNA na etapa (e¢) ¢ realizada em pelo menos 1 ciclo de
amplificagdo sob condi¢bes de severidade baixa para se obter a iniciagfio
arbitraria e através dos ciclos subseqiientes, a amplificagio é processada mais
eficazmente para a amplificagdo dos segundos filamentos de DNA resultantes
sob condig¢des de alta severidade usadas na etapa (f). O mais preferivelmente,
a sintese de segundos filamentos de DNA na etapa (e) é realizada por um
ciclo de amplificagio sob condicdes de severidade baixa.

Em uma forma de réalizagéo preferida, a amplifica¢do dos
segundos filamentos de DNA resultantes sintetizados pela etapa (e) é
realizada sob condi¢Ges de alta severidade usando as seqﬁéncias completas do
primeiro e segundo ACPs usados nas etapas (b) e (€), respectivamente, como
seqliéncias iniciadoras, em que as extremidades 3’ e 5" dos segundos
filamentos de DNA resultantes fornecem sitios de emparelhamento perfeito
ao primeiro e segundo ACPs. Entretanto, é interessante que o primeiro e
segundo ACPs nfo estejam envolvidos em qualquer outro anelamento com o
acido nucléico padrzo, exceto o anelamento e extensdo das extremidades 3’ e
5’ dos segundos filamentos de DNA como uma unidade de rea¢io em uma tal
condi¢do de severidade alta por que as suas porgdes de extremidade 3’

requerem temperatura de anelamento relativamente baixa e as condigdes de
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alta severidade ndo permitem que elas anelem a nenhum sitio do padrio,
exceto as extremidades 3’ e 5’ dos segundos filamentos de DNA.
Conseqiientemente, devido a esta fun¢do do ACP, que é capaz de anelar
seletivamente com o padrdo em associagdo com a temperatura de anelamento,
os produtos amplificados podem ser isentos dos problemas da taxa de falso
positivo alta, reprodutibilidade deficiente e possivel sub-representagdo de
fragbes de mRNA menores na analise que sio os problemas principais da
Demonstra¢do Diferencial conhecida. Neste ponto de vista, existe uma
diferenca significante entre este método objeto e os métodos de Demonstragido
Diferencial convencionais a despeito do fato de que eles terem em comum o
uso dos mesmos iniciadores para condi¢des de alta severidade assim como
para condi¢des de severidade baixa.

Em uma forma de realizagdio preferida, a temperatura de
anelamento da amplificagdo para condi¢des de alta severidade usadas na etapa
(f) € preferivelmente de cerca de entre 55° C e 72° C. O mais preferivelmente,
a temperatura de anelamento usada para as condi¢des de alta severidade ¢é de
cercade 65a68°C

Em uma forma de realizagdo preferida, a amplifica¢dio sob
condigdes de alta severidade usada na etapa (f) é realizada em pelo menos 10
ciclos e até 50 ciclos para amplificar os segundos filamentos de DNA
resultantes sintetizados pela etapa (e) durante a PCR. O mais preferivelmente,
a amplificag@o pela PCR é realizada em 40 a 45 ciclos.

O sintese do segundo cDNA de filamento é preferivelmente
sintetizado pela PCR, mais preferivelmente, o método de PCR de inicio
quente em que o procedimento € ajustar as reagdes completas sem a DNA
polimerase e incubar os tubos no ciclador térmico para completar a etapa de
desnaturagfo inicial a > 90° C. Depois, enquanto mantém os tubos a uma
temperatura acima de 70° C, a quantidade apropriada de DNA polimerase

pode ser pipetada na reagdo. Em uma forma de realizagdo preferida, a adigfio
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dos iniciadores para a amplificagéo do segundo estdgio na mistura de reagio
depois da reagdo completa da sintese do sintese do segundo cDNA de
filamento ¢ também realizada sob a temperatura de desnaturag@o tal como >
90° C. Depois, enquanto mantém os tubos a uma temperatura de cerca de 90 °©
C, a quantidade apropriada dos iniciadores para a amplificagdo do segundo
estagio pode ser pipetada na reag@o.

Um exemplo da sintese do segundo filamento de DNA ¢ a
amplificagdo subsequente dos segundos filamentos de DNA resultantes em
um unico tubo usando a seqii€ncia arbitraria pré selecionada das porgGes da
extremidade 5° do primeiro e segundo ACPs é conduzido sob as seguintes
condi¢Ges: os segundos filamentos de DNA s3o sintetizados sob condigdes de
severidade baixa por um ciclo da amplificagdo do primeiro estagio que
compreende reagdo de anelamento, extensdo e desnaturagdo; a mistura de
reagdo contendo o primeiro filamento do cDNA, o tamp&o de reagdo de PCR
(por exemplo, disponivel da Roche), ANTP e o segundo ACP é pré aquecida a
cerca de 94° C, enquanto mantém o tubo contendo a mistura de reagéo a cerca
de 94° C, a Taq polimerase (por exemplo, disponivel da Roche) é adicionada
na mistura de reagdo; as reagoes de PCR s30 como segue: um ciclo de 94° C
durante 1 min, 50° C durante 3 min e 72° C durante 1 min; seguido pela
desnaturagdo do produto de amplificagdo a 94° C; depois> da reagdo completa
da sintese do segundo filamento de DNA na etapa (e), o iniciador 5’ pré
selecionado arbitrario e o iniciador 3’ pré selecionado arbitrario sdo
adicionados a mistura de reagdo e depois o segundo estagio de amplificagio é
conduzido como segue: 40 ciclos de 94° C durante 40 segundos, 68° C
durante 40 segundos e 72° C durante 40 segundos; seguido por uma extensio
final de 5 minutos a 72° C.

Um exemplo alternativo da sintese do segundo filamento de
DNA e a amplificagdo subsequente dos segundos filamentos de DNA

resultantes em um unico tubo usando as seqiiéncias completas do primeiro e
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segundo ACPs usados nas etapas (b) e (€), respectivamente, ao invés das
seqiiéncias arbitrarias pré selecionadas das por¢des da extremidade 5° do
primeiro e segundo ACPs, ¢ conduzido sob as seguintes condigdes: os
segundos filamentos de DNA sfo sintetizados sob condigdes de severidade
baixa por um ciclo da amplificagio do primeiro estagio que compreende
reacdo de anelamento, extensdo e desnaturacio; a mistura de reagdo contendo
o primeiro cDNA de filamento, o tampdo de reagdo de PCR (por exemplo,
disponivel da Roche), dNTP, o primeiro ACP (dT;s-ACP) e o segundo ACP
(AR-ACP) ¢ pré aquecida a cerca de 94° C, enquanto mantém o tubo
contendo a mistura de reagdo a cerca de 94° C, a Taq polimerase (por
exemplo, disponivel da Roche) ¢ adicionada na mistura de reagio; as reagdes
de PCR sdo como segue: um ciclo de 94° C durante 1 minuto, 50° C durante 3
minutos ¢ 72° C durante 1 minuto; seguida pela amplifica¢io pela PCR de
segundo estagio que compreende a reagdo de anelamento, extensdo e
desnaturag@o; as reagdes de PCR sdo como segue: 40 ciclos de 94° C durante
40 segundos, 65° C durante 40 segundos e 72° C durante 40 segundos;
seguido por uma extenso final de 5 minutos a 72° C.

Deve ser mencionado que uma concentragdo apropriada de
ACP arbitrario (o segundo ACP) ¢é usada para sintetizar os segundos cDNAs
de filamento por um ciclo da amplificagdo do primeiro estagio. Se a
quantidade do segundo ACP usado na etapa (e) é muito baixa, os produtos
amplificados resultantes ndo sdo reprodutiveis. Ao contrario, a quantidade em
excesso do segundo ACP usado na etapa (e) gera produtos secundarios tais
cdfno sujidade de DNA durante a PCR. Em uma forma de realizagdo
preferida, a concentragdo do segundo ACP usado na etapa (e) esté entre cerca
de 0,1 uM ¢ 1,0 uM. O mais preferivelmente, a concentragdo do segundo
ACP assim como o primeiro ACP é de cerca de 0,2 puM. Em uma forma de
realizagdo preferida, a concentragdo dos iniciadores usados na etapa (f) esta

entre cerca de 0,1 uM e 1 pM, o mais preferivelmente, de cerca de 0,4 pM.
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Uma outra caracteristica significante da aplicagfo objeto para
a identificagdo de diferengas na expressdo de gene € o uso de alta temperatura
de anelamento em um método. A alta temperatura de anelamento usada na
etapa (f) aumenta a especificidade de anelamento do iniciador durante a PCR,
o que resulta na eliminagdo de produtos falso positivos completamente e no
aumento da reprodutibilidade. A liberagdo de positivos falsos que é um
gargalo principal que permanece na técnica de Demonstragio Diferencial
anterior € especialmente importante na etapa de triagem para a verificagio dos
fragmentos de cDNA identificados pela Demonstra¢do Diferencial.

A etapa de comparar a presenga ou nivel de produtos de
amplificagdo obtidos da etapa (f) pode ser realizada de acordo com varios
métodos conhecidos na técnica. Em uma forma de realizagdo preferida, cada
uma da primeira e segunda populagdes de produtos de amplificagio da etapa
(f) s3o separados pela eletroforese para identificar mRNA diferencialmente
expresso. Mais preferivelmente, os fragmentos de PCR resultantes de cDNA
sdo detectados em um gel de agarose tingido com brometo de etidio. Uma
outra caracteristica proeminente desta aplicagio objeto é o uso de gel de
agarose tingido com brometo de etidio para identificar mRNA
diferencialmente expresso. No geral, os métodos de Demonstragio
Diferencial convencionais usam técnicas de detec¢do radioativa que usam
geis de poliacrilamida desnaturantes. Entretanto, de acordo com o presente
meétodo, a quantidade significante dos fragmentos de ¢cDNA amplificados
obtidos através das amplificagdes de estagio duplo permite usar um gel de
agarose tingido com brometo de etidio para detectar os cDNAs amplificados,
0 que resulta em aumento da velocidade e evita o uso de radioatividade.

Alternativamente, os fragmentos de cDNA resultantes também
podem ser detectados em um gel de poliacrilamida desnaturante pela
autorradiografia ou métodos de detec¢do ndo radioativos tais como o

tingimento com prata (Gottschlich ez al., 1997; Kociok et al., 1998), pelo uso
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de oligonucleotideos fluorescentemente rotulados (Bauer et al. 1993; Ito et al.
1994; Luehrsen et al., 1997; Smith et al., 1997) e pelo uso de iniciadores
biotinilados (Korn et al., 1992; Tagle et al., 1993; Rosok et al., 1996).

Em uma outra forma de realizag3o, seria util para os propositos
de diagnostico usar um sistema automatico tal como um seqiienciador de
DNA automatico junto com qualquer rotulagdo distinta dos ACPs para
detectar ou analisar os produtos amplificados (Bauer, et al., 1993).

Considerando as caracteristicas do ACP nesta aplicagdo
objeto, o presente método para detectar e clonar genes diferencialmente
expressos difere fundamentalmente das técnicas de Demonstragdo Diferencial
anteriores como descritas acima.

Em conclusdo, o uso do ACP neste método torna possivel
permitir a amplificagdo apenas de segundos filamentos de DNA e o uso da
quantidade suficiente de materiais de partida assim como a alta concentragdo
de dNTP, que resultam nos seguintes beneficios: a) aumento da especificidade
de anelamento do iniciador, b) elimina¢do do problema de positi\}os falsos
que requer o trabalho intensivo subsequente para verificar os positivos
verdadeiros, ¢) melhora na confiabilidade e reprodutibilidade, d) detecgdo de
mRNAss raros, €) geracdo de produtos de PCR de distincia longa variando no
tamanho de 150 pares de base a 2,0 kb, f) permitir o uso de géis de agarose
tingidos com brometo de etidio para detectar os produtos, g) aumento da
velocidade de analise, h) particularmente, ndo requer mios bem treinadas para
conduzir este método e i) permite o planejamento racional de um conjunto
répresentativo de iniciadores.

Em um outro aspecto desta invengio, ¢ fornecido um kit para
detectar a complementaridade de DNA ao mRNA diferencialmente expresso,
que compreende o iniciador de controle de anelamento ou o conjunto de
iniciadores de controle de anelamento descritos acima (o primeiro e segundo

iniciador). De acordo com uma forma de realizag@o desta invengdo, estes kits
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ainda compreendem um iniciador ou um par de iniciadores tendo uma
seqiiéncia de nucleotideo que corresponde & por¢do de extremidade 5’ dos
ACPs; no caso em que a por¢io de extremidade 5’ compreenda a seqiiéncia
iniciadora universal, ela é mais preferida que o kit que compreende os
iniciadores universais. Os presentes kits podem opcionalmente incluir os
reagentes requeridos para realizar reagdes de PCR tais como tampdes, DNA
polimerase, cofatores da DNA polimerase e desoxirribonucleotideo-5’-
trifosfatos. Opcionalmente, os kits também podem incluir varias moléculas de
polinucleotideo, transcriptase reversa, varios tampdes e reagentes € anticorpos
que inibem a atividade da DNA polimerase. Os kits também podem incluir
reagentes necessarios para realizar reagdes de controle positiva € negativa.
Quantidades 6timas de reagentes a serem usadas em uma dada reagdo podem
ser facilmente determinadas pelo técnico habilitado tendo o beneficio da
divulgagdo atual. Os kits, tipicamente, sio adaptados para. conter em
embalagens ou compartimentos separados os constituintes anteriormente
descritos.

IV. Aplicagdo para a amplificagdo rapida de extremidades de
cDNA (RACE) |

Esta aplicagdo usando o ACP da invengdo objeto pode
fornecer um método melhorado para amplificar rapidamehte extremidades de
cDNA, chamada tecnologias RACE. Para ser especifico, o ACP da aplicagio
objeto € adaptada as tecnologias RACE relacionadas com cada uma das
extremidades 3’ € 5’ e elimina os problemas secundarios que resultam dos
iniciadores usados nas tecnologias RACE convencionais.

Ainda em um outro aspecto desta invengdo, é fornecido um
método para amplificar rapidamente um fragmento de c¢cDNA alvo que
compreende uma regido de cDNA que corresponde a regido da extremidade
3’ de um mRNA, em que o método compreende transcrever de modo reverso

o dito mRNA e realizar uma reagdo de amplificagdo usando iniciadores,
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distinguidos por pelo menos um iniciador ser derivado de qualquer um dos
ACPs descritos acima. Preferivelmente, o iniciador de acordo com a estrutura
do ACP € um tendo na sua por¢io de extremidade 3’ uma seqiiéncia de
nucleotideo hibridizadora especifica de gene substancialmente complementar
a um sitio no cDNA gerado a partir da transcri¢@o reversa e/ou um tendo na
sua por¢do de extremidade 3’ uma seqii€ncia de nucleotideo hibridizadora
substancialmente complementar as terminag¢des poliA dos mRNAs.

Em uma forma de realizagdo especifica desta invengdo, é
fornecido o método usando amplificagdes de estagio duplo, que compreende:

(a) contactar mRNAs com um primeiro iniciador de qualquer
um dos ACPs descritos acima, em que a por¢do de extremidade 3’ do
iniciador compreende uma seqiiéncia de nucleotideo hibridizadora
substancialmente complementar as termina¢des poliA dos mRNAs para
hibridizar com ela, sob condi¢des suficientes para que a sintese de acido
desoxirribonucléico enzimatica direcionada pelo padrio ocorra;

(b) transcrever de modo reverso os mRNAs aos quais o
primeiro iniciador hibridiza para produzir uma populagio de primeiros
filamentos de ¢cDNA que sio complementares aos mRNAs aos quais o
primeiro iniciador hibridiza;

(c) realizar uma amplificagio de primeiro estagio dos
primeiros filamentos de cDNA em uma primeira temperatura de anelamento
que compreende pelo menos um ciclo de anelamento do iniciador, estender e
desnaturar o iniciador, usando um segundo iniciador de qualquer um dos
ACPs descritos acima tendo na sua por¢do de extremidade 3’ uma seqiiéncia
de nucleotideo hibridizadora especifica de gene substancialmente
complementar a um sitio em um dos primeiros filamentos de ¢cDNA para
hibridizar com ela, sob condi¢es em que o segundo iniciador anela a um sitio
especifico de gene em um dos primeiros filamentos de cDNA, por meio das

quais um sintese do segundo cDNA de filamento especifico de gene é gerado;
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(d) realizar uma amplificag3o de segundo estagio do sintese do
segundo cDNA de filamento especifico de gene gerado da etapa (c) em uma
segunda temperatura de anelamento, que estd em condi¢cdes de alta
severidade, que compreende pelo menos dois ciclos de anelamento do
iniciador, estender e desnaturar o iniciador, usando os mesmos primeiro e
segundo iniciadores como usados nas etapas (a) € (c), respectivamente ou um
par de iniciadores cada um compreendendo uma seqiiéncia de nucleotideo pré
selecionada arbitraria que corresponde a cada porgido de extremidade 5° do
primeiro e segundo iniciadores usados nas etapas (a) e (c), respectivamente,
sob condi¢des em que cada iniciador anela as seqiiéncias das extremidades 3’
e 5’ de um sintese do segundo cDNA de filamento especifico de gene,
respectivamente, por meio das quais um produto de amplificagio de um
filamento de cDNA especifico de gene € gerado.

Visto que esta aplicagdo usando o ACP desta invengio utiliza
os presentes métodos para a amplificagdo de seqiiéncia de acido nucléico
anteriormente debatida, as descrigdes comuns entre eles sio omitidas de modo
a se evitar a complexidade deste relatério descritivo que leva a multiplicidade
indevida.

Uma representagdo esquematica para ampl~iﬁcar um fragmento
de cDNA alvo que compreende a regido da extremidade 3’ que corresponde a
extremidade 3’ de mRNA usando o novo sistema ACP, chamado como 3’
RACE com base em ACP, ¢ ilustrada na FIG. 3.

As etapas (c) e (d) da aplicagdo objeto podem ocorrer em um
unico tubo usando a mesma mistura de reagdio exceto para os iniciadores, o
que significa que as etapas (c) e (d) sfio separadas apenas no tempo. Deve ser
entendido que os iniciadores que correspondem 3 porgio de extremidade 5’
podem ser adicionados a mistura de reagdo no momento ou depois da sintese

do sintese do segundo cDNA de filamento. Em uma forma de realizagio
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preferida, os iniciadores que correspondem 2 porgdo de extremidade 5° sio
adicionados a mistura de reagdo exatamente depois da etapa (2) estar
completa, seguidos pela amplificagdo subsequente de segundos filamentos de
DNA.

Como um processo alternativo, na etapa (d) as seqiiéncias
completas do primeiro e segundo ACPs, ao invés dos iniciadores que
correspondem as por¢des da extremidade 5° do primeiro e segundo ACPs,
podem ser usados como iniciadores 3’ € 5’ para amplificar o segundo cDNA
de filamento obtidos da etapa (c), em que as extremidades 3’ € 5’ do segundo
cDNA de filamento que sdo inicialmente sintetizados usando o segundo ACP
compreende a seqiiéncia complementar do primeiro ACP e a seqiiéncia do
segundo ACP, respectivamente e também serve como sitios de
emparelhamento perfeito para o primeiro e segundo ACPs. A FIG. 3 também
ilustra uma representacdo esquematica para amplificar um fragmento de
cDNA alvo que compreende a regido da extremidade 3’ que corresponde a
extremidade 3’ do mRNA pelo processo alternativo estabelecido acima.

Uma das caracteristicas significantes da presente inven¢io
durante 3’-RACE ¢ que o primeiro ACP que compreende a segiiéncia de
nucleotideo substancialmente complementar a terminagdo poliA do mRNA é
usado como um iniciador da sintese de cDNA e depois os cDNAs resultantes
sdo diretamente usados como padriio para a amplificagio subsequente sem
qualquer etapa de purificagdo adicional para remover o iniciador de sintese de
cDNA.

: O anelamento do primeiro ACP com os padrdes sera
interrompido durante subsequente pelo efeito da porgdo reguladora sobre as
porgdes de extremidade 3’ e 5° do ACP sob condi¢cdes de severidade
relativamente altas como descrito no principio do ACP. Como um resultado, a
aplicagdo objeto a 3’-RACE simplifica os métodos RACE convencionais

reduzindo-se a etapa de purificagdo e também, o ACP usado na aplicagio
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objeto ndo envolve os problemas secundarios por que o anelamento da porgio
de extremidade 3’ ¢ especificado pela presenga da porgdo reguladora
posicionada entre as porgdes da extremidade 3> ¢ 5° nos ACPs, ao passo que
os iniciadores da sintese de cDNA convencionais tais como iniciadores Oligo-
dT durante 3’-RACE geram produtos secuﬁdérios durante a PCR, que sdo
produtos ndo especificos. De acordo com uma forma de realizagdo preferida,
a férmula do primeiro ACP para a sintese de cDNA pode ser idéntica a
férmula (2).

Quando um 1niciador especifico de gene é usado como
iniciador 5°, a primeira amplificagdo de um fragmento de cDNA alvo
contendo uma seqiiéncia de extremidade 3’ na etapa (c) é realizada de acordo
com métodos de PCR convencionais como conhecido na técnica. O termo
“especifico de gene” na seqiiéncia de referéncia aqui usada refere-se a uma

seqiiéncia parcial de um gene especifico ou complemento deste que foi no

- geral conhecido ou disponivel a uma pessoa habilitada na técnica. Portanto, o

iniciador especifico de gene significa um que compreende a seqiiéncia
especifica de gene.

O sintese do segundo cDNA de filamento gerado ¢é
amplificado pela amplificagdo do segundo estagio que € usada na aplicagio da
presente invengdo para amplificar uma seqiiéncia de 4cido nucléico alvo
acima. Visto que o ACP descrito nesta invengio pode gerar Ty, estavel em um
iniciador e também tolera “parametros de procura de iniciador” para o
planejamento de iniciador tal como o comprimento do iniciador, a
temperatura de anelamento, o teor de GC e o comprimento de produto de
PCR, ele € 1til quando as seqiiéncias do iniciador especifico de gene tém T,
baixo ou s3o muito sensiveis a tais pardmetros para gerar produtos
especificos.

Em um outro aspecto desta invengdo, é fornecido um método

para amplificar rapidamente um fragmento de DNA alvo que compreende
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uma regido de cDNA que corresponde a regido de extremidade 5’ de um
mRNA, em que o0 método compreende transcrever de modo reverso o mRNA
e realizar uma reacdo de amplificagdo usando iniciadores, distinguidos por
pelo menos um iniciador ser derivado de qualquer um dos ACPs descritos
acima. Preferivelmente, o iniciador de acordo com a estrutura do ACP é um
tendo na sua por¢do de extremidade 3’ uma seqiiéncia de nucleotideo
hibridizadora especifica de gene substancialmente complementar a um sitio
no cDNA gerado a partir da transcri¢io reversa.

Em uma forma de realizagdo especifica desta invengdo, é
fornecido o método usando amplificagdes de estigio duplo, que compreende:

(a) contactar mRNAs com um iniciador de oligonucleotideo
dT ou iniciador aleatério como um iniciador de sintese de cDNA sob
condi¢des suficientes para que a sintese de acido desoxirribonucléico
enzimatica direcionada pelo padrdo ocorra, em que o iniciador de sintese de
¢cDNA compreende uma seqii€éncia de nucleotideo hibridizadora
substancialmente complementar a uma regiio de um mRNA para hibridizar
com ela;

(b) transcrever de modo reverso os mRNAs, usando uma
transcriptase reversa, com a qual o iniciador de sintese de cDNA hibridiza
para produzir uma populagio de primeiros filamentos de ¢cDNA que sdo
complementares aos mRNAs aos quais o iniciador de sintese de cDNA
hibridiza, por meio da qual intermediarios de mMRNA-cDNA sdo gerados;

(c) permitir que residuos de citosina sejam formem terminacgio
nas extremidades 3’ dos primeiros filamentos de ¢cDNA na forma dos
intermedirios de mRNA-cDNA pela reagio de transferase terminal da
transcriptase reversa;

(d) contactar as terminag¢des de citosina nas extremidades 3’
dos primeiros filamentos de cDNA gerados a partir da etapa (c) com um

oligonucleotideo que compreende uma porg¢io de extremidade 3’ e uma
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por¢do de extremidade 5° separadas por um grupo de base universal ou base
ndo discriminatoria analoga, em que a porgio de extremidade 3’ compreende
pelo menos trés residuos de guanina na sua extremidade 3’ para hibridizar
com as terminagdes de citosina nas extremidades 3’ dos primeiros filamentos
de cDNA e a porgdo de extremidade 5’ compreende uma seqii€éncia de
nucleotideo pré selecionada arbitraria, sob condigdes em que a porgdo de
extremidade 3’ do oligonucleotideo ¢ hibridizada as terminagdes de citosina;

(¢) estender as extremidades 3’ formadas em terminagdo dos
primeiros filamentos de ¢DNA para gerar uma seqiiéncia adicional
complementar ao oligonucleotideo usando a transcriptase reversa, em que o
oligonucleotideo serve como um padréo na reagdo de extensio, por meio da
qual os primeiros filamentos de cDNA de comprimento completo sdo
prolongados;

(f) realizar uma amplificagdo de primeiro estagio dos
primeiros filamentos de cDNA de comprimento completo obtidos a partir da
etapa (¢) em uma primeira temperatura de anelamento que compreende (i) e
(11) como segue:

(1) pelo menos um cicld de anelamento do iniciador, estender e
desnaturar o iniciador usando um primeiro iniciador que compreende uma
seqiiéncia de nucleotideo substancialmente complementér as seqii€ncias da
extremidade 3’ dos primeiros filamentos de cDNA de comprimento completo
sob condigdes em que o primeiro iniciador anela aos primeiros filamentos de
cDNA de comprimento completo, sob condigdes em que o primeiro iniciador
anela as extremidades 3’ dos primeiros filamentos de cDNA de comprimento
completo, por meio da qual os segundos filamentos de DNA de comprimento
completo sdo gerados;

(ii) pelo menos um ciclo de anelamento do iniciador, estender
¢ desnaturar o iniciador usando um segundo iniciador de qualquer uma das

reivindicagdes de 1 a 25 tendo na sua porgio de extremidade 3’ uma
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seqliéncia hibridizadora especifica de gene substancialmente complementar a
uma regido em um dos segundos filamentos de DNA de comprimento
completo para hibridizar com ela, sob condi¢des em que o segundo iniciador
anela a um sitio especifico de gene em um dos segundos filamentos de DNA
de comprimento completo, por meio da qual um filamento de cDNA
especifico de gene € gerado; e

(g) realizar uma amplificagio de segundo estigio do filamento
de cDNA especifico de gene em uma segunda temperatura de anelamento,
que esta em condigdes de alta severidade, compreendendo pelo menos dois
ciclos de anelamento do iniciador, estender e desnaturar o iniciador, usando o
mesmo primeiro e segundo iniciadores como usados nas etapas (f)-(i) e (f)-
(i1), respectivamente ou um par de iniciadores cada um compreendendo uma
seqiiéncia de nucleotideo que corresponde a cada porgio de extremidade 5’ do
primeiro e segundo iniciadores como usados nas etapas (f)-(i) e (f)-(ii),
respectivamente, sob condi¢des em que cada iniciador anela as seqiiéncias de
extremidades 3’ e¢ 5’ de um filamento de cDNA especiﬁco' de gene,
respectivamente, por meio da qual um produto de amplificagio de um
filamento de cDNA especifico de gene é gerado.

As representagdes esquematicas para amplificar um fragmento
de cDNA alvo que compreende a regido de extremidade 5° que corresponde 3
extremidade 5° de mRNA usando o novo sistema ACP, chamado como 5’
RACE com base no ACP, ¢ ilustrada nas FIGs. 4A (usando iniciador de
oligonucleotideo dT) e 4B (usando iniciador aleatério).

As descriges do iniciador de oligonucleotideo dT usado na
etapa (a) sdo idénticas as daqueles usados no presente método para a
amplificagdo de uma seqiiéncia de acido nucléico alvo a partir de um mRNA.
Alternativamente, quando o tamanho de um mRNA alvo ¢é tdo grande que a
transcriptase reversa falha antes de atingir as seqiiéncias 5’ completas, o

iniciador aleatorio € usado como iniciador de sintese de cDNA..
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De acordo com uma forma de realizag3o preferida, a etapa (c),
que permite que residuos de citosina seja formados em terminagao é realizada
na presenga de ion manganeés.

As etapas (f) e (g) da aplicag@o objeto podem ocorrer em um
unico tubo usando a mesma mistﬁra de reagdo exceto para iniciadores, 0 que
significa que as etapas (f) e (g) sdo separadas apenas no tempo. Deve ser
entendido que o(s) iniciador(es) usado(s) em cada etapa (f) e (g) pode(m) ser
adicionado(s) a mistura de rea¢fo no momento ou depois de cada etapa. Em
uma forma de realizag@o preferida, o(s) iniciador(es) é(s3o) adicionado(s) a
mistura de rea¢do exatamente depois que cada etapa é completada, seguido(s)
pela amplifica¢do subsequente pela PCR de segundos filamentos de DNA.

Quando um iniciador especifico de gene é usado como
iniciador 5°, a amplifica¢do de um fragmento de cDNA alvo contendo uma
seqiiéncia de extremidade 5’ na etapa (f) € realizada sob condi¢des de alta
severidade de acordo com os métodos de PCR convencionais como conhecido
na técnica.

Em uma forma de realizagio preferida, um fragmento de
cDNA alvo contendo uma seqiiéncia de extremidade 5’ na etapa (f) é
amplificada usando um segundo ACP que compreende uma seqiiéncia
especifica de gene na porgdo de extremidade 3°, pelas émpliﬁcag:ées de PCR
de estagio duplo que s@o usadas na aplicagdo da presente invengdo para
amplificar uma seqiiéncia de 4cido nucléico alvo acima. Visto que o ACP
descrito nesta invengdo pode gerar T,, estavel em um iniciador e também
tolera “pardmetros de procura de iniciador” tais como planejamento de
iniciador, que compreende o comprimento do iniciador, a temperatura de
anelamento, o teor de GC e o comprimento do produto de PCR, é
particularmente util quando as seqii€éncias do iniciador especifico de gene tém
Tm baixa ou s@o muito sensiveis a tais parametros para gerar produtos

especificos. A férmula do segundo ACP € idéntica a formula (1) em que a
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porgdo de extremidade 3’ contém uma seqiiéncia especifica de gene.

O oligonucleotideo para a etapa (d) é similar ao iniciador
CapFinder (Chenchik et al., 1998; Chenchik et al. Patentes U.S. N
5.962.271 e 5.962.272) no sentido de que ambos compreendem pelo menos
trés residuos de guanina na sua extremidade 3’ e uso deles como um iniciador
que muda o padrdo para a extensdo da extremidade 3” do primeiro cDNA de
filamento pela transcriptase reversa, ao passo que eles sdo claramente
diferentes um do outro em termos da fung3o de uma mudanga no controle do
anelamento do iniciador a um &cido nucléico padrdo em associagdo com a
temperatura de anelamento durante a PCR. O iniciador CapFinder ndo
compreende grupo de residuo de base universal que é responsavel pela
regulagem do anelamento do iniciador no ACP, de modo que o método de
PCR com CapFinder durante a 5° - RACE (Chenchik ef al., 1998) nio pode
ser livre de um alto teor de produtos secundérios tal como ramos de DNA que
surgem da contaminagdo dos iniciadores tais como os iniciadores CapFinder e
Oligo-dT usados na sintese de cDNA durante a PCR. Por outro lado, o grupo
de residuo de base universal do primeiro ACP desempenha um papel chave na
regulagem do anelamento do iniciador, de modo que o método objeto ndo
fornece qualquer causa para os problemas secundarios durante a amplifica¢do
subsequente pela PCR; esta ¢ uma caracteristica chave da aplicagdo do ACP
ao 5’ - RACE.

Além disso, quando o ACP da presente invengdo € usado na
tecnologia de 5° - RACE, € desnecessario conduzir o processo de separagdo
fisica tal como uma sintese de fase solida de cDNA e procedimentos que
tenham sido introduzidos como um método alternativo para remover todos 0s
contaminantes usados na sintese de cDNA (Schramm et al., 2000).

Em uma forma de realizaggo preferida, o oligonucleotideo para
formar um par ou pares de base com a terminagdo de citosina durante 5’ -

RACE que tem uma estrutura similar ao ACP, em que o oligonucleotideo ¢
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representado pela seguinte formula geral (3): 5° - dXs5.30-dY2.10-dZ.10-G3.5 -
3’, em que dX representa um desoxirribonucleotideo e compreende uma
seqiiéncia arbitraria pré selecionada; dY representa uma porgdo reguladora
que compreende 2 a 10 bases universais ou bases nio discriminatérias
analogas; dZ representa um desoxirribonucleotideo e compreende uma
seqiiéncia arbitraria pré selecionada; e Gs.s representa trés a cinco guaninas.

O mais preferivelmente, a seqii€ncia da por¢do de extremidade
3’ dZ é de cerca de 2 a 3 nucleotideos no comprimento. Além disso, em uma
forma de realizagdo, a por¢do de extremidade 5° dX pode incluir uma
seqiiéncia que € reconhecida por uma endonuclease de restri¢do.

O Gs.s pode ser de trés a cinco riboguaninas ou desoxiguaninas
ou uma combinag¢fo de riboguanina e desoxirriboguanina. Em uma forma de
realizagdo mais preferida, o Gs.s compreende duas riboguaninas e uma
desoxirriboguanina (r(G),-d(G) - 3°), o mais preferivelmente, trés
riboguaninas.

Quando o iniciador especifico de gene na etapa (f) é usado
como iniciador 3’ durante 5’ - RACE, um fragmento de cDNA alvo contendo
uma seqiiéncia de extremidade 5° € amplificado sob condi¢cdes de alta
severidade pelos métodos de PCR convencionais como conhecido na técnica.

Em uma forma de realizagdo preferida, um fragmento de
cDNA alvo contendo uma seqiiéncia de extremidade 5’ é amplificado usando
um segundo ACP que compreende uma seqiiéncia especifica de gene na
por¢do de extremidade 3°, pelas amplificagdes de PCR de estagio duplo que
sdo conduzidas na aplicagdo para amplificar uma seqiiéncia de 4cido nucléico
alvo na presente invengdo. Visto que o ACP descrito nesta invengio pode
fornecer T, estavel em um iniciador e também tolera “pardmetros de procura
de iniciador” para o planejamento de iniciador tal como o comprimento do
iniciador, a temperatura de anelamento, o teor de GC e o comprimento de

produto de PCR, ele ¢ util quando as segiiéncias do iniciador especifico de
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gene tém T, baixo ou s3o muito sensiveis a tais parimetros para gerar
produtos especificos. A féormula do segundo ACP é idéntica a formula (1) em
que a porgdo de extremidade 3’ contém uma seqiiéncia especifica de gene.

O uso de ACP na tecnologia RACE significantemente
simplifica e melhora as tecnologias de RACE convencionais com respeito a
amplifica¢do de extremidades de cDNA como descrito acima. A caracteristica
vital do método objeto € ser livre dos problemas secundarios que surgem dos
iniciadores usados nos métodos RACE convencionais. Conseqiientemente
este método aqui descrito pode ser mais eficaz, mais facil, menos intensivo
em trabalho e mais reprodutiveis do que os métodos de RACE convencionais.

Ainda em um outro aspecto desta inveng¢ao, ¢ fornecido um kit
para amplificar rapidamente um fragmento de cDNA alvo que compreende a
regido da extremidade 3’ de mRNA, que compreende o iniciador de controle
de anelamento ou o conjunto de iniciadores de controle de anelamento
anteriormente descritos (incluindo o primeiro e segundo iniciadores). De
acordo com uma forma de realizagdo desta invengdio, estes Akits ainda
compreendem um iniciador ou um par de iniciadores tendo uma seqiiéncia de
nucleotideo que corresponde a porgdo de extremidade 5° dos ACPs; no caso
em que a por¢do de extremidade 5° compreende a seqiiéncia iniciadora
universal, € mais preferido que o kit compreenda os iniciadores universais. Os
presentes kits podem opcionalmente incluir os reagentes requeridos para
realizar reagcSes de PCR tais como tampdes, DNA polimerasé, cofatores da
DNA polimerase e desoxirribonucleotideo-5’-trifosfatos. Opcionalmente, os
kits também podem incluir véarias moléculas de polinucleotideo, transcriptase
reversa, varios tampdes € reagentes e anticorpos que inibem a atividade da
DNA polimerase. Os kits também podem incluir reagentes necessarios para
realizar reagdes de controle positiva e negativa. Quantidades otimas de
reagentes a serem usadas em uma dada reagdo pode ser facilmente

determinada pelo técnico habilitado tendo o beneficio da divulgagio atual. Os
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kits, tipicamente, s3o adaptados para conter em embalagens ou
compartimentos separados os constituintes anteriormente descritos.

Em um outro aspecto desta invengdo, é fornecido um kit para
amplificar rapidamente um fragmento de ¢cDNA alvo que compreende a
regido de extremidade 5’ de mRNA, que compreende o iniciador de controle
de anelamento ou o conjunto de iniciadores de controle de anelamento
descritos acima (incluindo o iniciador de oligonucleotideo dT e o iniciador
aleatorio para a sintese de cDNA, o oligonucleotideo para formar um par ou
pares de base com a terminag3o de citosina, o primeiro iniciador e o segundo
iniciador). De acordo com uma forma de realizacio desta invencdo, estes Kits
ainda compreende um par de iniciadores cada um compreendendo uma
seqiiéncia de nucleotideo que corresponde a cada porgio de extremidade 5° do
primeiro e segundo iniciadores como usado nas etapas (f)-(i) e (f)-(ii); no caso
em que a por¢do de extremidade 5° compreende a seqiiéncia iniciadora
universal, € mais preferido que o kit compreenda os iniciadores universais.

V. Aplicag@o para amplificar cDNA de comprimento completo

Em um outro aspecto desta invengdo, é fornecido um método
para amplificar uma populagio de cDNAs de filamento duplo de
comprimento completo complementar aos mRNAs, em que o método
compreende transcrever de modo reverso o mRNA e réalizar uma reagio de
amplificagdo usando iniciadores, distinguidos por pelo menos um iniciador
ser derivado de qualquer um dos ACPs descritos acima. Preferivelmente, o
iniciador tendo a estrutura do ACP € um tendo uma seqiiéncia de nucleotideo
hibridizadora substancialmente complementar s terminacdes poliA dos
mRNAs.

Em uma forma de realizagiio especifica desta invengdo, é
fornecido o método que compreende:

(a) contactar os mRNAs com um primeiro iniciador de

qualquer um dos ACPs descritos acima, em que a porgio de extremidade 3’
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do primeiro iniciador tem uma seqiiéncia de nucleotideo hibridizadora
substancialmente complementar as terminagdes poliAs dos mRNAs para
hibridizar com ela, sob condi¢des suficientes para que a sintese de acido
desoxirribonucléico enzimatica direcionada pelo padrio ocorra;

(b) transcrever de modo reverso os mRNAs, usando uma
transcriptase reversa, a qual o primeiro iniciador hibridiza para produzir a
populagdo de primeiros filamentos de cDNA que sdo complementares aos
mRNAs aos quais o iniciador hibridiza, por meio da qual intermediarios de
mRNA-cDNA sio gerados;

(c) permitir que residuos de citosina sejam formados em
terminacdo nas extremidades 3’ dos primeiros filamentos de cDNA na forma
dos intermediarios de mRNA-cDNA pela reagdo de transferase terminal da
transcriptase reversa;

(d) contactar as terminagdes de citosina nas extremidades 3’
dos primeiros filamentos de cDNA gerados a partir da etapa (¢c) com um
oligonucleotideo que compreende uma por¢do de extremidade 3’ ¢ uma
por¢do de extremidade 5’ separadas por um grupo de base universal ou base
ndo discriminatoria analoga, em que a por¢do de extremidade 3’ compreende
pelo menos trés residuos de guanina na sua extremidade 3’ para hibridizar
com as terminagdes de citosina nas extremidades 3’ dos primeiros filamentos
de cDNA e a por¢do de extremidade 5° compreende uma seqiiéncia de
nucleotideo pré selecionada arbitraria, sob condigdes em que a porgio de
extremidade 3’ do oligonucleotideo € hibridizada as terminagdes de citosina;

(e) estender as extremidades 3’ formadas em terminagdo dos
primeiros filamentos de c¢DNA para gerar uma seqiiéncia adicional
complementar ao dligonucleotideo usando a transcriptase reversa, em que o
oligonucleotideo serve como um padrio na reagdo de extensdio, por meio da
qual os primeiros filamentos de cDNA de comprimento completo sdo

prolongados; e
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(f) realizar uma amplificagdo dos primeiros filamentos de
cDNA de comprimento completo gerados a partir da etapa (e) que
compreende pelo menos dois ciclos de anelamento do iniciador, estender e
desnaturar o iniciador, usando um par de iniciadores cada um compreendendo
uma seqiiéncia de nucleotideo que corresponde a0 mesmo primeiro iniciador e
oligonucleotideo como usados nas etapas (a) € (d), respectivamente ou um par
de iniciadores cada um compreendendo uma seqii€éncia de nucleotideo que
corresponda a cada por¢do de extremidade 5° do primeiro iniciador e
oligonucleotideo usados nas etapas (a) e (d), respectivamente, sob condi¢des
em que cada iniciador anela as seqiiéncias de extremidades 3’ e 5° dos
primeiros filamentos de cDNA de comprimento completo, respectivamente,
por meio das quais os produtos de amplifica¢do dos filamentos de cDNA de
comprimento completo complementares aos mRNAs s3o gerados.

Visto que esta aplicagdo usando o ACP desta invengdo utiliza
em principio os presentes métodos para a amplificagdo da seqiiéncia de acido
nucléico anteriormente debatida, as descri¢bes comuns entre eles sio omitidas
de modo a se evitar a complexidade deste relatério descritivo que leva 2
multiplicidade indevida. Além disso; 0 ACP descrito acima em que a porgio
de extremidade 3’ tem uma seqiiéncia de nucleotideo hibridizadora
substancialmente complementar as terminagdes poliA é em principio idéntico
ao primeiro iniciador para o presente método durante a 3’-RACE. Além disso,
o oligonucleotideo para formar um par ou pares de base com a terminagfo de
citosina € o par de iniciadores usados na etapa (f) s3o em principio idénticos
aqueles para a 5° - RACE desta invengio debatida acima.

Uma representagdo esquematica para amplificar moléculas de
cDNA de comprimento completo da presente inveng3o é ilustrada na FIG. 5.

O uso de ACP significantemente simplifica ¢ melhora as
tecnologias convencionais com respeito a amplificacio de cDNAs de

comprimento completo como descrito acima. A caracteristica vital do método
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objeto € ser livre dos problemas secundarios que surgem dos iniciadores
usados nos métodos convencionais. Conseqiientemente este método aqui
descrito pode ser mais eficaz, mais facil, menos intensivo em trabalho e mais
reprodutivel do que os métodos convencionais.

Ainda em um outro aspecto desta invengdo, é fornecido um kit
para amplificar um c¢cDNA de filamento duplo de comprimento completo
complementar a0 mRNA, que compreende o iniciador de controle de
anelamento ou o conjunto de iniciadores de controle de anelamento descritos
acima (incluindo o iniciador de oligonucleotideo dT, o oligonucleotideo para
formar um par ou pares de base com a terminagdo de citosina, ofs)
iniciador(es) usado(s) na etapa (f)). De acordo com uma forma de realizagéo
desta inveng&o, estes kits ainda compreendem um par de iniciadores cada um
compreendendo uma seqiiéncia de nucleotideo que corresponde a cada porgao
de extremidade 5’ do iniciador e oligonucleotideo usados nas etapas (a) e (d),
respectivamente; no caso em que a porgdo de extremidade 5° compreende a
seqiéncia iniciadora universal, é mais preferido que o kit compreenda os
iniciadores universais. Os presentes kits podem opcionalmente incluir os
reagentes requeridos para realizar as reagdes de PCR tais como tampdes,
DNA polimerase, cofatores da DNA polimerase ¢ desoxirribonucleotideos-5’-
trifosfatos. Opcionalmente, os kits também podem incluir varias moléculas de
polinucleotideo, transcriptase reversa, varios tampdes e reagentes e anticorpos
que inibem a Atividade de DNA polimerase. Os kits também podem incluir
reagentes necessarios para realizar reagdes de controle positiva e negativa.
Qﬁantidades otimas de reagentes a serem usados em uma dada reagio podem
ser facilmente determinadas pelo técnico habilitado tendo o beneficio da
divulgagio atual. Os Kkits, tipicamente, sdo adaptados para conter em
embalagens ou compartimentos separados os constituintes anteriormente
descritos.

V1. Aplicagdo para amplificar cDNA enriquecido em 5’
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Em um outro aspecto desta invengfo, ¢ fornecido um método
para amplificar uma populagdo de cDNAs de filamento duplo enriquecidos
em 5’ que compreende regides de cDNA que corresponde as regides de
extremidade 5° de mRNAs, em que o método compreende transcrever de
modo reverso o mRNA e realizar uma reagdo de amplificagdo usando
iniciadores, distinguidos por pelo menos um iniciador ser derivado de
qualquer um dos ACPs descritos acima. Preferivelmente, o iniciador tendo a
estrutura do ACP usada para a sintese de cDNA € um tendo na sua porgio de
extremidade 3’ pelo menos seis seqii€éncias de nucleotideo aleatérias.

Em uma forma de realizagdo especifica desta invengdo, é
fornecido o método que compreende:

(a) contactar os mRNAs com um primeiro iniciador de
qualquer um dos ACPs descritos acima sob condi¢des suficientes para que a
sintese de 4cido desoxirribonucléico enzimatica direcionada pelo padrio
ocorra, em que a por¢do de extremidade 3’ do primeiro iniciador tem pelo
menos seis seqiiéncias de nucleotideo aleatorias;

(b) realizar as etapas (b)-(¢) do método para amplificar uma
populagdo de cDNAs de filamento duplo de comprimento completo, por meio
das quais primeiros filamentos de cDNA enriquecidos em 5’ s3o prolongados;

(c) realizar uma amplificagdo dos primeiros filamentos de
cDNA enriquecidos em 5’ gerados a partir da etapa (b) que compreende pelo
menos dois ciclos de anelamento do iniciador, estender e desnaturar o
iniciador, usando um par de iniciadores cada um compreendendo uma
seqiiéncia de nucleotideo que corresponda a cada porgdo de extremidade 5° do
iniciador e o oligonucleotideo usado nas etapas (a) e (b), respectivamente, sob
condi¢des em que cada iniciador anela as seqiiéncias de extremidades 3’ e 5°
dos primeiros filamentos de cDNA enriquecidos em 5°, respectivamente, por
meio da qual os produtos de amplificagio dos filamentos de cDNA

enriquecidos em 5’ sdo gerados.
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Visto que esta aplicagdo usando o ACP desta invengio utiliza
em principio os presentes métodos para a amplificagdo da seqiiéncia de acido
nucléico anteriormente debatida, as descri¢des comuns entre eles sdo omitidas
de modo a se evitar a complexidade deste relatorio descritivo que leva a
multiplicidade indevida. Além disso, o oligonucleotideo para formar um par
ou pares de base com a terminagdo de citosina e o par de iniciadores usado na
etapa (c) sdo em principio idénticos aqueles para a 5° - RACE desta invengéo
debatida acima.

Uma representagdo esquematica para o método para amplificar
cDNAs de filamento duplo enriquecidos em 5° complementares aos mRNAs é
ilustrada na FIG. 6.

“cDNAs enriquecidos em 5°” refere-se a uma porgdo
significante dos constituintes de ¢cDNA que contém a informagio de
seqiiéncia de nucleotideo da extremidade 5° dos mRNAs a partir da qual os
c¢DNAs sdo derivados.

A férmula do primeiro iniciador é idéntica a formula (1) em
que a por¢do de extremidade 3’ compreende uma seqiiéncia aleatdria de
nucleotideo. Em uma forma de realizagdo preferida, a porgo de extremidade
3’ do primeiro iniciador usado na etapa (a) contém pelo menos seis
desoxirribonucleotideos aleatérios. Em uma forma de realizagio preferida, a
por¢do de extremidade 5’ do primeiro iniciador usada na etapa (a) pode
incluir uma seqiiéncia que ¢ reconhecida por uma endonuclease de restrigo.

Os métodos convencionais requerem mais etapas para
ahipliﬁcar as moléculas de cDNA enriquecidas em 5’ complementares as
moléculas d¢e mRNA do que o método objeto por que os métodos
convencionais usam os iniciadores convencionais que nio tém a funcio de
controlar o anelamento do iniciador. Ao contrario, este método objeto é
consideravelmente um método simples e eficaz devido a fungdo de regular o

anelamento do iniciador gerado pelo efeito de um grupo de residuo de base
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universal no ACP.

Ainda em um outro aspecto desta invengdo, é fornecido um kit
para amplificar cDNAs de filamento duplo enriquecidos em 5’
complementares aos mRNAs, que compreende o iniciador de controle de
anelamento ou o conjunto de iniciadores de controle de anelamento descritos
acima (o primeiro iniciador, o oligonucleotideo para formar um par ou pares
de base com a terminagdo de citosina). De acordo com uma forma de
realizagdo desta invencdo, estes kits ainda compreendem um par de
iniciadores cada um compreendendo uma seqiiéncia de nucleotideo que
corresponde a cada por¢do de extremidade 5° do iniciador e oligonucleotideo
usados nas etapas (a) e (b), respectivamente; no caso em que a por¢do de
extremidade 5’ compreende a seqiiéncia iniciadora universal, é mais preferido
que o kit compreenda os iniciadores universais. Os presentes kits podem
opcionalmente incluir os reagentes requeridos para realizar as rea¢des de PCR
tais como tampdes, DNA polimerase, cofatores da DNA polimerase €
desoxirribonucleotideo-5’-trifosfatos. Opcionalmente, os kits também podem
incluir varias moléculas de polinucleotideo, transcriptase reversa, varios
tampdes € reagentes € anticorpos que ihibem a atividade de DNA polimerase.
Os kits também podem incluir reagentes necessarios para realizar as rea¢oes
de controle positiva e negativa. Quantidades 6timas de reagentes a serem
usados em uma dada reagfio podem ser facilmente determinadas pelo técnico
habilitado tendo o beneficio da divulgagdo atual. Os kits, tipicamente, sio
adaptados para conter em embalagens ou compartimentos separados os
constituintes anteriormente descritos.

VII. Aplicagdo para a Impressdo Digital de DNA ou RNA

Esta aplicagdo usando o ACP da inveng3io objeto pode
fomecer um método melhorado para detectar polimorfismos no DNA
gendmico (impressdo digital do DNA) ou para detectar a expressio de gene
diferencial no mRNA (impressio digital do RNA).
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Em um outro aspecto desta inveng¢ao, é fornecido um método
para produzir uma impressdo digital de DNA do gDNA, em que o método
compreende realizar uma reagdo de amplificagdo usando iniciadores,
distinguidos por pelo menos um iniciador ser derivado de qualquer um dos
ACPs descritos acima. Preferivelmente, o iniciador tendo a estrutura do ACP
¢ um tendo na sua porgdo de extremidade 3’ uma seqiiéncia arbitraria de
nucleotideo substancialmente complementar aos sitios no gDNA.

Em uma forma de realizagdo especifica desta invengdo, é
fornecido 0 método usando amplificagdes de estagio duplo, que compreende:

(a) realizar uma amplificagio de primeiro estdgio da impressdo
digital do DNA, que ¢ um conjunto de segmentos de DNA separados
caracteristicos do genoma, a partir do gDNA em uma primeira temperatura de
anelamento que compreende pelo menos dois ciclos de anelamento do
iniciador, estender e desnaturar o iniciador, usando o iniciador ou o par de
iniciadores de qualquer um dos ACPs descritos acima, em que cada iniciador
tem na sua porgdo de extremidade 3’ uma seqiiéncia arbitraria de nucleotideo
substancialmente complementar aos sitios no gDNA para hibridizar com ela,
sob condig¢des em que o iniciador ou o par de iniciadores anela a0 gDNA, por
meio das quais o conjunto de segmentos de DNA separados caracterizados
como uma impressdo digital de DNA é produzido; e

(b) realizar uma amplificagdo de segundo estigio do conjunto
de segmentos de DNA separados gerado a partir da etapa (a) em uma segunda
temperatura de anelamento, que estd em condi¢Ses de alta severidade, que
compreende pelo menos um ciclo de anelamento do iniciador, estender e
desnaturar o iniciador, usando 0 mesmo iniciador ou par de iniciadores como
usados na etapa (a) ou um iniciador ou um par de iniciadores cada um
compreendendo uma seqiiéncia de nucleotideo que corresponda a cada porgéo
de extremidade 5’ do iniciador ou par de iniciadores usados na etapa (a), sob

condigdes em que o iniciador ou cada um dos pares de iniciadores anelem as



10

15

20

25

90

seqiiéncias de extremidades 3’ e 5’ do conjunto de segmentos de DNA
separados gerado a partir da etapa (a), respectivamente, por meio da qual o
conjunto de segmentos de DNA separado é re-amplificado.

Ainda em um outro aspecto desta inven¢do, é fornecido um
método para produzir uma impressdo digital de RNA de uma amostra de
mRNA, em que o método compreende transcrever de modo reverso e realizar
uma reag¢do de amplificagdo usando iniciadores, distinguidos por pelo menos
um iniciador ser derivado de qualquer um dos ACPs. Preferivelmente, o
iniciador de acordo com a estrutura do ACP ¢ um tendo na sua porgdo de
extremidade 3’ uma seqiiéncia arbitraria de nucleotideo substancialmente
complementar aos sitios nos filamentos de ¢cDNA gerados a partir da
transcri¢do reversa e/ou um tendo na sua por¢do de extremidade 3’ uma
seqiiéncia de nucleotideo hibridizadora substancialmente complementar as
terminag¢des poliA dos mRNAs.

Em uma forma de realizagdo especifica desta invengdo, é
fornecido o método usando amplificagdes de estagio duplo, que compreende:

(a) contactar a amostra de mRNA com um primeiro iniciador
de qualquer um dos ACPs descritos acima, em que O primeiro iniciador tem
uma seqiiéncia de nucleotideo hibridizadora substancialmente complementar
as terminagbes poliA da amostra de mRNA para hibridizar com ela, sob
condi¢gdes suficientes para que a sintese de acido desoxirribonucléico
enzimatica direcionada pelo padrdo ocorra;

(b) transcrever de modo reverso a amostra de mRNA i qual o
primeiro iniciador hibridiza para produzir uma populagio de primeiros
filamentos de cDNA que sdo complementares a amostra de mRNA i qual o
primeiro iniciador hibridiza;

(c) realizar uma amplificagdo de primeiro estdgio da populagio
de primeiros filamentos de ¢cDNA gerados a partir da etapa (b) em uma

primeira temperatura de anelamento que compreende pelo menos um ciclo de
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anelamento do iniciador, estender e desnaturar o iniciador, usando um
segundo iniciador ou par de iniciadores de qualquer um dos ACPs descritos
acima, em que cada iniciador tem na sua por¢io de extremidade 3’ uma
seqiiéncia arbitraria de nucleotideo substancialmente complementar aos sitios
nos primeiros filamentos de cDNA para hibridizar com ela, sob condi¢des em
que o iniciador ou par de iniciadores anela & amostra de mRNA, por meio da
qual um conjunto de segmentos de cDNA separados caracterizados como uma
impressdo digital de RNA € produzido; e

(d) realizar uma amplificagdo de segundo estdgio do conjunto
de segmentos de cDNA separados gerados a partir da etapa (c) em uma
segunda temperatura de anelamento que estd em condigdes de alta severidade,
que compreende pelo menos um ciclo de anelamento do iniciador, estender e
desnaturar o iniciador, usando o mesmo iniciador ou par de iniciadores como
usados na etapa (c) ou um iniciador ou par de iniciadores cada um
compreendendo uma seqii€ncia de nucleotideo que corresponda a cada porgio
de extremidade 5’ do iniciador ou par de iniciadores usados na etapa (c), sob
condigdes em que o iniciador ou cada um do par de iniciadores anele 3s
seqiiéncias de extremidades 3’ ¢ 5’ do conjunto de segmentos de cDNA
separados gerados a partir da etapa (c), respectivamente, por meio da qual o
conjunto de segmentos de cDNA separado € re-amplificado.

Visto que esta aplicagfio usando o ACP desta invencio utiliza
em principio os presentes métodos para a amplificagio da seqiiéncia de 4cido
nucléico anteriormente debatida, as descrigdes comuns entre eles sio omitidas
de modo a se evitar a complexidade deste relatério descritivo que leva a
multiplicidade indevida. Além disso, a impressio digital do RNA em
principio segue o presente método para detectar a complementaridade do
DNA ao mRNA diferencialmente expresso.

O termo “DNA gendémico” como aqui usado refere-se a uma

populagdo de DNA que compreende o componente genético completo de uma
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espécie. Assim, 0 DNA gendmico compreende o conjunto completo de genes
presentes em uma espécie pré selecionada. O conjunto completo de genes em
uma espécie € também aludido como genoma. O termo “impressdo digital” de
DNA ou RNA como aqui usado refere-se a um conjunto de produtos de
amplifica¢do de DNA separados caracteristicos de um genoma ou um
conjunto de segmentos de cDNA separados caracteristicos de uma amostra de
mRNA, respectivamente.

Nas impressoes digitais pela PCR arbitrariamente preparadas
anteriores, chamadas de AP-PCR, iniciadores arbitrarios curtos ou longos
foram usados sob condigdes ndo severas para 2 a 5 ciclos iniciais de
amplificagdo pela PCR por que uma temperatura de anelamento baixa é
requerida para se obter a iniciagdo arbitraria, tal que uma por¢io significante
de fragmentos isolados ndo seja ainda reprodutivel embora a amplificagéo
eficaz se processe nos ciclos seguintes sob condi¢do de severidade alta.

Ao contrario da AP-PCR, a PCR com base no ACP para a
impressdo digital aumenta a especificidade de anelamento do iniciador
durante a PCR devido a fungdo de um grupo de residuo de base universal
posicionados entre as por¢des de extremidade 3’ € 5° do ACP, em que o grupo
de residuo de base universal restringe o sitio de anelamento & porgio de
extremidade 3’ do ACP e também permite que esta porgdo de extremidade 3’
anele a uma temperatura de anelamento relativamente alta. Assim, a PCR com
base no ACP para a impressdo digital elimina completamente produtos
positivos falsos e significantemente aumenta a reprodutibilidade.

Em uma forma de realizagio preferida, o ACP contém uma
seqi€ncia arbitraria na porgio de extremidade 3’ com pelo menos 6
nucleotideos no comprimento. Mais preferivelmente, a porgio de extremidade
3’ contém de 8 a 15 nucleotideos no comprimento, o mais preferivelmente, de
cerca de 10 nucleotideos no comprimento.

Um unico ACP ou um par de ACPs podem ser usados para
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detectar polimorfismos na impressdo digital do DNA. Preferivelmente, um
par do ACP € usado para a impressdo digital do DNA por que um par de
ACPs produz mais produtos do que um tinico ACP arbitrario.

Um exemplo da impressdo digital do DNA usando ACP ¢é
conduzido por dois estagios de amplificagdes pela PCR sob as seguintes
condigdes: as reagdes de amplificagdo sdo realizadas sob condigbes de
severidade baixa por dois ciclos da PCR do primeiro estagio que compreende
anelamento, estender € desnaturar a rea¢3o; a mistura de reag¢do contendo
DNA gendmico, o tampdo de reagdo de PCR, MgCl, dNTPs (dATP, dCTP,
dGTP e dTTP), um par dos ACPs ¢ pré aquecida, a Taq polimerase é
adicionada na mistura de reagdo; as reagdes de PCR s#o realizadas, seguidas
pela desnaturagdo do produto de amplificagdo; depois da reagdo completa da
PCR do primeiro estagio, o iniciador pré selecionado arbitrario JYC4 que
corresponde a porg@o de extremidade 5° dos ACPs é adicionado a mistura de
reacdo e depois a amplificagdo pela PCR de segundo estagio é conduzida.

Deve ser mencionado que uma concentragio aprdpriada do
ACP ¢€ usada para produzir a impresso digital do DNA. Se a quantidade do
ACP € muito baixa, os produtos amplificados resultantes de PCR nio sdo
reprodutiveis. Ao contrario, a quantidade em excesso do ACP gera produtos
secundarios tais como- sujidade de DNA durante a PCR. Em uma forma de
realizagdo preferida, a concentragdo do ACP esta entre cerca de 0,1 uM e 2
pM. O mais preferivelmente, a concentragdo do ACP é de cerca de 1,4 uM.

Em uma forma de realizagdo preferida, a concentragdo do
iniciador que corresponde a porg@o de extremidade 5’ dos ACPs estd entre
cerca de 0,1 uM e 2 uM, o mais preferivelmente, cerca de 0,8 uM.

As amostras de DNA gendmico e mRNA podem ser obtidas de
uma ampla variedade de biomateriais e condigdes. Por exemplo, elas podem
ser obtidas de plantas, animal (ser humano) e micrébios e de organismos

individuais diferentes.
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Os produtos amplificados podem ser analisados pela
eletroforese em gel. Em uma forma de realizagio, os produtos de PCR
resultantes também podem ser detectados em um gel de poliacrilamida
desnaturante pela autorradiografia ou métodos de detecgfio nio radioativos
tais como o tingimento com prata (Gottschlich et al., 1997; Kociok et al.,
1998), pelo uso de oligonucleotideos fluorescentemente rotulados (Bauer et
al. 1993; Ito et al. 1994; Luehrsen et al., 1997; Smith et al., 1997) e pelo uso
de iniciadores biotinilados (Ko ez al., 1992; Tagle et al., 1993; Rosok et al.,
1996).

Ainda em um outro aspecto desta invengdo, é fornecido um kit
para produzir uma impressdo digital de DNA pelo uso de gDNA ou mRNA,
que compreende o iniciador de controle de anelamento ou o conjunto de
iniciadores de controle de anelamento descritos acima. As descri¢des dos kits
para a amplificagdo de seqiiéncia de 4cido nucléico e para detectar a
complementaridade de DNA para mRNA diferencialmente expresso desta
inveng¢do podem ser aplicadas ao presente kit.

VII. Aplicagio para a Identificagio de Segmento de
Homologia Conservada em Familias de Multigene

Esta aplicag@o usando a ACP da invengdo objeto também pode
fornecer um método melhorado para a identiﬁcag:éo de segmento de
homologia conservada em familias de multigene.

Em um outro aspecto desta invengio, é fornecido um método
para identificar segmentos de homologia conservada em uma familia de
multigene a partir de uma amostra de mRNA, em que o método compreende
transcrever de modo reverso e realizar uma reagdo de amplificagdo usando
iniciadores, distinguidos por pelo menos um iniciador ser derivado de
qualquer um dos ACPs descritos acima. Preferivelmente, o iniciador tendo a
estrutura do ACP é um tendo na sua porgo de extremidade 3’ uma seqiiéncia

hibridizadora substancialmente complementar a uma seqiiéncia de consenso
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ou uma seqiiéncia degenerada que codifica a seqiiéncia de aminoacido de um
segmento de homologia conservada nos filamentos de cDNA gerados a partir
da transcri¢do reversa e¢/ou um tendo na sua porgdo de extremidade 3> uma
seqiiéncia de nucleotideo hibridizadora substancialmente complementar as
terminagdes poliA dos mRNAs.

Em uma forma de realizagdo especifica desta invengdo, é
fornecido o método usando amplificagdes de estagio duplo, que compreende:

(a) contactar a amostra de mRNA com um primeiro iniciador
de qualquer uma das reivindica¢des de 1 a 29, em que o primeiro iniciador
tem uma seqiéncia de nucleotideo hibridizadora substancialmente
complementar as terminagdes poliA da amostra de mRNA para hibridizar
com ela, sob condigdes suficientes para que a sintese de 4cido
desoxirribonucléico enzimatica direcionada pelo padrio ocorra;

(b) transcrever de modo reverso a amostra de mRNA a qual o
primeiro iniciador hibridiza para produzir uma populagio de primeiros
filamentos de cDNA que s3o complementares 4 amostra de mRNA 2 qual o
primeiro iniciador hibridiza;

(c) realizar uma amplificag@o de primeiro estagio da populagio
de primeiros filamentos de cDNA gerados a partir da etapa (b) em uma
primeira temperatura de anelamento que compreende pelo menos um ciclo de
anelamento do iniciador, estender e desnaturar o iniciador, usando um
segundo iniciador de qualquer uma das reivindica¢des de 1 a 25 tendo na sua
por¢do de extremidade 3’ uma seqiiéncia hibridizadora substancialmente
complementar a uma seqii€ncia de consenso ou uma seqiiéncia degenerada
que codifica a seqiiéncia de aminoacido de um segmento de homologia
conservada nos primeiros filamentos de cDNA para hibridizar com ela, sob
condigdes em que o segundo iniciador anela & seqiiéncia de consenso ou
seqiiéncia degenerada de primeiros filamentos de cDNA, por meio da qual os

segmentos de cDNA da extremidade 3’ tendo a seqiiéncia de consenso ou
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seqiiéncia degenerada sdo gerados; e

(d) realizar uma amplificagdo de segundo estagio dos
segmentos de cDNA da extremidade 3’ gerados a partir da etapa (c) em uma
segunda temperatura de anelamento que esti em condig¢des de alta severidade,
que compreende pelo menos dois ciclos de anelamento do iniciador, estender
e desnaturar o iniciador, usando os mesmos primeiro € segundo iniciadores
como usados nas etapas (a) e (c) ou um par de iniciadores cada um
compreendendo uma seqii€ncia de nucleotideo que corresponde a cada porgéo
de extremidade 5° do primeiro e segundo iniciadores usados nas etapas (a) e
(c), respectivamente, sob condigdes em que cada iniciador anela as seqiiéncias
de extremidades 3’ e¢ 5’ de segmentos de cDNA da extremidade 3’,
respectivamente, por meio das quais a os seguimentos de cDNA de homologia
conservada da extremidade 3’ sdo amplificados.

Esta forma de realizagdo especifica segue em principio, o
presente método durante 3° RACE como debatido anteriormente exceto para o
segundo iniciador usado.

Em uma outra forma de realizagio especifica desta invengao, é
fornecido o método usando ampliﬁca¢6es de estagio duplo, que compreende:

(a) realizar as etapas de (a)-(e) do método para amplificar uma
populagdo cDNA de filamento duplo de comprimento cofnpleto, por meio das
quais os filamentos de cDNA de comprimento completo sdo gerados;

(b) realizar uma amplificagio de primeiro estigio dos
primeiros filamentos de cDNA de comprimento completo obtidos a partir da
etapa (a) em uma primeira temperatura de anelamento, que compreende as
etapas de:

(1) pelo menos um ciclo de anelamento do iniciador, estender e
desnaturar o iniciador usando um primeiro iniciador que compreende uma
seqiiéncia de nucleotideo substancialmente complementar s seqiiéncias de

extremidade 3’ dos primeiros filamentos de cDNA de comprimento completo
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sob condigdes em que o primeiro iniciador anele aos primeiros filamentos de
cDNA de comprimento completo, sob condigdes em que o primeiro iniciador
anele as extremidades 3’ dos primeiros filamentos de cDNA de comprimento
completo, por meio das quais segundos filamentos de DNA de comprimento
completo sdo gerados; e

(11) pelo menos um ciclo de anelamento do iniciador, estender
e desnaturar o iniciador usando um segundo iniciador de qualquer uma das
reivindicagbes de 1 a 25 tendo na sua por¢do de extremidade 3’ uma
seqiiéncia hibridizadora substancialmente complementar a uma segiiéncia de
consenso ou uma seqiiéncia degenerada que codifica a seqiiéncia de
aminoacido de um segmento de homologia conservada nos segundos
filamentos de DNA de comprimento completo para hibridizar com ela, sob
condi¢Ges em que o segundo iniciador anela & seqiiéncia de consenso ou
seqiiéncia degenerada de segundos filamentos de DNA de comprimento
completo, por meio das quais os segmentos de cDNA da extremidade 5’ tendo
a seqliéncia de consenso ou seqiiéncia degenerada sdo gerados; €

(c) realizar uma amplificagdo de segundo estagio dos
segmentos de cDNA da extremidade 5’ gerados a partir da etapa (b) em uma
segunda temperatura de anelamento que esti em condigdes de alta severidade,
que compreende pelo menos dois ciclos de anelamento do iniciador, estender
e desnaturar o iniciador, usando os mesmos primeiro ¢ segundo iniciadores
como usados nas etapas (b)-(i) e (b)-(ii), respectivamente ou um par de
iniciadores cada um compreendendo uma seqiiéncia de nucleotideo que
cdfresponde a cada porgdo de extremidade 5’ do primeiro e segundo
iniciadores usados nas etapas (b)-(i) e (b)-(ii), respectivamente, sob condicdes
em que cada iniciador anela s seqii€ncias de extremidades 3’ e 5° dos
segmentos de cDNA da extremidade 5°, respectivamente, por meio das quais
os segmentos de cDNA de homologia conservada da extremidade 5’ sdo

amplificados.
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Esta forma de realizagdo especifica segue em principio, o
presente método para a 5° RACE como debatida anteriormente exceto para o
segundo iniciador usado.

Em um outro aspecto desta inveng¢do, é fornecido um método
para identificar segmentos de homologia conservada em uma familia de
multigene a partir do gDNA, em que o método compreende realizar uma
rea¢do de amplificagdo usando iniciadores, distinguidos por pelo menos um
iniciador ser derivado de qualquer um dos ACPs descritos acima.
Preferivelmente, o iniciador tendo a estrutura do ACP é um tendo na sua
por¢do de extremidade 3’ uma seqiiéncia hibridizadora substancialmente
complementar a uma seqiiéncia de consenso ou uma seqiiéncia degenerada
que codifica a seqiiéncia de aminoacido de um segmento de homologia
conservada no gDNA.

Em uma forma de realizagdo especifica desta invengdo, é
fornecido o método usando amplificagdes de estagio duplo, que compreende:

(a) realizar uma amplificagio de primeiro estigio dos
segmentos de homologia conservada do gDNA em uma primeira temperatura
de anelamento que compreende pelo menos dois ciclos de anelamento do
iniciador, estender e desnaturar o iniciador, usando o iniciador ou o par de
iniciadores de qualquer um dos ACPs descritos acima, em que cada iniciador
tem na sua por¢do de extremidade 3’ uma seqiiéncia hibridizadora
substancialmente complementar a uma seqiiéncia de consenso ou uma
seqiiéncia degenerada que codifica a seqiiéncia de aminoacido de um
segmento de homologia conservada no gDNA para hibridizar com ela, sob
condi¢des em que o iniciador ou o par de iniciadores anela & seqiiéncia de
consenso ou seqiiéncia degenerada de gDNA, por meio da qual os segmentos
de DNA gendmico tendo a seqiiéncia de consenso ou a seqiiéncia degenerada
sdo gerados; €

(b) realizar uma amplificagdo de segundo estigio dos
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segmentos de DNA gendmico gerados a partir da etapa (a) em uma segunda
temperatura de anelamento, que estd em condigdes de alta severidade, que
compreende pelo menos um ciclo de anelamento do iniciador, estender e
desnaturar o iniciador, usando o mesmo iniciador ou par de iniciadores como
usados na etapa (a) ou um iniciador ou um par de iniciadores cada um
compreendendo uma seqiiéncia de nucleotideo que corresponde a cada porgdo
de extremidade 5’ do iniciador ou par de iniciadores usados na etapa (a), sob
condigdes em que o iniciador ou cada um do par de iniciadores anela as
seqiiéncias de extremidades 3’ e 5° dos segmentos de DNA gendmico gerados
a partir da etapa (a), respectivamente, por meio da qual os segmentos de
gendmicos de homologia conservada sdo amplificados.

O presente método segue em principio, o presente método para
amplificar uma seqiiéncia de acido nucléico alvo de um DNA como debatido
anteriormente exceto para o iniciador usado.

Visto que esta aplicagdo usando o ACP desta invengdo utiliza
em principio os presentes métodos para a amplificagdo de seqiiéncia de acido
nucléico anteriormente debatidos, as descrigdes comuns entre eles sio
omitidas de modo a se evitar a complexidade deste relatério descritivo que
leva & multiplicidade indevida. Além disso, onde um mRNA ¢ usado como
material de partida, os presentes métodos para 3’ ou 5° RACE sio em
principio aplicados aos presentes métodos para a identificagdo de segmentos
de homologia conservada em familias de multigene.

A foérmula do ACP para a identificagio de segmentos de
hdrhologia conservada em familias de multigene € idéntica a formula (1) em
que a por¢do de extremidade 3° do ACP tem uma seqiiéncia hibridizadora
substancialmente complementar a uma seqiiéncia de consenso em uma familia
de gene ou uma seqiiéncia degenerada que codifica a seqiiéncia de
aminoacido de uma homologia conservada.

Existem dois métodos principais para o planejamento do



10

15

20

25

100

iniciador degenerado: (a) usando os dados da seqiiéncia de peptideo obtidos a
partir de uma proteina purificada; e (b) usando dados da seqiiéncia da proteina
de consenso dos alinhamentos de familias de gene. Se ortdlogos do gene de
interesse foram clonados a partir de outros organismos ou se o gene é um
membro de uma familia de gene, serd possivel gerar alinhamentos de
seqiiéncia de proteina.

Estes podem revelar regides apropriadas para o planejamento
de iniciadores degenerados, por exemplo, a partir de seqiiéncia de consenso
de regides altamente conservadas. As amplificagdes usando iniciadores
degenerados podem ser algumas vezes problematicas e podem requerer
otimizagdo. O primeiro pardmetro é a temperatura de anelamento. E
importante manter a temperatura de anelamento tdo alta quanto possivel para
se evitar a amplificac@io ndo especifica extensiva e uma boa regra pratica é
usar 55° C como uma temperatura de partida. No geral, é dificil manter esta
regra por que os iniciadores degenerados devem ser planejados com base nas
seqiiéncias de aminoadcidos como uma pré condi¢do. Entretanto, o ACP da
presente invengdo ndo tem que satisfazer esta exigéncia por que ele permite
uma temperatura de anelamento alta ial como 65° C no segundo estagio de
amplifica¢do pela PCR independente do planejamento do iniciador.

De acordo com uma forma de realizagio breferida, o segundo
iniciador é uma reunido de iniciadores cada um compreendendo uma
seqiiéncia degenerada selecionada de uma pluralidade dos nucleotideos que
codificam a seqiiéncia de aminoéacido da seqiiéncia de consenso.

O termo “regido conservada” e mais especificamente “regidio
conservada de um gene em uma familia de multigene” como aqui usado
refere-se a um segmento de seqiiéncia de nucleotideo de um gene ou
seqiiéncia de aminoacido de uma proteina que é significantemente similar
entre membros de familias de gene. O grau de similaridade pode variar. Em

alguns casos as regides conservadas serfio idénticas entre os membros da
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familia. Em alguns casos a seqiiéncia de nucleotideo pode variar
significantemente mas ainda codifica segmentos de aminoacido que sdo
conservados entre os membros da familia. O termo “seqiiéncia de consenso”
como aqui usado refere-se as bases mais freqiientemente encontradas em
qualquer posi¢do dada quando da comparagio de uma quantidade grande de
seqiiéncias de nucleotideos similares.

Alternativamente, os presentes métodos para a identificagdo de
segmentos de homologia conservada também podem ser combinados com
aqueles para detectar mRNAs diferencialmente expressos.

Ainda em um outro aspecto desta inveng¢3o, € fornecido um kit
para identificar um segmento de homologia conservada em uma familia de
multigene pelo uso de mRNA ou gDNA, que compreende o iniciador de
controle de anelamento ou o conjunto de iniciadores de controle de
anelamento descritos acima. As descrigdes dos kits para a amplificagdo da
seqiiéncia de 4cido nucléico, 3° RACE e 5’ RACE desta invengdo podem ser
aplicadas ao presente kit.

IX. Aplicagdo para a Identificagdo de uma Varia¢do de
Nucleotideo

Esta aplicagdo usando o sistema ACP da invengdo objeto
também pode fornecer um método melhorado para identificar uma variagdo
de nucleotideo em um acido nucléico alvo.

Em um outro aspecto desta inven¢do, é fornecido um método
para identificar uma variagdo de nucleotideo em um 4cido nucléico alvo, em
qué o método compreende realizar uma reag¢do de amplificagdo usando
iniciadores, distinguidos por pelo menos um iniciador ser derivado de
qualquer um dos ACPs descritos acima. Preferivelmente, o iniciador tendo a
estrutura do ACP € (a) um primeiro iniciador tendo na sua porgdo de
extremidade 3’ uma seqiiéncia hibridizadora substancialmente complementar

a uma seqii€ncia pré selecionada em um primeiro sitio de 4cido nucléico alvo,
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em que cada um do primeiro iniciador e do primeiro sitio compreende uma
posigdo de interrogagdo que corresponde a variagdo de nucleotideo, e/ou (b)
um segundo iniciador tendo uma seqﬁéncia hibridizadora substancialmente
complementar a uma seqiiéncia pré selecionada a um segundo sitio de 4cido
nucléico alvo.

Em uma forma de realizagdo especifica desta invengdo, é
fornecido o método usando amplificagbes de estagio duplo, que compreende:

(a) realizar uma amplificagdo de primeiro estigio para
produzir um primeiro filamento de DNA complementar ao 4cido nucléico
alvo incluindo a varia¢do de nucleotideo em uma primeira temperatura de
anelamento que compreende pelo menos um ciclo de anelamento do iniciador,
estender € desnaturar o iniciador, usando um primeiro iniciador de qualquer
um dos ACPs descritos acima tendo na sua porgdo de extremidade 3’ uma
seqiiéncia hibridizadora substancialmente complementar a uma seqiiéncia pré
selecionada em um primeiro sitio do acido nucléico alvo para hibridizar com
ela, em que cada um do primeiro iniciador e do primeiro sitio compreende
uma posi¢do de interrogagdo que corresponde a variagdo de nucleotideo, por
meio da qual o primeiro filamento de DNA complementar ao acido nucléico
alvo incluindo a variagio de nucleotideo é gerado quando a posigio de
interrogagdo € ocupada pelo nucleotideo complementar do primeiro iniciador
ao seu nucleotideo correspondente do primeiro sitio; e

(b) realizar uma amplificagio de segundo estagio do primeiro
filamento de DNA gerado a partir da etapa (a) em uma segunda temperatura
de anelamento, que estd em condigGes de alta severidade, que compreende as
etapas:

(1) pelo menos um ciclo de anelamento do iniciador, estender e
desnaturar o iniciador usando um segundo iniciador de qualquer um dos
ACPs descritos acima tendo na sua por¢do de extremidade 3’ uma seqiiéncia

hibridizadora substancialmente complementar a uma seqiiéncia pré
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selecionada em um segundo sitio do 4cido nucléico alvo para hibridizar com
ela sob condi¢des em que o segundo iniciador anela ao segundo sitio do 4cido
nucléico alvo, por meio das quais um segundo filamento de DNA
complementar ao primeiro filamento de DNA incluindo a variagdo de
nucleotideo é gerado; ¢

(11) pelo menos um ciclo de anelamento do iniciador, estender
e desnaturar o iniciador usando os mesmos primeiro e segundo iniciadores
como usados nas etapas (a) e (b)-(i) ou um par de iniciadores cada um tendo
uma seqiiéncia hibridizadora complementar ou que corresponde as
extremidades 3’ € 5° do segundo filamento de DNA gerado a partir da etapa
(b)-(1) para hibridizar com ela, sob condi¢des em que cada iniciador anela as
seqiiéncias de extremidades 3’ e 5° do segundo filamento de DNA,
respectivamente, por meio das quais o segundo filamento de DNA que
compreende o primeiro e segundo sitios do acido nucléico alvo nas suas
extremidades 3’ e 5° € amplificado de modo que um segmento de nucleotideo
alvo curto que corresponde ao segundo filamento de DNA cohtendo a
varia¢@o de nucleotideo é gerado.

Visto que esta aplicagdo usando o ACP desta inveng@o utiliza
em principio os presentes métodos para a amplificagdo da seqiiéncia de acido
nucléico anteriormente debatida, as descrigdes comuns entre eles sio omitidas
de modo a se evitar a complexidade deste relatorio descritivo que leva a
multiplicidade indevida.

Uma representagdo esquematica desta forma de realiza¢do
especifica para genotipagem de polimorfismo de nucleotideo unico (SNP)
usando o novo ACP ¢ ilustrada na FIG. 7A.

A féormula do ACP para a detecgdo de uma variagio de
nucleotideo, € idéntica a féormula (1) em que a sua porgdo de extremidade 3’
compreende uma seqiiéncia hibridizadora substancialmente complementar a

uma seqii€ncia pré selecionada em um sitio do 4cido nucléico alvo para
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hibridizar com ela contendo a variagdo de nucleotideo, em que os
nucleotideos que correspondem a variagio de nucleotideo e seus nucleotideos
complementares do ACP ocupam uma posi¢do de interrogagdo. O processo
para esta aplica¢do € realizada pelas amplificagdes de PCR de estigio duplo
usando o DNA gendémico obtido a partir de amostras tais como o sangue do
paciente ou um segmento curto do DNA da amostra, que inclui uma variagdo
de nucleotideo alvo. A amostra de nucleotideo de interesse pode ser obtida a
partir de acido nucléico humano e um organismo que possa causar uma
doenga infecciosa.

O método usando amplificagdes pela PCR de estagio duplo
para detectar a genotipagem de polimorfismo de nucleotideo unico (SNP)
basicamente segue o processo usado para amplificar uma seqiiéncia de acido
nucléico alvo usando DNA gendmico como um material de partida. Além
disso, o processo para a amplificagio de DNA multiplex pode ser adaptado
para esta aplicag3o.

Usar um segmento curto do DNA da amostra incluindo uma
variagdo de nucleotideo alvo como um material de partida para o processo
acima, € preferivel que o segmento cﬁrto alvo seja pré amplificado antes da
etapa (a) usando um par de iniciadores em que cada um tem uma seqiiéncia
hibridizadora substancialmente complementar ao DNA da amostra para
hibridizar com ela. Além disso, mais do que um segmento de nucleotideo alvo
cada um incluindo um SNP pode ser preparado pela amplificagio de DNA
multiplex como descrito na Aplicagdo II a ser usado como um material de
partida na inveng&o objeto para triar SNP multiplo.

O primeiro ACP usado na etapa (a) para a detecgio de uma
base polimorfica € um ACP especifico de alelo que contém uma posigio de
interrogagdo dentro da sua porgdo de extremidade 3’ ocupada por um
nucleotideo complementar aos nucleotideos correspondentes da variagdo de

nucleotideo em um 4cido nucléico alvo. Preferivelmente, a posi¢io de
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interroga¢do do primeiro iniciador esti no meio da sua porgio de extremidade
3’. Em um forma de realizagdo mais preferida, a posi¢do de interrogagdo do
ACP especifico de alelo esta dentro de cerca de 10 bases do nucleotideo da
extremidade 3’. Mais vantajosamente, a posi¢do de interrogagio do ACP
especifico de alelo estd dentro de cerca de 6 bases do nucleotideo da
extremidade 3’ do ACP especifico de alelo. Em uma outra forma de
realiza¢do preferida, a posi¢do de interrogagdo do ACP especifico de alelo
esta localizada dentro das posigdes 4 e 6 a partir do nucleotideo da
extremidade 3’. O mais preferivelmente, a posi¢do de interrogagdo do ACP
especifico de alelo estd localizada na posig¢do 5 a partir do nucleotideo da
extremidade 3’. O termo “nucleotideo da extremidade 3’ aqui usado refere-
se a um nucleotideo que esta posicionado na extremidade 3’ do ACP.

Em uma outra forma de realizag3o, a porgio de extremidade 3’
do ACP especifico de alelo usado na etapa (a) contém pelo menos 6
nucleotideos no comprimento, que é uma exigéncia minima de comprimento
para o anelamento do iniciador. Preferivelmente, a seqiiéncia da porgio de
extremidade 3’ € de cerca de 8 a 20 nucleotideos no comprimento. O mais
preferivelmente, a seqiiéncia da porg¢do de extremidade 3’ ¢ de cerca de 10
nucleotideos no comprimento incluindo uma posigio de interrogag3o.

Em uma forma de realizagio, pelo menos um
desemparelhamento artificial também pode ser colocado dentro da porgdo de
extremidade 3’ do ACP usando a base universal ou anilogo nio
discriminatério que minimamente se liga por hidrogénio com todas as quatro
bases sem o rompimento estérico do duplex DNA. Embora a posigdo do
desemparelhamento artificial possa variar dependendo dos planejamentos
experimentais, € pfeferido que o nucleotideo de ligagdo inespecifica seja
substancialmente adjacente a posi¢3o de interrogagdo do primeiro iniciador.

Em uma forma de realizagio preferida, o primeiro ou segundo

iniciadores compreendem pelo menos um nucleotideo com um rétulo para
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detecgdo ou isolagdo.

De acordo com uma forma de realiza¢io preferida, o primeiro
filamento de DNA incluindo variagdo de nucleotideo na etapa (a) € gerado por
um ciclo de anelamento do iniciador, estender e desnaturar o iniciador. E
preferido que o segundo filamento de DNA incluindo a variagdo de
nucleotideo na etapa (b)-(i) seja gerado por um ciclo de anelamento do
iniciador, estender e desnaturar o iniciador. Preferivelmente, o segundo
filamento de DNA incluindo a variagdo de nucleotideo na etapa (b)-(ii) €
amplificado por pelo menos 5 ciclos de anelamento do iniciador, estender €
desnaturar o iniciador.

Em uma outra forma de realizacdo especifica desta invengéo
usando fragmento de filamento de DNA curto amplificado contendo a
variagdo de nucleotideo, é fornecido o método usando duas amplifica¢des
individuais de uma primeira € uma segunda amplifica¢des em que a segunda
amplificagdo € realizada usando amplificagdes de estdgio duplo, que
compreende:

(a) realizar a primeira amplificagdo para produzir um
fragmento de filamento de DNA curto contendo a variagdo de nucleotideo
entre as suas extremidades compreendendo pelo menos dois ciclos de
anelamento do iniciador, estender e desnaturar o iniciador, usando um par de
iniciadores cada iniciador compreendendo uma seqiiéncia hibridizadora
substancialmente complementar a uma seqiiéncia pré selecionada em um sitio
do acido nucléico alvo sob condi¢des em que a variagdo de nucleotideo é
posicionada entre as seqiiéncias pré selecionadas, em que pelo menos um
iniciador do conjunto de iniciadores é qualquer um dos ACPs descritos acima
tendo na sua porg@o de extremidade 3’ a seqiiéncia hibridizadora, por meio da
qual o fragmento de filamento de DNA curto contendo a variagdo de
nucleotideo entre as suas extremidades € amplificado;

(b) realizar uma amplificagdo de primeiro estagio da segunda
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amplificag@o para produzir um primeiro filamento de DNA complementar ao
fragmento de filamento de DNA curto incluindo a variagdo de nucleotideo em
uma primeira temperatura de anelamento que compreende pelo menos um
ciclo de anelamento do iniciador, estender e desnaturar o iniciador, usando
um primeiro iniciador de qualquer um dos ACPs descritos acima tendo na sua
por¢do de extremidade 3’ uma seqiiéncia hibridizadora substancialmente
complementar a uma seqiiéncia pré selecionada em um primeiro sitio do acido
nucléico alvo para hibridizar com ela, em que cada um do primeiro iniciador e
do primeiro sitio compreende uma posigdo de interrogagdo que corresponde a
variagdo de nucleotideo, por meio da qual o primeiro filamento de DNA
complementar ao &cido nucléico alvo incluindo a variagdo de nucleotideo ¢
gerado quando a posi¢do de interrogagdo € ocupada pelos nucleotideos
complementares do primeiro iniciador aos seus nucleotideos correspondentes
do primeiro sitio; e

(c) realizar uma amplifica¢do de segundo estagio da segunda
amplifica¢@o do primeiro filamento de DNA gerado a partir da etapa (a) em
uma segunda temperatura de anelamento, que esta em condigdes de alta
severidade, que compreende pelo menos um ciclo de anelamento do iniciador,
estender e desnaturar o iniciador usando um par de iniciadores em que entre o
par de iniciadores um € o mesmo que o iniciador de qualquer um dos ACPs
usados na etapa (a) o outro é 0 mesmo que o primeiro iniciador usado na
etapa (b) ou um par de iniciadores cada um tendo uma seqiiéncia
hibridizadora complementar ou que corresponde as extremidades 3’ € 5’ do
prfmeiro filamento de DNA gerado a partir da etapa (b) para hibridizar com
ela, sob condigées em que cada iniciador anela as seqiiéncias de extremidades
3’ ¢ 5’ do primeiro filamento de DNA, respectivamente, por meio das quais o
primeiro filamento de DNA ¢ amplificado de modo que um segmento de
nucleotideo alvo curto que corresponde ao primeiro filamento de DNA

contendo a variagdo de nucleotideo é gerado.
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Uma representagdo esquemadtica de uma outra forma de
realizagdo especifica para a genotipagem de polimorfismo de nucleotideo
unico (SNP) usando o novo ACP ¢ ilustrada na FIG. 7B. Visto que esta forma
de realizag@o especifica € realizada em uma maneira similar a3 forma de
realizagdo acima, as descrigdes comuns entre elas sdo omitidas de modo a se
evitar a complexidade deste relatério descritivo que leva a multiplicidade
indevida.

O presente método pode ser aplicado a uma variedade de
variagdes de nucleotideos incluindo polimorfismo de nucleotideo tnico e
mutagdo pontual (substituigdo, supressio e inser¢o).

Os produtos amplificados podem ser analisados pela
eletroforese em gel. Em uma forma de realizagdo, os produtos de PCR
resultantes também podem ser detectados em um gel de poliacrilamida
desnaturante pela autorradiografia ou métodos de detecg¢do nio radioativos
tais como tingimento com prata (Gottschlich et al., 1997, Kociok et al.,
1998), pelo uso de oligonucleotideos fluorescentemente rotulados (Bauer et
al. 1993; Ito et al. 1994; Luehrsen et al., 1997; Smith et al., 1997) e pelo uso
de iniciadores biotinilados (Kom et al., 1992; Tagle et al., 1993; Rosok et al.,
1996).

Os produtos amplificados gerados pela amplificagdo de DNA
multiplex para a triagem de SNP multipla pode ser comparada através da
separagdo por tamanho dos produtos. A compara¢do da separagdo por
tamanho € também realizada pela eletroforese através de uma matriz de gel de
agarose ou matriz de gel de poliacrilamida ou seqiienciamento. Os produtos
também podem ser detectados pelo uso de iniciadores de oligonucleotideo
fluorescentemente rotulados para a analise automatica.

O termo “posigdo de interroga¢do” como aqui usado refere-se
a localizag@o de uma base de nucleotideo especifica de interesse dentro de um

acido nucléico alvo. Por exemplo, na andlise de SNPs, a “posi¢do de
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interrogac¢do” no &cido nucléico alvo esta na posigdo que pode ser diferente do
tipo selvagem. A posi¢do de interrogagdo também inclui a localizagdo da
seqiiéncia de nucleotideo de um iniciador que é complementar a uma posigio
de interrogagdo do acido nucléico alvo. A posi¢do de interrogagdo do acido
nucléico alvo é oposta a posi¢do de interroga¢do do iniciador, quando o
iniciador é hibridizado com o acido nucléico alvo.

O termo “polimorfismo” como aqui usado refere-se a presenga
de duas ou mais seqii€ncias genOmicas alternativas ou alelos entre ou
misturado com genomas ou individuos diferentes. “Polimoérfico” refere-se a
condi¢dio em que duas ou mais variantes de uma seqiiéncia gendmica
especifica podem ser encontradas em uma populagdo. Um “sitio polimdrfico”
¢ o local em que a variagao ocorre. Um polimorfismo de nucleotideo tnico ou
SNP, é uma variante de par de base unica, tipicamente da substituigdo de um
nucleotideo por um outro nucleotideo no sitio polimorfico. A supressdo de um
unico nucleotideo ou a inser¢io de um Unico nucleotideo, também da origem
a polimorfismos de nucleotideo unico. Tipicamente, entre genomasdiferentes
ou entre individuos diferentes, o sitio polimérfico pode ser ocupado por dois
nucleotideos diferentes. O termo “alelo” como aqui usado refere-se a um
membro especifico de uma colecdo de variantes de seqii€ncia que ocorrem
naturalmente (detectaveis dentro de uma populagdo de individuos) em um
local ou marcador gendmico especifico.

Ainda em um outro aspecto desta invengdo, € fornecido um kit
para identificar uma varia¢do de nucleotideo em um acido nucléico alvo, que
compreende o iniciador de controle de anelamento ou o conjunto de
iniciadores de controle de anelamento (incluindo o primeiro € segundo
iniciadores) descritos acima. As descri¢des dos kits para a amplificagdo da
seqiiéncia de acido nucléico desta inven¢do podem ser aplicadas ao presente
kit.

X. Aplicagdo para Mutagénese
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Esta aplicagdo usando o ACP da invengio objeto também pode
fornecer um método melhorado para a mutagénese. A PCR com base no ACP
fornece uma ferramenta excelente para a mutagénese, incluindo a supressdo
ou inser¢do de seqii€ncias, a alteragdo de um ou de uns poucos nucleotideos
especificos e a mutagdo aleatoria de seqiiéncia de nucleotideo.

Em um outro aspecto desta invengdo, é fornecido um método
para a mutagénese em um acido nucléico alvo, que compreende realizar uma
rea¢do de amplificagdo usando iniciadores, distinguidos por pelo menos um
iniciador ser derivado de qualquer um dos ACPs descritos acima.
Preferivelmente, o iniciador tendo a estrutura do ACP é um tendo na sua
por¢do de extremidade 3’ uma seqiiéncia hibridizadora substancialmente
complementar a uma regido da seqiiéncia de acido nucléico alvo, em que a
seqiiéncia hibridizadora tem uma seqiiéncia de nucleotideo responsavel pela
mutagénese.

Em uma forma de realizagdo especifica desta invengdo, €
fornecido o método usando amplificag¢Ges de estagio duplo, que compreende:

| (a) realizar uma amplificagfio de primeiro estagio da seqii€ncia
de acido nucléico alvo em uma primeira temperatura de anelamento que
compreende pelo menos dois ciclos de anelamento do iniciador, estender e
desnaturar o iniciador, usando um par de iniciadores de qualquer um dos
ACPs descritos acima cada um tendo na sua por¢do de extremidade 3’ uma
seqiiéncia hibridizadora substancialmente complementar a uma regido da
seqiiéncia de acido nucléico alvo para hibridizar com ela, em que a seqiiéncia
hibridizadora tem pelo menos um nucleotideo de ligagdo inespecifica para
gerar a muta¢do direcionada a sitio, sob condi¢des em que o iniciador ou par
de iniciadores anela a sua seqiiéncia de nucleotideo alvo, por meio da qual um
produto de amplificagdo contendo o sitio de muta¢do direcionada a sitio é
gerado; e

(b) realizar uma amplificagdo de segundo estagio do produto
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de amplificagdo gerado a partir da etapa (a) em uma segunda temperatura de
anelamento, que estd em condig¢Bes de alta severidade, que compreende pelo
menos um ciclo de anelamento do »iniciador, estender e desnaturar o iniciador,
usando os mesmos iniciadores como usados na etapa (a) ou um par de
iniciadores cada um compreendendo uma seqiiéncia de nucleotideo pré
selecionada arbitraria que corresponde a cada porgdo de extremidade 5° dos
iniciadores usados na etapa (a), sob condigdes em que cada iniciador anela as
extremidades 3’ € 5’ do produto de amplificagdo, respectivamente, por meio
das quais o produto de amplificagdo contendo o sitio de mutagio direcionada
a sitio é re-amplificado.

Esta forma de realizagfio especifica diz respeito 4 mutagénese
direcionada a sitio.

Visto que esta aplicagdo usando o ACP desta inveng3o utiliza
em principio os presentes métodos para a amplificagio de seqiiéncia de acido
nucléico anteriormente debatida, as descrigdes comuns entre elas sdo omitidas
de modo a se evitar a complexidade deste relatério descritivo que leva a
multiplicidade indevida.

A férmula do ACP para a mutagénese por PCR ¢é idéntica a
formula (1) em que a por¢do de extremidade 3’ compreende uma seqiiéncia
para a mutagénese direcionada a sitio ou para a mutagfo aleatéria.

Ainda em um outro aspecto desta invengio, é fornecido um kit
para a mutagénese em um 4cido nucléico alvo, que compreende o iniciador de
controle de anelamento ou o conjunto de iniciadores de controle de
anelamento descritos acima. As descrigdes dos kits para a amplificagdo de
seqiiéncia de dcido nucléico desta invengdo pode ser aplicado ao presente kit.

XI. Outras Aplicagdes

O ACP da invengdo objeto também pode ser 1itil em uma
variedade de processos que envolve amplificagdes de acido nucléico,

particularmente, a PCR. Por exemplo, os processos incluem a amplificagio
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preparada por oligonucleotideo misto de cDNA, PCR de faixa longa, PCR
linear, PCR inversa, PCR quantitativa, PCR de contato, seqiienciamento, PCR
in situ, PCR de vetorette ¢ PCR entrelagada assimétrica térmica. Os
procedimentos gerais para estes métodos pode ser encontrados em Joseph
Sambrook, et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (2001) ¢ M. .
McPherson, et al., PCR, Springer-Verlag Nova lorque Inc., N.Y. (2000).

Portanto, a presente invengdo abrange todos os usos do
iniciador de acordo com o ACP para o processo que envolve a amplificagio
de acido nucléico, particularmente a PCR.

O ACP desta invengdo ¢ significantemente eficaz e
amplamente acessivel para a aplicagdes com base na amplificagdo de 4cido
nucléico. Também, varios problemas relacionados com a especificidade de
anelamento do iniciador que permanece nas técnicas de amplifica¢do de acido
nucléico anteriores podem ser fundamentalmente resolvidos pelo ACP e pelos
metodos da presente invengdo. Os beneficios principais a serem obtidos a
partir do uso do ACP durante a amplificagdo de 4cido nucléico sio como
segue:

(a) visto que a presenga de uma por¢o reguladora posicionada
entre as por¢des de extremidade 3’ € 5° restringe o anelamento da porgdo do
iniciador 4 porgdo de extremidade 3’ sob condi¢Ses tais que a porgio de
extremidade 3’ anela com o padrio, a seqiiéncia de anelamento de um
iniciador pode ser precisamente controlada, o que torna possivel planejar um
iniciador capaz de ter apenas um numero desejado de seqiiéncia anelada (ou
possivel planejar um iniciador capaz de controlar uma porg¢3o de anelamento
desta). E particularmente util quando uma por¢do de anelamento de um
iniciador deva ser limitada (por exemplo, genotipagem de SNP, triagem de
microssérie de DNA e detecg3o de genes diferencialmente expressos);

(b) visto que a presenga da uma porgdo reguladora posicionada
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entre as por¢des de extremidade 3’ € 5’ interrompe o anelamento da porgdo de
extremidade 5’ com o padrdo sob condigdes tais que a porgdo de extremidade
3’ anela com o padrio, eventualmente a por¢do de extremidade 5’ ndo
envolvida no anelamento fornece a por¢do de extremidade 3’ com a
especificidade de anelamento do iniciador;

(c) a especificidade de anelamento do iniciador é altamente
sensivel o bastante para detectar mesmo uma ma combinacio de base tnica. E
particularmente util para a genotipagem de polimorfismos de nucleotideo
unico (SNPs);

(d) o ACP ¢ capaz de fornecer um iniciador com uma
tolerancia alta em “pardmetros de procura de iniciador” para o planejamento
de iniciador tais como o comprimento do iniciador, a temperatura de
anelamento, o teor de GC e o comprimento de produto de PCR;

(e) o ACP fornece amplificagdes de acido nucléico de estagio
duplo que permitem que o produto amplificado seja excluido da amplificagdo
nao especifica;

(f) a eficiéncia de amplificagio de acido nucléico é aumentada,
o que torna mais fécil detectar mRNAs raros; e

(g) a reprodutibilidade da amplifica¢do de produtos de acido
nucl€ico € aumentada, o que economiza uma enorme quantidade de tempo e
custo.

Tanto quanto a tecnologia de amplificagdo de acido nucléico
tal como a PCR tem influenciado o campo biotecnoldgico, o uso de ACP
fﬁhdamentalmente altera os principios dos métodos de amplificagdo de 4cido
nucl€ico correntemente existentes, como mencionado acima, pela exibigo de
aplicabilidade ilimitada e tém atualizado significantemente a mesma de uma
vez. Em conseqiiéncia, o ACP e suas véarias aplicagdes aqui descritas
fornecem um ponto decisivo para abrir uma era biotecnoldgica nova desde a

introdug?o da tecnologia de amplificagdo de acido nucléico.
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Os seguintes exemplos especificos sdo intencionados a serem
ilustrativos da invengdo e ndo devem ser interpretados como limitando o
escopo da invengdo como definido pelas reivindicagdes anexas.

EXEMPLOS

Na divulgagdo experimental que segue, as seguintes
abreviagdes se aplicam: M (molar), mM (milimolar), pM (micromolar), g
(grama), pg (microgramas), ng (nanogramas), 1 (litros), ml (mililitros), pl
(microlitros), °C (grau Centigrado); Promega (Promega Co., Madison, USA);
Clontech (CLONTECH Laboratories, Palo Alto, USA); Roche (Roche
Diagnostics, Mannheim, Alemanha); QIAGEN (QIAGEN GmbH, Hilden,
Alemanha).

Os iniciadores usados na inveng¢do objeto sdo apresentados na
Tabela 1.

EXEMPLO 1: Avaliag¢do do Efeito da Base Universal no ACP

O efeito dos residuos de base universal posicionados entre as
por¢des de extremidade 3’ ¢ 5’ do ACP foi avaliado pela RT-PCR usando
tecidos de concepto de camundongo.

O RNA total foi isolado dos conceptos inteiros de
camundongo da cepa ICR nos dias de 4,5, 11,5 e 18,5 durante o periodo de
gestacdo usando o Tri-reagent (Sigma) ou o método de LiCl/Uréia (Hogan et
al., 1994) como anteriormente descrito (Chun et al., 1999; Hwang et al.,
2000). Dois experimentos individuais de amplifica¢gdes de cDNA usando ACP
foram realizados para examinar o efeito da base universal, particularmente,
residuos de desoxiinosina posicionados entre as por¢des de extremidade 3’ e
5> do ACP como segue: A. O efeito dos residuos de desoxiinosina
posicionados entre as porgdes de extremidade 3’ e 5> do ACP em comparagio
com o ACP e o iniciador convencional ndo contendo um grupo desoxiinosina;
B. O efeito de residuos de desoxiinosina posicionados entre as porgdes de

extremidade 3’ ¢ 5’ do ACP em associagdo com a alteragiio do numero de
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desoxiinosina.

Estes experimentos foram conduzidos com base nas seguintes
hipéteses:

- (1) a presenga dos residuos de base universal que tém T, mais
baixa do que outras por¢des no ACP devido as suas interagdes de ligagio de
hidrogénio mais fracas no emparelhamento de base nio estariam envolvidas
no anelamento com o 4cido nucléico padrio sob as condigbes em que a
por¢do de extremidade 3’ do ACP anela a um sitio do padrio em uma
primeira temperatura de anelamento.

(i1) a presenga da pelo menos um residuo de base universal
entre as porgGes de extremidade 3° € 5° do ACP seria capaz de interromper o
anelamento da por¢do de extremidade 5’ e restringir um anelamento da
por¢do iniciadora a extremidade 3°.

(i11) a porgdo de extremidade 3’ do ACP atuaria apenas como
uma por¢ao de anelamento com o padrio durante a PCR.

(iv) a porcdo de extremidade 3> de dT-ACP qué € dTyp
compreendendo 10 nucleotideos T também tem T,, muito baixa para ligar o
acido nucléico padrio.

(v) conseqiientemente, o dT;;-ACP nd3o produz quaisquer
produtos de PCR sob temperatura de anelamento alta.

A. O efeito de residuos de desoxiinosina posicionados entre as
porgdes de extremidade 3’ ¢ 5° do ACP em comparagio com o ACP com o
iniciador nfo contendo um grupo desoxiinosina

(a) Sintese de primeiro cDNA de filamento
dT-JYC2 5° - GCTTGACTACGATACTGTGCGATTTTTTTTTT - 3’ (SEQ
ID NO: 29) ou dT,,-ACPI 5 -
GCTTGACTACGATACTGTGCGAIIIITTTTTTTTTT - 3’ (SEQ ID NO: 30)
foram usados como um iniciador de sintese de cDNA.

Trés microgramas de RNA total e 2 pl de dT,o-JYC2 a 10 uM



10

15

20

25

116

ou dTo-ACP1 a 10 puM foram combinados em um volume final de 20 ul. A
solugdo foi aquecida a 65° C durante 10 minutos, extinta em gelo e
microcentrifugada para coletar o solvente no fundo. Os seguintes
componentes foram seqiiencialmente adicionados ao iniciador anelado/padréo
em gelo: 0.5 pl (40 unidades/pl) de inibidor RNasin ribonuclease (Promega),
4 ul de tampdo de reagdo 5x (250 mM Tris-HCI, pH 8,3, 375 mM KCl, 15
mM MgCl,, 50 mM DTT; Promega), 5 ul de cada mistura de
desoxinucleotideos a 2 mM (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) e 1 pul da
transcriptase reversa do virus da leucemia murina de Moloney (M-MLV) (200
unidades/pl; Promega). Os 20 pl de mistura de reagdo foram incubados a 37°
C durante 90 minutos, microcentrifugados e colocados em gelo durante 2
minutos. A reagdo foi interrompida pela incubagdo a 94° C durante 2 minutos.

(b) Amplificacdo de cDNA usando ACPs

O dT,o-ACP1 foi usado para examinar o efeito de um grupo
desoxiinosina posicionado entre as por¢des de extremidade 3’ ¢ 5’ durante a
PCR. O dT;-JYC2 ndo contendo um grupo desoxiinosina foi usado como um
controle.

O ACPIO 5’ - GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIIGCC
ATCGACC - 3’ (SEQ ID NO: 13) foi usado como o iniciador 5’ para este
experimento. .

A amplificagdo pela PCR foi conduzida em um volume de 50
ul contendo 50 ng do primeiro cDNA de filamento, 5 pul de tampdo de PCR
10 x, 1 pl de iniciador 5° a 10 uM (ACP10), 1 pl de iniciador 3’ a 10 uM
(dT0-JYC2 ou dT,,-ACP1), 3 ul de MgCl,a 25 mM, 5 ul de ANTP a 2 mM,
0,5 pl de Taq polimerase (5 unidades/ul). As reagdes de PCR foram
conduzidas sob as seguintes condi¢Ses: 5 minutos a 94° C seguidos por 30
ciclos de 94° C durante 1 minuto, 54° C durante 1 minuto e 72° C durante 1
minuto; seguida por uma extensdo final de 5 minutos a 72° C. Os produtos

amplificados foram analisados pela eletroforese em um gel de agarose a 2 %
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seguida por tingimento com brometo de etidio.

Como um resultado, a FIG. 8 mostra que o dT,;-ACPI
contendo um grupo desoxiinosina quase nio produziu nenhum produto (linhas
4-6), ao passo que o dT;-JYC2 n3o contendo um grupo desoxiinosina
produziu uma pluralidade de produtos de cDNA amplificados (linhas 1-3).
Compativel com a nossa hipétese, os resultados claramente indicam que o
grupo desoxiinosina posicionado entre as porgdes da extremidade 3’ € 5° afeta
o anelamento das porgbes de extremidade 3’ € 5° do dT,y-ACP com o cDNA
padrdo sob tal temperatura de anelamento alta, que resulta em nenhum
produto como estabelecido na hipotese acima.

B. O efeito de residuos de desoxiinosina posicionados entre as
porgdes de extremidade 3’ € 5’ do ACP em associagdo com a alteragio do
numero de desoxiinosina

(a) Sintese de primeiro cDNA de filamento

O primeiro cDNA de filamento foi sintetizado a partir do RNA
total de conceptos de camundongo usando dT;p-JYC2 como um iniciador de
sintese de cDNA como acima.

(b) Amplificagdo de cDNA usando ACPs

Este experimento usou quatro ACPs cada um compreendendo
numero diferente de residuos de desoxiinosina como segue, para examinar o
efeito de residuos de desoxiinosina posicionados entre as porgdes de
extremidade 3’ e 5° em associagio com a alteragdo do numero de
desoxiinosina, sob uma condig8o de severidade particular.

ACP16 5’ - GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIOIGCCATCGACC - 3’ (SEQ ID
NO: 20);

ACP17 5’ - GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIGCCATCGACC - 3’ (SEQ
ID NO: 21),

ACP18 5’ - GTCTACCAGGCATTCGCTTCATHIIIGCCATCGACC - 3’ (SEQ
ID NO: 22);
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ACP19 5 - GTCTACCAGGCATTCGCTTCATHHOINIGCCATCGACC - 3’
(SEQ ID NO: 23); e |

CRP2I0 5’ i GTCTACCAGGCATTCGCTTCATGCCATCGACC - 3’ (SEQ ID
NO: 19) ndo contendo um grupo desoxiinosina foram usadas como um
controle.

O primeiro cDNA de filamento resultante gerado a partir da
etapa (a), compreendendo a seqii€ncia arbitraria pré selecionada do dT,o-ACP
na sua extremidade 5’, foi usado como um padrio e o iniciador JYC2 5’ -
GCTTGACTACGATACTGTGCGA - 3’ (SEQ ID NO: 10) que corresponde
a porg¢do de extremidade 5’ do dT,(-ACP foi usado como 3’ iniciador.

A amplificagdo pela PCR foi conduzida em um volume de 50
ul contendo 50 ng do primeiro cDNA de filamento, 5 pl de tampio de PCR
10 x, 1 pl de iniciador 5’ a 10 uM (ACP16, 17, 18, 19 ou CRP2I0), 1 pl de
iniciador 3’ a 10 uM (JYC2), 3 ul de MgCl,a25 mM, 5 pl de ANTP a 2 mM,
0,5 pul de Taq polimerase (5 unidades/ul). As reagdes de PCR foram
compreendidas de: 5 minutos a 94° C, seguidos por 30 ciclos de 94° C
durante 1 minuto, 57° C durante 1 minuto e 72° C durante 1 minuto; seguida
por uma extensdo final de 5 minutos a 72° C. Os produto amplificados foram
analisados pela eletroforese em um gel de agarose a 2 % seguido por
tingimento com brometo de etidio.

Como um resultado, a FIG. 9 mostra que o CRP2I0 nio
contendo quaisquer residuos de desoxiinosina produziu uma pluralidade de
produtos de cDNA amplificados, ao passo que os ACPs contendo pelo menos
dois residuos de desoxiinosina geraram a redug@o significante de produtos de
cDNA amplificados e ainda mais, o ACP contendo oito residuos de
desoxiinosina quase ndo produziu nenhum produto. Compativel com a nossa
hipotese, os resultados claramente indicam que o anelamento da porgio de
extremidade 3’ do ACP com o padrio pode ser separada da porgdo 5’ visto

que um grupo de residuos de desoxiinosina contiguos separam o anelamento
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das por¢Ges de extremidade 3’ e extremidade 5° sob condi¢des de alta
severidade devido a propriedade da desoxiinosina tal como a sua intera¢fio de
ligagdo de hidrogénio mais fraca no emparelhamento de base.

EXEMPLO 2: Método para Amplificar uma Segiiéncia de
Acido Nucléico Alvo Usando ACP

O ACP da invengdo objeto foi aplicado para amplificar as
seqiiéncias de nucleotideo alvo do cDNA do gene Esx1 homeobox especifico
da placenta de camundongo. O processo e os resultados para a amplificagdo
das seqiiéncias de nucleotideo alvo do cDNA de Esx1 usando ACPs s3o aqui
descritos. O RNA total (3 ng) obtido da placenta de 18,5 dias de idade de
camundongo foi usado como um material de partida. Os primeiros cDNAs de
filamento foram preparados sob as mesmas condigdes como usadas na sintese
de cDNA do Exemplo 1, exceto que Oligo-dT,s foi usado como o iniciador na
sintese de primeiro cDNA de filamento.

Oligo-dT;s 5’ - TTTTTTTTTTTTTTT - 3° (SEQ ID NO: 54)

Os primeiros cDNAs de filamento resultantes foram usados
como padrio para amplificar fragmentos de ¢cDNA alvo de Esxl usando
ACPs. Estes experimentos conduziram amplificagdes de PCR de estagio
duplo, que € uma das caracteristicas unicas da presente inveng¢ao.

Os iniciadores convencionais de Esx1 usados no Exemplo s3o:
EsxN7 5’ - GCCGGTTGCAGAAGCACC - 3’ (SEQ ID NO: 44);
EsxC6 5° - GAACCATGTTTCTGAATGCC - 3’ (SEQ ID NO: 45);
EsxNI1 5’ - GAATCTGAAACAACTTTCTA - 3’ (SEQ ID NO: 438);
ESXCZ 5’ - GATGCATGGGACGAGGCACC - 3’ (SEQ ID NO: 49);
EsxN3 5’ - CGCCGCAACCCCTGCCCGCA - 3’ (SEQ ID NO: 51); e
EsxC5 5° - GATGCATGGGACGAGGCA - 3’ (SEQ ID NO: 52).

Trés conjuntos de iniciador, EsxN7 e EsxC6, EsxN1 e EsxC2,
¢ EsxN3 e EsxCS5, foram usados no Exemplo por que eles s3o conhecidos

como os conjuntos de iniciador que geram produtos secundarios altos assim
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como produtos ndo especificos nos métodos de PCR convencionais como
conhecido na técnica.

De acordo com os sisttmas de PCR de alvo tnico, os
iniciadores com temperaturas de fusdo similares (T,) devem ser escolhidos.
Entretanto, um conjunto de iniciador de EsxN1 (T, 50,7° C) e EsxC2 (Tn,
71,9° C) mostra cerca de 20° C de temperatura de fusdo diferente entre eles €
um conjunto de iniciador de EsxN3 (T, 86,9° C) e EsxC5 (T, 66,2° C) ambos
tem temperaturas de fusdo altas. Também, um conjunto de iniciador de EsxN7
(Tm 68,2° C) e EsxC6 (Tn 61,2° C), que tem temperaturas de fusdo
relativamente similares, sdo selecionados para observar o efeito do ACP.

O ACP da invengdo objeto foi aplicado a estes trés conjuntos
de iniciador convencional para demonstrar se o sistema ACP pode superar os
problemas principais que surgem a partir destes conjuntos de iniciador
convencionais, tais como produtos secundarios e produtos nio especificos.

Os seguintes ACPs compreendem as seqiiéncias dos
inictadores convencionais acima em suas porgdes de extremidade 3’ e foram
usados como iniciadores especificos de gene Esx1 para a amplificagdo pela
PCR de primeiro estagio:

Iniciador EsxN7-ACP 5° 5° - GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIII
GCCGGTTGCAGAAGCACC - 3’ (SEQ ID NO: 46);

Iniciador EsxC6-ACP 3° 5° - GCTTGACTACGATACTGTGCGAIIIII
GAACCATGTTTCTGAATGCC - 3’ (SEQ ID NO: 47);

Iniciador EsxNI-ACP 5’ 5° - GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIII
GAATCTGAAACAACTTTCTA - 3’ (SEQ ID NO: 50);

Iniciador EsxC2-ACP 3> 5° - GCTTGACTACGATACTGTGCGAIIII
GATGCATGGGACGAGGCACC - 3’ (SEQ ID NO: 55);

Iniciador EsxN3-ACP 5 5° - GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIII
CGCCGCAACCCCTGCCCGCA - 3’ (SEQID NO: 53);

Iniciador EsxC5-ACP 3’ 5° - GCTTGACTACGATACTGTGCGAIIII
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GATGCATGGGACGAGGCA - 3’ (SEQ ID NO: 56).

A seqiiéncia da porgdo de extremidade 5’ dos ACPs foram
servidos como seqiiéncias iniciadoras arbitrarias pré selecionadas apenas para
a amplificagdo pela PCR de segundo estigio: JYC2 e JYC4 5 -
GTCTACCAGGCATTCGCTTCAT - 3’ (SEQ ID NO: 12).

Durante a amplificagdo pela PCR de primeiro estigio, o
conjunto de iniciador de EsxN7-ACP e EsxC6-ACP foi usado como
iniciadores 5’ e 3’, respectivamente, para gerar o fragmento de 520 pares de
base do cDNA de Esx1, o conjunto de iniciador de EsxN1-ACP e EsxC2-
ACP foi usado como iniciadores 5’ e 3’, respectivamente, para gerar o
fragmento de 784 pares de base do cDNA de Esx1 e o conjunto de iniciador
de EsxN3-ACP e EsxC5-ACP foi usado como iniciadores 5° e 3°,
respectivamente, para gerar o fragmento de 483 pares de base do cDNA de
Esx1.

Durante a amplificagdo pela PCR de segundo estagio, JYC4 e
JYC2 foram usados como iniciadores 5’ e 3’ arbitrarios pré seleéionados,
respectivamente (PROTOCOLO A). Como uma alternativa, as seqiiéncias
completas dos ACPs, ao invés dos iniciadores arbitrarios pré selecionados tais
como JYC4 e JYC2, podem ser usadas como iniciadores 5’ € 3’ para a
amplifica¢do pela PCR de segundo estdgio nas condigdes de alta severidade.
Neste caso, ndo € necessirio adicionar os iniciadores arbitrarios pré
selecionados a mistura de reagfio no momento ou depois da reagio de PCR do
primeiro estagio (PROTOCOLO B).

PROTOCOLO A: a Amplificagdes de PCR de estagio duplo
de parada unica

(a) Amplificagdo de PCR de primeiro estagio

A amplificagdo pela PCR de primeiro estdgio foi realizada
pelo método de PCR de inicio quente em que o procedimento ¢ ajustar as

reagOes completas sem a DNA polimerase e incubar os tubos no ciclador
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térmico para completar a etapa de desnatura¢fo inicial a >90° C. Depois,
enquanto se mantém os tubos a uma temperatura acima de 70° C, a
quantidade apropriada de DNA polimerase pode ser pipetada na reagio.

A amplifica¢do pela PCR de primeiro estagio foi conduzido
por dois ciclos de PCR que consistem da reagdo de anelamento, extensio e
desnaturagio; a mistura de reagdo em um volume final de 49,5 pl contendo 50
ng do primeiro cDNA de filamento, 5 pl de tampio de rea¢do de PCR 10 x
(Promega), 5 pl de MgCl, a 25 mM, 5 ul de ANTP (2 mM de cada dATP,
dCTP, dGTP, dTTP), 1,35 pl de 5> ACP (1 uM) e 1,35 ul de 3° ACP (1 uM)
€ pré aquecida a 94° C, enquanto se mantém o tubo contendo a mistura de
reagdo a 94° C, 0,5 ul de Taq polimerase (5 unidades/ul; Promega) é
adicionado a mistura de reaco; as reagdes de PCR compreendem dois ciclos
de 94° C durante 40 segundos, 60° C durante 40 segundos e 72° C durante 40
segundos; seguida pela desnaturagio do produto de amplificagdo a 94° C.

(B) Amplifica¢do de PCR de Segundo Estagio

O produto de cDNA resultante gerado pela amplificag¢do pela
PCR de primeiro estagio usando ACPs especificos de gene Esx1 foi depois
amplificado pelas seguintes ampliﬁca{;c”)es do segundo estagio pela PCR sob
temperatura de anelamento mais alta. Depois da conclusdo da amplificagio
pela PCR de primeiro estigio, cada 1 pl de iniciadbres arbitrarios pré
selecionados a 10 pM, JYC4 e JYC2, foi adicionado 4 mistura de reagdo
obtida da amplificagio pela PCR de primeiro estigio, sob temperatura
desnaturante tal como a 94° C. A reagio de PCR do segundo estagio foi como
segue: 35 ciclos de 94° C durante 40 segundos, 68° C durante 40 segundos e
72° C durante 40 segundos; seguida por uma extensdo final de 5 minutos a
72° C.

Os produtos amplificados foram analisados pela eletroforese
em um gel de agarose a 2 % e detectados tingindo-se com brometo de etidio.

Os produtos de PCR resultantes também podem ser detectados em um gel de
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poliacrilamida desnaturante pela autorradiografia ou métodos de detec¢do ndo
radioativos tais como tingimento com prata (Gottschlich ef al., 1997; Kociok
et al., 1998), pelo uso de oligonucleotideos fluorescentemente rotulados
(Bauer ef al. 1993; Ito et al. 1994; Luehrsen ef al., 1997; Smith et al., 1997) e
pelo uso de iniciadores biotinilados (Korn et al., 1992; Tagle et al., 1993;
Rosok et al., 1996).

Como mostrado nas FIGs. 10A-C, as amplificagées pela PCR
de estagio duplo de parada unica para Esx1 usando cada conjunto de iniciador
de EsxN7-ACP e EsxC6-ACP, EsxN1-ACP e EsxC2-ACP, e EsxN3-ACP e
EsxC5-ACP geraram uma faixa tinica que corresponde ao tamanho esperado,
520 pares de base (FIG. 10A, linha 2), 784 pares de base (FIG. 10B, linha 4) e
483 pares de base (FIG. 10C, linha 3) de fragmentos de ¢cDNA de Esxl,
respectivamente. A clonagem e a analise de seqiiéncia subseqiientes dos
clones confirmam que as faixas sdo de fragmentos de cDNA de Esxl. Ao
contrario, os conjuntos de iniciador convencionais, que contém as seqiiéncias
que correspondem apenas as por¢Ges da extremidade 3’ de cada um dos
conjuntos de ACP, produziram produtos ndo especificos assim como produtos
secundarios altos tais como sujidade de DNA (FIG. 10A, linha 1; FIG. 10B,
linha 3; FIG. 10C, linhas 1 e 2). Visto que os produtos de PCR usando um
conjunto de ACP compreenderam as seqiiéncias arbitrarias pré selecionadas
nas suas extremidades 5’ € 3°, seqii€ncias de 54 pares de base adicionais que
correspondem as seqiiéncias arbitrarias pré selecionadas e residuos de
desoxiinosina foram encontrados.

A FIG. 10A mostra os produtos de cDNA amplificados
gerados pelos seguintes conjuntos de iniciadores; um conjunto de EsxN7 e
EsxC6 (linha 1) ¢ um conjunto de EsxN7-ACP e EsxC6-ACP (linha 2). As
reagOes de PCR usando o conjunto de iniciador convencional EsxN7 e EsxC6
foram como segue: 5 minutos a 94° C seguidos por 30 ciclos de 94° C durante

40 segundos, 60° C durante 40 segundos e 72° C durante 40 segundos;
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seguida por uma extensdo final de 5 minutos a 72° C.

A FIG. 10B mostra os produtos de cDNA amplificados
gerados por um iniciador unico ou um par de iniciadores como segue: os
iniciadores, EsxN1 e EsxC2, foram usados nas linhas 1 e 2, respectivamente;
uma combinag¢do de EsxN1-ACP e iniciador convencional EsxC2 foi usada na
linha 3; dois ACPs EsxN1-ACP e EsxC2-ACP foram usados na linha 4.
Quando um conjunto de iniciador convencional, EsxN1 e EsxC2, foi usado
sob temperatura de anelamento alta de 60° C, nenhum produto alvo especifico
foi produzido. Quando um conjunto de iniciador que compreende um ACP
EsxNI1-ACP e um iniciador convencional de EsxC2 foi usado, um produto
especifico alvo assim como produtos ndo especificos foram amplificados
devido a ligag8o ndo especifica do iniciador convencional EsxC2 (linha 3).
Entretanto, quando um conjunto de ACP foi usado, apenas um tinico produto
especifico alvo foi amplificado (linha 4), o que indica que o ACP da invengio
objeto fornece iniciadores com tolerincia ao “pardmetro de planejamento de
iniciador” relacionado com as temperaturas de fusdo de iniciadores gerais
requisitados para sistemas de PCR de alvo tnico.

A FIG. 10C mostra os produtos de cDNA amplificados
gerados usando-se os seguintes conjuntos de iniciadores: um conjunto de
EsxN3 e EsxC5 foi usado na linhas 1 € 2 ¢ um conjunto de EsxN3-ACP e
EsxC5-ACP foi usado na linha 3. As reagdes de PCR usando o conjunto de
iniciador convencional de EsxN3 e EsxC5 foram como segue: 5 minutos a
94° C seguidos por 30 ciclos de 94° C durante 40 segundos, 58° C durante 40
segundos e 72° C durante 40 segundos; seguida por uma extensdo final de 5
minutos a 72° C (linha 1). O conjunto de iniciador convencional também foi
comparado com o conjunto de ACP conduzindo-se as mesmas amplifica¢des
de PCR de estagio duplo como usadas no ACP, tal que a sua temperatura de
anelamento fosse aumentada de 60° C para 68° C (linha 2). Estes resultados

também indicam que embora os iniciadores convencionais incluindo aqueles
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tendo T, alta fossem usados na mesma amplificagdo pela PCR de estagio
duplo, eles podem ndo estar livres dos problemas de produtos nio especificos
e produtos secundarios, ao passo que o ACP da invengao objeto pode ajudar a
superar tais problemas que surgem destes iniciadores convencionais.

PROTOCOLO B: Amplificagdes pela PCR de Estagio Duplo
sem Parada

Alternativamente, as seqiiéncias completas dos ACPs, ao invés
dos iniciadores arbitrarios pré selecionados tais como JYC4 e JYC2, podem
ser usadas como iniciadores para a amplificagdo pela PCR de segundo estagio
nas condi¢gdes de alta severidade. Neste caso, ndo é necessario adicionar os
iniciadores arbitréarios pré selecionados a mistura de reagio no momento ou
depois da reagdo de PCR de primeiro estagio.

O processo das amplificagdes pela PCR de estagio duplo sem
parada ¢ basicamente idéntico ao Protocolo A, exceto que os ACPs, 1 ul de 5’
ACP (10 pM) e 1 ul de 3 ACP (10 pM), sdo adicionados ao amplifica¢io
pela PCR de primeiro estagio e a amplificagdo pela PCR de segundo estagio
imediatamente segue a amplificagio pela PCR de primeiro estigio sem
qualquer demora por que nfo existe nenhuma etapa de adicionar iniciadores
arbitrarios pré selecionados.

Os produtos amplificados foram analisados pela eletroforese
em um gel de agarose a 2 % e detectados tingindo-se com brometo de etidio.
Os produtos de PCR resultantes também podem ser detectados em um gel de
poliacrilamida desnaturante pela autorradiografia ou métodos de detecgo nio
rédioativos tais como tingimento com prata (Gottschlich et al., 1997; Kociok
et al., 1998), pelo uso de oligonucleotideos fluorescentemente rotulados
(Bauer et al. 1993; Ito et al. 1994; Luchrsen ef al., 1997; Smith et al., 1997) e
pelo uso de iniciadores biotinilados (Ko et al., 1992; Tagle et al., 1993;
Rosok et al., 1996).

A FIG. 10D mostra os produtos de c¢cDNA amplificados
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gerados pelas amplificagdes pela PCR de estagio duplo sem parada usando os
seguintes iniciadores Unicos ou um pares de iniciadores; os iniciadores EsxN1
e EsxC2 foram usados na linha 1 e 2, respectivamente; um par de EsxNI1 e
EsxC2 foi usado na linha 3; ¢ um par de EsxN1-ACP e EsxC2-ACP foi usado
na linha 4. Quando um conjunto de iniciador convencional, EsxN1 e EsxC2,
foi usado, nenhum produto alvo especifico foi produzido. Entretanto, quando
um conjunto de ACP foi usado em amplificages pela PCR de estagio duplo
sem parada, apenas um unico produto especifico alvo foi amplificado (linha
4), que ¢ compativel com os resultados das amplificagdes pela PCR de estagio
duplo de parada unica (FIG. 10B).

Estes exemplos ilustram que o ACP permite que os produtos
sejam livres dos problemas secundérios assim como da n3o especificidade que
surge a partir dos iniciadores convencionais usados nos méto}dos de PCR
como descrito na técnica. Também deve ser entendido que o ACP permite a
geragdo dos produtos independentes especifico do planejamento de
iniciadores especificos de gene.

EXEMPLO 3: Identificagdo e Caracterizagio de mRNAs
Diferencialmente Expressos Durante o Desenvolvimento Embridnico de
Camundongo Usando o ACP

O ACP da invengdo objeto foi aplicado para detectar mRNAs
diferencialmente €Xpressos em  desenvolvimentos embridnicos.
Especificamente, trés procedimentos e resultados diferentes usando estigios
diferente de RNAs totais de concepto como materiais de partida sdo aqui
descritos. Os iniciadores usados na inveng3o objeto sdo mostrados na Tabela
1.

Al. PROCEDIMENTO 1

Etapa (1): Sintese do primeiro cDNA de filamento

Os primeiros cDNAs de filamento foram preparados sob as

mesmas condi¢des como usadas na sintese de cDNA do Exemplo 1 usando o
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dT;o-ACP1 ou JYCS-T;s-ACP como um iniciador de sintese de cDNA. Os

cDNAs resultantes foram purificados por uma coluna giratéria (Kit de

purificagdo de PCR, QIAGEN) para remover os iniciadores, dNTP e os

reagentes acima. E necessario realizar a etapa de purificagdo antes da

determinag@o da concentragdo de cDNAs usando a espectroscopia de UV a

uma absorbancia de 260 nm. A mesma quantidade de cDNAs de cada amostra

foi usada para comparar os seus padrdes de amplifica¢do usando o sistema

ACP aqui descrito.

Etapa (2): Amplificagio pela PCR de primeiro estagio usando

ACP

Os seguintes ACPs foram usados como ACPs arbitrarios (AR-

ACPs) para a primeira amplificagdo pela PCR:
ACP3 5

GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIIGCCATCGACS - 3’ (SEQ ID NO:

3);
ACP5 5’

GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIIAGGCGATGCS - 3’ (SEQ ID NO:

5);
ACP8 5’

GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIICTCCGATGCS - 3’ (SEQ ID NO:

8);
ACP10 5

GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIGCCATCGACC - 3’ (SEQ ID NO:

13);
ACP13 5

GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIAGGCGATG CG - 3’ (SEQ ID NO:

16); e
ACPl14 5

GTCTACCAGGCATTCGCTTCATHIICTCCGATG CC - 3’ (SEQ ID NO:
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17).

As seqiiéncias da por¢do de extremidade 5° do dT,,-ACPIl e
AR-ACPs servem como seqiiéncias iniciadoras pré selecionadas arbitrarias
apenas para a amplificagdo pela PCR secundaria. Os iniciadores arbitrarios
pré selecionados sdo JYC2 e JYC4.

Os primeiros cDNAs de filamento produzidos a partir da etapa
(1) foram amplificados pela seguinte amplificagdo pela PCR de primeiro
estagio usando um dos AR-ACPs (ACP3, ACPS5, ACP8, ACP10, ACP13 ou
ACP14) e o dT,,-ACP1 como iniciadores 5’ e 3°, respectivamente. A
amplificagdo pela PCR de primeiro estagio foi conduzida em um volume de
50 pl contendo 50 ng do primeiro cDNA de filamento, 5 ul de tampdo de
reagdo de PCR 10 x (Promega), 3 ul de MgCl; a 25 mM, 5 ul de dNTP (0,2
mM de cada dATP, dCTP, dGTP, dTTP), S ul de iniciador 5° (1 puM), 5 ul de
iniciador 3’ (1 pM) e 0,5 ul de Taq polimerase (5 unidades/pl; Promega). As
reagdes de PCR foram como segue: S minutos a 94° C seguidos por 20 ciclos

de 94° C durante 1 minuto, 50° C durante 1 minuto e 72° C durante 1 minuto;

“seguida por uma extens3o final de 5 minutos a 72° C.

O ciclo da amplifica¢do pela PCR de primeiro estagio pode ser
variado dependendo dos tipos de amostras. Por exemplo, os 20 ciclos da
amplificagdo pela PCR primaria foram usados para as .amostras de concepto
de camundongo.

Etapa (3): Amplifica¢do pela PCR de segundo estadgio usando
iniciadores arbitrarios pré selecionados que correspondem as seqiiéncias da
porcdo de extremidade 5’ dos ACPs

Os produtos de cDNA amplificados produzidos a partir da
etapa (2) s3o re-amplificados pela seguinte amplificagdo pela PCR de segundo
estagio usando dois iniciadores arbitrarios pré selecionados, JYC4 e JYC2,
cada um correspondendo a seqliéncia da porgdo de extremidade 5° de AR-

ACP e dT;o-ACP1, respectivamente. A amplificagdo pela PCR de segundo
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estagio foi conduzida em um volume de 50 pl contendo 5 pl dos produtos de
cDNA amplificados primeiro (50 ul), 5 ul de tamp&o de reagdo de PCR 10 x
(Promega), 3 ul de MgCl, a 25 mM, 5 ul de ANTP a 2 mM, 1 pl de iniciador
5’ (10 uM), 1 pl de iniciador 3’ (10 pM) e 0,5 pl de Taq polimerase (5
unidades/pl). As reagdes de PCR foram como segue: 5 minutos a 94° C
seguidos por 30 ciclos de 94° C durante 1 minuto, 65° C durante 1 minuto e
72° C durante 1 minuto; seguida por uma extensdo final de 5 minutos a 72° C.

A2. PROCEDIMENTO 2

O procedimento alternativo compreende as seguintes etapas
de:

(a) fornecer uma primeira amostra de 4cidos nucléicos que
representem uma primeira populagio de transcritos de mRNA e uma segundo
amostra de 4cidos nucléicos que representem uma segunda populagio de
transcritos de mRNA;

(b) contactar cada uma da primeira amostra de acido nucléico
e da segunda amostra de 4cido nucléico com um primeiro ACP, em que o
primeiro ACP tem wuma seqiiéncia hibridizadora substancialmente
complementar a uma regido da primeira e segunda populagdo de transcritos de
mRNA para hibridizar com ela;

(c) transcrever de modo reverso o mRNA ao qual o primeiro
ACP hibridiza para produzir uma primeira populagio de filamentos de DNA
que sdo complementares aos mRNAs na primeira amostra de acido nucléico
aos quais o primeiro ACP hibridiza e uma segunda populacgo de filamentos
de DNA que sdo complementares a0 mRNA na segunda amostra de acido
nucléico ao qual o primeiro ACP hibridiza;

(d) | purificar € quantificar os filamentos de DNA
complementares produzidos como um resultado da etapa de transcrigio
reversa (c);

(e) sintetizar um segundo filamento de DNA complementar a
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cada uma da primeira e segunda populagdes de filamentos de DNA usando
um segundo ACP sob condig3es de severidade baixa, em pelo menos um ciclo
de PCR que compreende a desnaturagdo, anelamento e extensdo do iniciador,
em que o segundo ACP tem uma seqiiéncia hibridizadora substancialmente
complementar & primeira e segunda populagdes de filamentos de DNA;

(f) amplificar cada segundo filamento de DNA obtido a partir
da etapa (e) sob condi¢des de alta severidade, em pelo menos um ciclo de
PCR que compreende a desnaturagdo, anelamento e extensdo do iniciador
para gerar a primeira € segunda popula¢des de produtos de amplificagdo
usando dois iniciadores arbitrarios pré selecionados cada um compreendendo
uma seqii€ncia que corresponde a cada porgio de extremidade 5° do primeiro
e segundo iniciadores de controle de anelamento; e

(g) comparar a quantidade de produtos de amplificagdo
individuais na primeira e segunda populag¢des de produtos de amplificagio.

| Os primeiros ¢cDNAs de filamento s3o éintetizados usando
JYC5-Tis-ACP 5 - CTGTGAATGCTGCGACTACGATIIIITTTTTTT
TTTTTTTT - 3’ (SEQ ID NO: 61).

A seqiiéncia da por¢do de extremidade 5° do JYC5-T;s-ACP
serve como uma seqiiéncia de iniciador 3’ pré selecionado arbitrario a ser
usada apenas para o segundo estagio de amplificagio pela PCR:

JYCS 5° - CTGTGAATGCTGCGACTACGAT - 3’ (SEQ ID
NO: 60).

Etapa (1): Sintese de primeiro cDNA de filamento

1. Combina 3 pg de RNA total e 2 ul de JYCS-T,;s-ACP a 10
puM em um tubo de microcentrifuga estéril de 0,2 ml.

2. Adicionar H,O estéril a um volume final de 9,5 pl. Misturar
os conteudos e girar o tubo ligeiramente em uma microcentrifuga.

3. Incubar o tubo a 80° C durante 3 minutos ou usar um

termociclador para 0 mesmo proposito.
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4. Esfriar o tubo em gelo durante 2 minutos. Girar os
contetudos do tubo ligeiramente em uma microcentrifuga.

5. Ao mesmo tubo de reagdo adicionar os seguintes reagentes:
4 pl de tampao Filamento primério 5x (Promega), 5 pl de dNTP (2 mM de
cada dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 0,5 ul de inibidor RNasin (40 unidades/pl,
Promega) e 1 ul de transcriptase reversa M-MLV (200 U/ul).

6. Misturar os conteudos e girar o tubo ligeiramente em uma
microcentrifuga.

7. Incubar o tubo a 42 ° C durante 90 minutos.

8. Incubar o tubo a 94 ° C durante 2 minutos para terminar a
sintese de filamento primario.

9. Colocar o tubo em gelo durante 2 minutos.

10. Purificar os cDNAs resultantes em uma coluna giratdria
(Kit de purificagdo de PCR, QIAGEN) para remover os iniciadores, dNTP e
0s reagentes acima.

11. Em seguida, medir a concentragio dos cDNAs usando a
espectroscopia de UV a uma absorbancia de 260 nm.

12. Processo para a etapa 2.

Etapa (2): Sintese do sintese do segundo ¢cDNA de filamento
usando ACP

A mesma quantidade de ¢cDNAs de cada amostra foi usada
para a comparagdo de seus padrdes usando os ACPs aqﬁi descritos. O
segundo cDNA de filamento foi sintetizado usando o ACP10 arbitrério pelo
rhétodo de PCR de inicio quente em que o procedimento é ajustar as reagdes
completas sem a DNA polimerase e incubar os tubos no ciclador térmico para
completar a etapa de desnaturagdo inicial a >90° C. Depois, enquanto se
mantém os tubos a uma temperatura acima de 90° C, a quantidade apropriada
de DNA polimerase pode ser pipetada na reagéo.

1. Combinar os seguintes reagentes em um tubo de
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microcentrifuga estéril de 0,2 ml: 49,5 ul do volume total contendo 1 pl de
primeiro cDNA de filamento (50 ng/ul) preparado pela etapa 1, 5 ul de
tampdo de PCR 10 x (Roche), 5 pl de dNTP a 2 mM, 1 ul de ACP arbitrario a
10 uM (iniciador 5°) e 37,5 pl de dH,0 estéril.

2. Misturar conteudos e girar o tubo ligeiramente em uma
microcentrifuga.

3. Colocar o tubo no ciclador térmico pré aquecido a 94° C.

4. Adicionar o 0,5 pl de Taq polimerase (5 unidades/pl;
Roche) na reagdo, enquanto se mantém o tubo na temperatura de 94° C.

5. Conduzir a reagdo de PCR sob as seguintes condigdes: um
ciclo de 94° C durante 5 minutos, 50 ° C durante 3 minutos e 72° C durante 1
minuto; seguidos pela desnaturagdo do primeiro produto de amplificagdo a
94° C. |

Etapa (3): Amplifica¢do pela PCR dos segundos cDNAs de
filamento usando iniciadores arbitririos pré selecionados que correspondem
as seqliéncias da por¢do de extremidade 5’ dos ACPs

1. Depois da conclusdo da amplifica¢do pela PCR de primeiro
estagio, enquanto se mantém os tubos a uma temperatura acima de 94° C,
adicionar 2 pl de JYC4 a 10 uM e 2 ul de JYCS a 10 uM, em que cada um
corresponde a seqiiéncia da por¢do de extremidade 5’ tanto do ACP 5’ quanto
3’, respectivamente, a mistura de reagdo usada na etapa (2).

2. Conduzir as reagdes de PCR de segundo estidgio sob as
seguintes condi¢Ges: 40 ciclos de 94° C durante 40 segundos, 68° C durante
40 segundos e 72° C durante 40 segundos; seguida por uma extensio final de
5 minutos a 72° C.

A3. PROCEDIMENTO 3

Como um processo alternativo, na etapa (f) do
PROCEDIMENTO 2 as seqii€ncias completas do primeiro e segundo ACPs
usados nas etapas (b) e (¢) do PROCEDIMENTO 2, ao invés das seqiiéncias
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arbitrarias pré selecionadas das porgdes da extremidade 5° do primeiro e
segundo ACPs, podem ser usadas como iniciadores 3’ € 5°, respectivamente,
nas condi¢des de alta severidade para amplificar cada segundo filamento de
DNA obtido da etapa (¢) do PROCEDIMENTO 2, em que a extremidades 3’
e 5’ dos segundos filamentos de DNA que foram inicialmente sintetizados
usando o segundo ACP compreendem a seqii€ncia do primeiro ACP e a
seqiiéncia complementar do segundo ACP, respectivamente ¢ também servem
como sitios de emparelhamento perfeito para o primeiro ¢ segundo ACPs.
Neste caso, ndo € necessario para adicionar os iniciadores arbitrarios pré
selecionados & mistura de reagdo no momento ou depois da rea¢do de PCR de
primeiro estagio.

Etapa (1): Sintese de primeiro cDNA de filamento

Os primeiros cDNAs de filamento foram preparados sob as
mesmas condi¢des como usadas na sintese de cDNA do PROCEDIMENTO 2
usando o0 JYCS5-T5-ACP como um iniciador de sintese de cDNA.

Etapa (2): Sintese do sintese do segundo cDNA de ﬁlamento e
amplifica¢do usando a PCR de estagio duplo sem parada

A mesma quantidade de cDNAs de cada amostra foi usada
para a compara¢do de seus padrées usando os ACPs aqui descritos. O
segundo cDNA de filamento foi sintetizado usando ACP10 arbitrario pelo
método de PCR de inicio quente em que o procedimento é ajustar as reagdes
completas sem a DNA polimerase e incubar os tubos no ciclador térmico para
completar a etapa de desnatura¢@o inicial a >90° C. Depois, enquanto se
manteém os tubos a uma temperatura acima de 90° C, a quantidade apropriada
de DNA polimerase pode ser pipetada na reagio.

1. Combinar os seguintes reagentes em um tubo de
microcentrifuga estéril de 0,2 ml: 49,5 ul do volume total contendo 1 pl de
primeiro ¢cDNA de filamento (50 ng/ul) preparado pela etapa 1, 5 pl de
tampdo de PCR 10 x (Roche), 5 ul de ANTP a 2 mM, 1 ul de ACP10
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arbitrario a 10 pM (iniciador 5°), 1 ul de JYC5-T5-ACP a 10 uM (iniciador
3’) e 36,5 ul de dH,0 estéril.

2. Misturar os contetdos e girar o tubo ligeiramente em uma
microcentrifuga.

3. Colocar o tubo no ciclador térmico pré aquecido a 94° C.

4. Adicionar o 0,5 pl de Taq polimerase (5 unidades/pl;
Roche) na reagdo, enquanto se mantém o tubo a temperatura de 94° C.

5. Conduzir a reagdo de PCR sob as seguintes condi¢des: um
ciclo de 94° C durante 1 minuto, 50° C durante 3 minutos e 72° C durante 1
minuto; seguidos por 40 ciclos de 94° C durante 40 segundos, 65° C durante
40 segundos e 72° C durante 40 segundos; e seguida por uma extensdo final
de 5 minutos a 72° C.

B. Separag¢do de produtos amplificados de PCR pela analise de
eletroforese e recuperagio das faixas diferencialmente demonstradas

Os produtos amplificados foram analisados pela eletroforese
em um gel de agarose a 2 % e detectados tingindo-se com brometo de etidio.
Diversas faixas maiores diferencialmente expressas durante o
desenvolvimento embridnico (E4.5, .El 1.5 e E18.5) foram selecionadas,
excisadas e extraidas dos géis usando o Kit GENECLEAN II (BIO 101). Os
produtos de PCR resultantes também podem ser detectédos em um gel de
poliacrilamida desnaturante pela autorradiografia ou métodos de deteccdo ndo
radioativos tais como tingimento com prata (Gottschlich et al., 1997; Kociok
et al., 1998), pelo uso de oligonucleotideos fluorescentemente rotulados
(Bauer et al. 1993; Ito et al. 1994; Luehrsen et al., 1997; Smith et al., 1997) e
pelo uso de iniciadores biotinilados (Korn et al., 1992; Tagle et al., 1993;
Rosok et al., 1996).

C. Re-amplifica¢do das Faixas Recuperadas

As faixas obtidas a partir da etapa B foram re-amplificadas

usando os mesmos iniciadores arbitrarios pré selecionados e condicdes de
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PCR como usados nos PROCEDIMENTOS 1, 2 e 3.

D. Clonagem e seqiienciamento dos fragmentos re-
amplificados

Cada fragmento amplificado foi clonado no vetor pGEM-T
Easy (Promega) € seqiienciado com o Analisador Genético ABI PRISM 310
(Perkin Elmer Biosystem) usando o kit de seqiienciamento de ciclo BigDye
Terminator (Perkin Elmer). A anélise de seqiiéncia auxiliada por computador
foi realizada usando o programa de procura BLAST (Ferramenta de Procura
de Alinhamento Local Bésico).

E. Anélise de Northern

Vinte microgramas de RNA total de tecidos de concepto foram
separadas em géis de agarose a 1 % desnaturantes contendo formaldeido,
transferidas sobre membranas de nailon (Hybond-N, Amersham, USA) e
hibridizadas com um produto de PCR subclonado rotulado com *2P em
solu¢do QuikHyb (Stratagene, USA) durante a noite a 58° C como
anteriormente descrito (Chun et al., 1999; Hwang et al., 2000). As manchas
foram lavadas a 65° C duas vezes durante 20 minutos em 2 x SSC, 0,1 %
SDS, duas vezes durante 20 minutos em 1 x SSC, 0,1 % SDS e duas vezes
durante 20 minutos em 0,1 x SSC, 0,1 % SDS. As membranas foram expostas
a pelicula Kodak X-Omat XK-1 com uma tela intensificadora Fuji a -80° C.

As FIGs. 11A-D mostram os produtos de cDNA amplificados,
em que as amostras de concepto de camundongo obtidas de estagios
diferentes foram amplificadas pelo PROCEDIMENTO 1 usando os conjuntos
de iniciadores como segue; um conjunto de ACP3 e dT;o-ACP1 para as linhas
1-3 da FIG. 11A; um conjunto de ACP5 e dT,,-ACP1 para as linhas 1-6 ¢ da
FIG. 11B e um conjunto de ACP8 e dT,,-ACP1 para as linhas 7-12 da FIG.
10B, respectivamente. A FIG. 11B também mostra resultados adicionais dos
produtos de ¢cDNA amplificados gerados usando-se um outro conjunto de

ACP. FIGs. 11C-D mostram os produtos amplificados gerados usando-se dois
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conjuntos de iniciadores do ACP10 e dT,,-ACP1 (FIG. 11C) e ACP14 e dT,-
ACP1 (FIG. 11D), respectivamente. Muitas faixas diferencialmente expressas
em um estagio especifico foram obtidas, subclonadas no vetor pGEM-T Easy
(Promega) e seqiienciadas. A analise de seqiiéncia revela que todos os clones
sdo genes conhecidos exceto os dois genes novos (Tabela 2). Os padrdes de
expressdo foram confirmados pela anélise de Northern blot usando mancha de
estagio concepto de camundongo (Seegene, Inc., Seoul, Coréia).

A FIG. 12A mostra os produtos de cDNA amplificados, em
que as amostras de concepto de camundongo (E4.5: linha 1; E11.5: linha 2;
El18.5: linha 3) obtidos de estagios diferentes foram amplificados pelo
PROCEDIMENTO 2 usando um conjunto de ACP10 e JYC5-T;s-ACP.
Muitas faixas diferencialmente expressas em um estigio especifico foram
obtidas, subclonadas no vetor pGEM-T Easy (Promega) e seqiienciadas. A
analise de seqiiéncia revela que todos os clones sdo genes conhecidos exceto
um DEG 2 (Tabela 2). Os padrdes de expressio foram confirmados pela
analise de Northern blot usando mancha de estigio de concepto de
camundongo (Seegene, Inc., Seoul, Coréia).

A FIG. 12B mostra os produtos de cDNA amplificados, em
que amostras de concepto de camundongo em estagios diferentes (E4.5: linha
3; E11.5: linha 4; E18.5: linha 5) foram amplificados pelas amplificagdes pela
PCR de estagio duplo sem parada usando um conjunto de ACP10 e JYC5-Ts-
ACP como mencionado acima no PROCEDIMENTO 3. Quando um conjunto
de ACP10 e JYCS5-T,5-ACP (linhas 3-5) foi usado, as faixas resultantes foram
idénticas as faixas que foram obtidas pelo PROCEDIMENTO 2 que
compreende amplificagdes pela PCR de estigio duplo de parada unica (FIG.
12A). Entretanto, nenhum produto foi gerado quando um tnico iniciador,
ACP10 (linha 1) ou JYC5-T,s-ACP (linha 2) foi usado, o que indica que os
produtos amplificados foram gerados apenas quando tanto ACP10 quanto

JYCS5-T;5-ACP como um conjunto foram usados para as suas ligagdes
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especificas.

A FIG. 13 mostra os resultados da hibridizagdo de Northern
blot para representar seis clones diferentes usando DEG1 (A; seta 1 da FIG.
10A, FIG. 11 e FIG. 12), DEG2 (C), DEG3 (B; seta 2 da FIG. 10A, FIG. 11 e
FIG. 12), DEGS (E), DEG7 (F) e DEG8 (D; seta 4 da FIG. 10A, FIG. 11 e
FIG. 12) como sondas. A sonda DEG1 também foi hibridizada & isoforma
alternativa de Tropomiosina 2 (seta 1’ da FIG. 11 e FIG. 12), que foi
descoberta por esta presente inven¢do. Compativel com os resultados da
analise em gel de agarose, a andlise de Northern blot mostrou que os padrdes
de expressdo dos clones sdo idénticos as faixas originais nos géis de agarose,
indicando que todos os clones s3o produtos positivos verdadeiros. Assim, o
ACP produz apenas produtos positivos sem quaisquer positivos falsos, o que
significa que o ACP elimina o problema de positivos falsos.

A FIG. 14 mostra os resultados da hibridizagdo de Northemn
blot para a expressio de DEGS durante o desenvolvimento embridnico de
camundongo. DEGS5, que ¢ apresentado como um novo gene pela analise de
seqiiéncia, mostra um padrdo de expressdo interessante: depois de uma
expressdo forte apareceu no estagio de gravidez inicial (E4.5), a sua expressdo
foi gradualmente reduzida nos estagios intermediirios e gradualmente
aumentada mais uma vez no estdgio de desenvolvimento final (E17.5 e
E18.5).

Estes resultados indicam que o método usando o ACP para
isolar genes diferencialmente expressos produz apenas produtos de PCR reais
e Vélimina completamente produtos positivos falsos. A independéncia de
positivos falsos que foram um gargalo principal que permanece para a técnica
anterior de Demonstragdo Diferencial permite evitar o trabalho intensivo
subsequente requerido para a verificagio dos fragmentos de cDNA
identificados pela Demonstragio Diferencial.

EXEMPLO 5: Método para a Amplificagdio Rapida de
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Extremidades 3’ de cDNA (3’-RACE) Usando ACP

O presente exemplo compara a 3’-RACE com base no ACP ¢ a
3’-RACE convencional de modo a demonstrar se 0 ACP da presente invengio
pode excluir tais problemas secundérios que surgem de iniciadores oligo-dT
convencionais usados na sintese de cDNA.

Na 3’-RACE convencional, a terminagao poli(a) de moléculas
de mRNA ¢ explorada como um sitio de iniciagdo para a amplifica¢do pela
PCR e assim o iniciador oligo-dT é usado como um iniciador 3’ para a 3’-
RACE convencional. Ao contrario, 0 ACP da presente invengdo usa a
terminagdo poli(a) de mRNA como um sitio de iniciagdo apenas para a sintese
de cDNA mas ndo para a amplificagio subsequente pela PCR.

primeiros cDNAs de filamento de camundongo foram
preparados sob as mesmas condigdes como usadas na sintese de cDNA do
Exemplo 1 usando Oligo VdT;s-ACP 5° - GCTTGACTACGATACT
GTGCGAHINTTTTTTTTTTTTTTTYV - 3’ (SEQ ID NO: 57) (V é A, C ou
G) como um iniciador de sintese de cDNA e depois, diretamente usados como
padrdo para a amplificag@o subsequente pela PCR sem a etapa de purificagdo
para a remog3o do iniciador de sintese de cDNA.

Para a 3’-RACE convencional, os primeiros ¢cDNAs de
filamento foram sintetizados usando os seguintes iniciadores de sintese de
cDNA;

CDS III/3’ 5° - ATTCTAGAGGCCGAGGCGGCCGACATG-
(dT)0-VN -3’ (SEQIDNO: 35)(VEéA,CouG;eNéA,C, TouQG).

Este iniciador de sintese de cDNA, CDS III/3’, foi usado como
iniciador 3’ para a amplifica¢do subsequente pela PCR.

A amplifica¢do pela PCR foi conduzida em um volume de 50
ul contendo 50 ng do primeiro cDNA de filamento, 5 ul de tampdo de PCR
10 x (Promega), 1 pul de um iniciador 5’ especifico de gene (10 uM), 1 ul de
iniciador 3’ JYC2 arbitrario pré selecionado (10 uM) ou CDS I11I/3° (10 uM),
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3 pl de MgCl, a 25 mM, 5 pul de dNTP a 2 mM, 0,5 ul de Taq polimerase (5
unidades/pl; Promega). As reagdes de PCR foram conduzidas sob as seguintes
condigdes: 5 minutos a 94° C seguidos por 30 ciclos de 94° C durante 1
minuto, 65° C durante 1 minuto e 72° C durante 1 minuto; seguida por uma
extensdo final de 5 minutos a 72° C. Os produto amplificados foram
analisados pela eletroforese em um gel de agarose a 2 % seguida por
tingimento com brometo de etidio. Os produtos de PCR resultantes também
podem ser detectados em um gel de poliacrilamida desnaturante pela
autorradiografia ou métodos de detec¢do ndo radioativos tais como tingimento
com prata (Gottschlich er al., 1997; Kociok et al., 1998), pelo uso de
oligonucleotideos fluorescentemente rotulados (Bauer et al. 1993; Ito et al.
1994; Luehrsen et al., 1997; Smith et al., 1997) e pelo uso de iniciadores
biotinilados (Ko ef al., 1992; Tagle et al., 1993; Rosok et al., 1996).

A FIG. 15 mostra os resultados da beta-actina 3°-RACE. A 3°-
RACE convencional (linha 1) foi comparada com a 3’-RACE com base no
ACP (linha 2). O método 3’-RACE convencional produziu produtos nio
especificos assim como sujidade de DNA secundario, ao passo que a 3’-
RACE com base em ACP produziu apenas uma tnica faixa, que é o tamanho
esperado de 348 pares de base. Estes resultados indicam que o 3°-RACE com
base em ACP pode excluir os problemas secundarios tais como a sujidade de
DNA e produtos ndo especificos.

EXEMPLO 6: Método para a Amplificagdo Rapida de
Extremidade 5’ (5’ - RACE) e cDNAs de comprimento completo Usando
ACP

O ACP da invengdo objeto também foi usado para amplificar a
extremidade 5’ de fragmentos de cDNA. Os primeiros cDNAs de filamento
foram sintetizados usando Oligo VdT;s-ACP ou dNgx-ACP aleatério:

Oligo VdT;s-ACP 5’ -
GCTTGACTACGATACTGTGCGAIUITTTTT TTTTTTTTTTV - 3’ (SEQ
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ID NO: 57), em que V pode ser A, C ou G;

dNx-ACP Aleatorio 5’ -
GCTTGACTACGATACTGTGCGAIIIIINNNN NN - 3’ (SEQ ID NO: 58),
em que N podeser A,C,Gou T.

Depois da sintese completa das seqiiéncias de primeiro cDNA
de filamento presentes na forma de intermediarios de mRNA-cDNA, residuos
de citosina s3o formados em terminago na extremidade 3’ das seqiiéncias de
primeiro cDNA de filamento pela reagdo de transferase terminal da
transcriptase reversa na presenga de manganés. As extremidades 3’ dos
primeiros cDNAs de filamento foram prolongadas usando o ACP extensor de
extremidade 3’ de primeiro cDNA de filamento (rG3-ACP, rG2-ACP ou dG3-
ACP) ¢ depois, diretamente usadas como padrio para a amplificagdo
subsequente pela PCR sem uma etapa de purificagdo para a remogdo do ACP
extensor de extremidade 3’ de primeiro cDNA de filamento assim como o
iniciador de sintese de cDNA.

As seqiiéncias dos ACPs extensores de extremidade 3’ de

primeiro cDNA de filamento s3o:

rG3-ACP | 5 ;
GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIGGHGGG) - 3’ (SEQ ID NO: 36);

1G2-ACP 5 -
GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIGGHGG)-dG - 3’ (SEQ ID NO: 37);

1G1-ACP 5 ;

GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIGGr(G)-d(GG) - 3’ (SEQ ID NO:
59); ou

dG3-ACP 5 -
GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIGGA(GGG) - 3’ (SEQ ID NO: 38)
(em que r e d representam ribonucleotideos e desoxirribonucleotideos,
respectivamente).

A. Sintese de cDNA de comprimento completo de primeiro
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filamento

PROTOCOLO A: Sintese de primeiro ¢cDNA de filamento
usando o ACP da invengio objeto

1. Combinar os seguintes em um tubo de microcentrifuga
estéril de 0,2 ml: 3 pg de RNA total e 2 ul de 10 uM de Oligo VdT,;s-ACP
ou dNg-ACP aleatoério.

2. Adicionar H,0 estéril a um volume final de 10 pl. Misturar
os conteudos € girar o tubo ligeiramente em uma microcentrifuga.

3. Incubar o tubo em um banho de agua a 65° C durante 15
minutos ou usar um termociclador para o mesmo proposito.

4. Esfriar o tubo em gelo por pelo menos 2 minutos. Girar os
contetdos do tubo ligeiramente em uma microcentrifuga.

5. Adicionar os seguintes reagentes ao mesmo tubo de reagio:
4 ul de tamp@o de primeiro filamento 5x (Invitrogen), 1 ul de DTT a 0,1 M, 2
ul de BSA (1 mg/ml), 2 ul de dNTP (10 mM de cada dATP, dCTP, dGTP,
dTTP), 0,4 ul de MnCl, a 100 mM e 0,5 pl de inibidor RNasin (40
unidades/pl, Promega).

6. Misturar os contetidos e girar o tubo ligeiramente em uma
microcentrifuga.

7. Incubar o tubo a 42° C durante 2 minutos em um incubador
ou termociclador.

8. Adicionar 1 pl de transcriptase reversa SuperScript II (200
unidades/ul; Invitrogen).

9. Incubar o tubo a 42° C durante 1 hora em um incubador ou
termociclador.

10. Adicionar 1 ul de ACP extensor de extremidade 3’ de
primeiro cDNA de filamento a 10 uM (rG3-ACP, rG2-ACP ou dG3-ACP).

11. Adicionar 0,3 pl de transcriptase reversa SuperScript II

(200 unidades/pl; Invitrogen).
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12. Incubar o tubo a 42° C durante 30 minutos em um
incubador ou termociclador.

13. Incubar o tubo a 70° C durante 15 minutos em um
incubador ou termociclador para terminar a sintese de primeiro filamento.

14. Colocar o tubo em gelo ou pode ser armazenado a -20° C.

PROTOCOLO B: Sintese de cDNA de comprimento completo
de primeiro filamento pelo método CapFinder

Os seguintes iniciadores s@o usados no método CapFinder
(Clontech):

Oligonucleotideo SMART v 5 -
AAGCAGTGGTATCAACGCAG AGTGGCCATTACGGCCi(GGG) - 3’
(SEQID NO: 33); e

Iniciador 5° PCR 5’ - AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT -
3’ (SEQ ID NO: 34) e iniciador de PCR CDS I1I/3°.

1. Combinar os seguintes em um tubo de microcentrifuga
estéril de 0,2 ml: 3 pg de RNA total, 1 pl de iniciador de PCR CDS I1I/3’ a
10 uM (Clontech) e 1 pl de Oligonucleotideo SMART IV a 10 uM
(Clontech).

2. Adicionar H,O estéril a um volume final de 5 pl. Misturar
os conteudos € girar o tubo ligeiramente em uma microcentrifuga.

3. Incubar o tubo a 72° C durante 2 minutos.

4. Esfriar o tubo em gelo durante 2 minutos. Girar os
conteudos do tubo ligeiramente em uma microcentrifuga.

5. Adicionar os seguintes reagentes ao mesmo tubo de reag3o:
10 pl do volume total contendo 2 pl de tampio de primeiro filamento 5x
(Clontech), 1 ul de DTT a 20 mM, 1 pl de NTP (10 mM de cada dATP,
dCTP, dGTP, dTTP) e 1 ul de Transcriptase reversa PowerScript (Clontech).

6. Misturar os contetdos e girar o tubo ligeiramente em uma

microcentrifuga.
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7. Incubar o tubo a 42° C durante 1 hora.

8. Colocar o tubo em gelo ou pode ser armazenado a -20° C.

B. Amplificagdo pela PCR

PROTOCOLO C: Amplificagio de um fragmento de cDNA de
extremidade 5’ alvo usando o sistema ACP ou o método 5° - RACE
convencional

O presente exemplo compara a tecnologia de CapFinder 5° -
RACE corrente € método de 5° RACE com base no ACP, em que a tecnologia
de CapFinder 5’ - RACE corrente n3o pode excluir o alto teor de'produto
secundario devido a quantidade residual dos iniciadores durante o processo.
De modo a demonstrar se 0 ACP da presente inven¢do pode eliminar tais
problemas de produto secundario que surgem de iniciadores tais como o
iniciador CapFinder, Oligonucleotideo SMART IV (Clontech) e iniciador de
sintese de cDNA, iniciador de PCR CDS III/3’ (Clontech), usados na sintese
de cDNA, tanto o 5° - RACE com base em ACP quanto o CapFinder 5° -
RACE para a amplificagdo de extremidade 5° de cDNAs JunB e beta-actina
de camundongo foram conduzidos nas mesmas condi¢des. O mRNA JunB de
camundongo € um transcrito relativamente raro no RNA de placenta de 18,5
dias de idade de camundongo, ao passo que a beta-actina de camundongo é
um relativamente abundante.

1. Combinar os seguintes reagentes em um tubo de
microcentrifuga estéril de 0,2 ml: 50 ul do volume total contendo 1 ul de
primeiro cDNA de filamento preparado a partir do Protocolo A ou B, 5 pl de
tampao de PCR 10 x (Promega), 5 ul de MgCl, a 25 mM, S pl de dNTP a 2
mM, 1 pl de iniciador 5’ - RACE especifico de gene a 10 uM, 1 pl de
iniciador JYC2 ou 5° PCR a 10 uM (Clontech), 0,5 pl de Taq Polimerase (5
unidades/pl; Promega) e 31,5 pl de dH,O estéril.

2. Misturar os conteudos e girar o tubo ligeiramente em uma

microcentrifuga.
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3. Conduzir a reagdo de PCR sob as seguintes condigdes: 5
minutos a 94° C, seguidos por 30 ciclos de 94° C durante 40 segundos, 58° C
durante 40 segundos e 72° C durante 1 minuto 30 segundos; seguida por uma
extensdo final de 5 minutos a 72° C.

4. Analisar os produtos amplificados pela eletroforese em um
gel de agarose a 2 % seguido por tingimento com brometo de etidio.

Os produtos de PCR resultantes também podem ser detectados
em um gel de poliacrilamida desnaturante pela autorradiografia ou métodos
de detecgdo ndo radioativos tais como tingimento com prata (Gottschlich ez
al., 1997, Kociok et al, 1998), pelo uso de oligonucleotideos
fluorescentemente rotulados (Bauer et al. 1993; Ito ef al. 1994; Luchrsen et
al., 1997, Smith et al., 1997) e pelo uso de iniciadores biotinilados (Korn et
al., 1992; Tagle et al., 1993; Rosok et al., 1996).

Como mostrado na FIG. 16, os métodos CapFinder para JunB
e beta-actina 5° - RACE de camundongo usando o iniciador 5° PCR
(Clontech) e o iniciador especifico de gene produziram altos teores de
produtos secundérios tais como sujidade de DNA (linhas 1 e 3) como descrito
por muitos pesquisadores (Chenchik et al., 1998; Matz et a_l., 1999; Schramm
et al., 2000), ao passo que o 5’ - RACE com base no ACP da presente
invengdo gerou apenas uma unica faixa que corresponde a cada um dos
tamanhos esperados de 155 pares de base ou 319 pares de base de fragmento
de cDNA de extremidade 5’ de JunB de camundongo (linha 2) ou beta-actina
de camundongo (linha 4), respectivamente. Estes exemplos ilustram que o
ACP pode ser usado para eliminar fundamentalmente tais problemas de
produtos secundarios que surgem da contaminagio de iniciadores usados
durante a sintese de cDNA, sem a etapa de purificagio para a remogio dos
iniciadores usados na sintese de cDNA.

A FIG. 17 também mostra que o ACP da invengdo objeto nio

permite que os produtos ndo especificos sejam formados, que sio gerados
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pelo método CapFinder (linha 1). O primeiro ¢cDNA de filamento foi
sintetizado pelo método CapFinder (linha 1) ou método do ACP (linhas 2, 3 €
4) e depois, diretamente usado como padrdo na amplificagdo pela PCR
subsequente para a proteina semelhante a prolactina de camundongo PLP-C
alfa 5’ - RACE. O iniciador de 5’ - RACE especifico de PLP-C alfa é: PLP-C
alfa 5’ - GAGAGGATAGTT TCAGGGAC - 3’ (SEQ ID NO: 40). Os ACPs
extensores da extremidade 3’ de primeiro ¢cDNA de filamento que
compreende as trés riboguaninas (rG3-ACP; linha 2), trés
desoxirriboguaninas (dG3-ACP; linha 4) ou uma combina¢io das duas
riboguaninas e uma desoxirriboguanina (rG2-ACP; linha 3) na extremidade 3’
geraram cDNAs de extremidade 5° de modo que uma tnica faixa que
corresponde ao fragmento de cDNA de extremidade 5’ de tamanho esperado
de 506 pares de base de PLP-C alfa de camundongo foi produzido a partir da
PCR com base no ACP para PLP-C alfa 5’ - RACE.

PROTOCOLO D: Amplificacio de fragmentos de cDNA
enriquecidos em 5’ usando ACP |

Os primeiros cDNAs de filamento sdo sintetizados usando
dNg-ACP aleatorio no Protocolo A. A amplificagio pela PCR foi realizada
pelo método de PCR de inicio quente em que o procedimento é ajustar as
reagdes completas sem a DNA polimerase e incubar os tubos no ciclador
térmico para completar a etapa de desnaturagdo inicial a >90° C Depois,
enquanto se mantém os tubos a uma temperatura acima de 70° C, a
quantidade apropriada de DNA polimerase pode ser pipetada na reago.

1. Combinar os seguintes reagentes em um tubo de
microcentrifuga estéril de 0,2 ml: 49,5 ul do volume total contendo 1 pl de
primeiro cDNA de filamento preparado pelo dNg-ACP aleatério no Protocolo
A, 5 pl de tampdo de PCR 10 x (Promega), 5 pul de MgCl, a 25 mM, 5 pl de
dNTP a 2 mM, 1 pl de JYC2 a 10 uM (iniciador 3’), 1 pl de JYC4 a 10 uM
(iniciador 5°) e 31,5 ul de dH,O estéril.
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2. Misturar conteidos e girar o tubo ligeiramente em uma
microcentrifuga.

3. Colocar o tubo no ciclador térmico pré aquecido a 94° C.

4. Adicionar o 0,5 pl de Taq polimerase (5 unidades/pl;
Promega) na reagdo, enquanto se mantém o tubo na temperatura de 94° C.

5. Conduzir a reagdo de PCR sob as seguintes condigdes: 5
minutos a 94° C seguidos por 30 ciclos de 94° C durante 40 segundos, 68° C
durante 40 segundos € 72° C durante 1 minuto 30 segundos; seguida por uma
extensdo final de 5 minutos a 72° C

6. Analisar os produtos amplificados pela eletroforese em um
gel de agarose a 2 % seguido por tingimento com brometo de etidio.

Os produtos de PCR resultantes também podem ser detectados
em um gel de poliacrilamida desnaturante pela autorradiografia ou métodos
de detecgdo ndo radioativos tais como tingimento com prata (Gottschlich et
al., 1997, Kociok et al., 1998), pelo uso de oligonucleotideos
fluorescentemente rotulados (Bauer et al. 1993; Ito et al. 1994; Luehrsen et
al., 1997; Smith et al., 1997) e pelo uso de iniciadores biotinilados (Kom et
al., 1992; Tagle et al., 1993; Rosok et al., 1996).

PROTOCOLO E: Amplificagdo de cDNAs enriquecidos de
comprimento completo usando ACP |

Os primeiros ¢cDNAs de filamento sfo sintetizados usando
Oligo VdTs-ACP no Protocolo A. A amplificagdo pela PCR foi realizada
pelo método de PCR de inicio quente como no Protocolo D.

1. Combinar os seguintes reagentes em um tubo de
microcentrifuga estéril de 0,2 ml: 49,5 pl do volume total contendo 1 pl de
primeiro cDNA de filamento preparado pelo Oligo VdAT,;s-ACP no Protocolo
A, 5 pul de tampdo de PCR 10 x (Promega), 5 ul de MgCl, a 25 mM, 5 ul de
dNTP a2 mM, | pl de JYC2 a 10 pM (iniciador 3°), 1 pl de JYC4 a 10 pM
(iniciador 5°) e 31,5 ul de dH,O estéril.
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2. Misturar os conteudos e girar o tubo ligeiramente em uma
microcentrifuga.

3. Colocar o tubo no ciclador térmico pré aquecido a 94° C.

4. Adicionar o 0,5 pl de Taq polimerase (5 unidades/pl; Promega,
Madison, USA) na reagdo, enquanto se mantém o tubo na temperatura de 94°
C.

5. Conduzir a reagdo de PCR sob as seguintes condigdes: 5
minutos a 94° C seguidos por 30 ciclos de 94° C durante 40 segundos, 68° C
durante 40 segundos € 72° C durante 1 minuto 30 segundos; seguida por uma
extensdo final de 5 minutos a 72° C.

6. Analisar os produtos amplificados pela eletroforese em um
gel de agarose a 2 % seguido por tingimento com brometo de etidio.

Os produtos de PCR resultantes também podem ser detectados
em um gel de poliacrilamida desnaturante pela autorradiografia ou métodos
de detecgdo ndo radioativos tais como tingimento com prata (Gottschlich et
al., 1997; Kociok et al, 1998), pelo uso de oligonucleotideos
fluorescentemente rotulados (Bauer et al. 1993; Ito et al. 1994; Luchrsen et
al., 1997; Smith et al., 1997) e pelo uso de iniciadores biotinilados (Kom et
al., 1992; Tagle et al., 1993; Rosok et al., 1996).

Para avaliar a eficiéncia do método usando ACP na
amplificagdo de cDNAs de comprimento completo, os cDNAs de
comprimento completo amplificados pelos procedimentos acima do método
do ACP ou o método CapFinder corrente foram manchados em uma
membrana Hybond-N (Amersham/United States Biochemical). O ¢cDNA da
glyceraldeido-3-fosfato desidrogenase de camundongo (GAPDH) foi rotulado
com [alfa—32P]dCTP>usando um kit de rotulagZo aleatéria (Roche Diagnostics
Co, Indianapolis, USA) e usado como uma sonda.

Como mostrado na FIG. 18, a sonda de ¢cDNA GAPDH

detectou uma unica faixa que corresponde ao tamanho esperado de 1,3-kb de
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cDNA de GAPDH de comprimento completo. Como esperado, os sinais dos
produtos de PCR gerados pelo método do ACP acima (linha 2) foram diversas
vezes mais fortes do que aqueles pelo método CapFinder (linha 1). Este
exemplo ilustra que o método do ACP da presente inven¢o muito mais
eficazmente amplifica os cDNAs de comprimento completo do que o método
CapFinder.

EXEMPLO 7: Impressio Digital Genémica Usando PCR
Arbitrariamente Preparada com base no ACP

O ACP da invengdo objeto foi aplicado para detectar
polimorfismos em camundongo. Os DNAs gendmicos das cepas de
camundongo CS57BL/6J, CBA, BALB/cJ, NOR, SPRETUS, PANCEVO e
Korean Wild Mouse foram usados como materiais de partida. O DNA
gendmico foi preparado a partir do figado de camundongos usando o Kit
QIAamp Tissue (QIAGEN, Hilden, Alemanha). As ACPs arbitrarias usadas
na invengio objeto sio:

ACP101 5’-
GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIICCGGAGGATC-3* (SEQ ID NO:
64);

ACP109 5’-
GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIICTGCAGGACG-3” (SEQ ID NO:
65); e

ACP116 5’-
GTCTACCAGGCATTCGCTTCATHIICGGAGCATCC-3’ (SEQ ID NO:
66).

Um conjunto de ACPs arbitrarios, ACP101 e ACP109 (FIG.
19A) ou ACP101 e ACP116 (FIG. 19B), foi usado como iniciadores para a
impressdo digital gendmica de camundongo. A amplificagdo pela PCR foi
realizada pelo método de PCR de inicio quente como descrito no Exemplo 2.

A impressdo digital gendmica usando ACP é conduzida por dois estagios de
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amplificacbes pela PCR sob as seguintes condig¢des: as reagdes de
amplifica¢do sdo realizadas sob condigdes de severidade baixa em dois ciclos
da PCR de primeiro estagio que compreende reagio de anelamento, extensio
e desnaturagdo; a mistura de rea¢fio no volume final de 49,5 ul contendo 50
ng do DNA gendmico, 5 pul de tamp3o de reagdo de PCR 10x (Promega), 5 ul
de MgCl, a 25 mM, 5 ul de NTP (2 mM de cada dATP, dCTP, dGTP,
dTTP), cada 7 pl de um par dos ACPs (cada 10 uM) é pré aquecida a 94° C,
enquanto se mantém o tubo contendo a mistura de reagio a 94° C, 0,5 pul de
Taq polimerase (5 unidades/ul; Promega) € adicionado a mistura de reagdo; as
reagdes de PCR sdo como segue: dois ciclos de 94° C durante 40 segundos,
52° C durante 3 minutos e 72° C durante 1 minuto; seguida pela desnaturagio
do produto de amplificagdo a 94° C; depois da reagdo completa da PCR de
primeiro estagio, 4 pl do iniciador pré selecionado arbitrario JYC4 (10 uM)
que corresponde a porg¢do de extremidade 5° dos ACPs sdo adicionados a
mistura de reagdo e depois a amplificagdo pela PCR de segundo estagio é
conduzida como segue: 40 ciclos de 94° C durante 40 segundos, 68° C
durante 40 segundos e 72° C durante 40 segundos; seguida por uma extensio
final de 5 minutos a 72° C.

Os produtos de amplificagdo foram separados e analisados
pela eletroforese em um gel de agarose a 2,0 que foi tingido com brometo de
etidio e fotografado. Os produtos de PCR resultantes também podem ser
detectados em um gel de poliacrilamida desnaturante pela autorradiografia ou
métodos de detecgio nio radioativos tais como tingimento com prata
(Gdttschlich et al., 1997; Kociok et al., 1998), pelo uso de oligonucleotideos
fluorescentemente rotulados (Bauer et al. 1993; Ito et al. 1994; Luehrsen et
al., 1997; Smith et al., 1997) e pelo uso de iniciadores biotinilados (Korn et
al., 1992; Tagle et al., 1993; Rosok et al., 1996).

A FIG. 19 mostra os resultados de um experimento em que um

par de ACPs arbitrarios foram usados para amplificar segmentos de DNA
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genémico de uma variedade de cepas de camundongo. Para examinar a
reprodutibilidade da impressdo digital gendmica, a impressdo digital de cada
cepa de camundongo foi duplicada usando dois conjuntos diferentes dos
ACPs. A amplificagio pela PCR com base no ACP produziu diversos
segmentos de DNA de cada conjunto de iniciadores e os resultados foram
reprodutiveis. Os polimorfismos foram evidentes entre cepas de
camundongos, indicando que as cepas de camundongos podem ser
distinguidas através de polimorfismos nas impressdes digitais gendmicas
geradas pela PCR arbitrariamente preparada com base no ACP. Assim, o ACP
da invengdo objeto € util para detectar polimorfismos e construir mapas
genéticos.

EXEMPLO 8: PCR multiplex Usando a PCR com Base no
ACP |

Para demonstrar a aplicagio do ACP na PCR multiplex, as
porgdes contendo polimorfismos de nucleotideo tinico da molécula de adesdo
de leucécito humana I (ELAMI1) e genes p53 humanos (TP53) foram
amplificados com iniciadores convencionais ou ACP. O processo e resultados
para a amplifica¢do pela PCR multiplex usando ACPs sdo aqui descritos. O
DNA padr@o foi obtido a partir da placenta humana.

Os iniciadores convencionais para o exon3 de ELAM1 (155
pares de base) usados no Exemplo s3o:
ELAMINI 5° - TTGCACACTGTTGATTCTAA - 3’ (SEQ ID NO: 67); e
ELAMICI 5’ - TTATTGATGGTCTCTACACA - 3’ (SEQ ID NO: 68).
Os iniciadores convencionais para o exonl0 de ELAMI1 (287 pares de base)
usados no Exemplo sio:
ELAMIN2 5’ - CCACTGAGTCCAACATTC - 3’ (SEQ ID NO: 69); e
ELAMIC2 5’ - CTGAAACACTTCCCACAC - 3’ (SEQ ID NO: 70).

Os iniciadores convencionais para o exon4 de TP53 (349 pares

de base) usados no Exemplo s3o:
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P53N1 5’ - CCTCTGACTGCTCTTTTCAC - 3’ (SEQID NO: 71); e
P53C1 5’ - ATTGAAGTCTCATGGAAGCC - 3’ (SEQ ID NO: 72).

Os iniciadores convencionais para os exons7-8 de TP53 (750
pares de base) usados no Exemplo s3o:

P53N2 5’ - TGCTTGCCACAGGTCTC - 3’ (SEQ ID NO: 73); €
P53C2 5’ - GCAGTGCTAGGAAAGAGG - 3’ (SEQ ID NO: 74).

Estes iniciadores convencionais usados no Exemplo s3o
conhecidos como os iniciadores que geram produtos nfo especificos nos
métodos de PCR mutiplex convencional como conhecido na técnica.

Os ACPs da invengdo objeto foram aplicados a estes quatro
conjuntos de iniciadores convencionais para demonstrar se o ACP pode
superar os problemas tais como produtos néo especificos que resultam do uso
destes conjuntos de iniciadores convencionais para a PCR multiplex.

As porgdes de extremidade 3’ dos ACPs compreendem as
sequiéncias dos iniciadores convencionais acima como segue € assim o0
tamanho dos ACPs € de 26 pares de base ou 27 pares de base maiores do que
aquele dos 1niciadores convencionais:

ELAMINI-ACP 5 - GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIITTGCAC
ACTGTTGATTCTAA - 3’ (SEQ ID NO: 75),

ELAMICI-ACP 5 - TCACAGAAGTATGCCAAGCGAIIITTATTG
ATGGTCTCTACACA -3’ (SEQ ID NO: 76);

ELAMIN2-ACP 5 - GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIICCACTG
AGTCCAACATTC - 3’ (SEQ ID NO: 77);

ELAMIC2-ACP 5° - TCACAGAAGTATGCCAAGCGAIIIICTGAAA
CACTTCCCACAC - 3’ (SEQ ID NO: 78);

P53N1-ACP 5° - GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIICCTCTGACT
GCTCTTTTCAC - 3° (SEQ ID NO: 79);

P53C1-ACP 5° - TCACAGAAGTATGCCAAGCGAIIIIIATTGAAGTC
TCATGGAAGCC - 3’ (SEQ ID NO: 80);
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P53N2-ACP 5° - GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIITGCTTGCCA
CAGGTCTC - 3’ (SEQID NO: 81);
P53C2-ACP 5° - TCACAGAAGTATGCCAAGCGAIIIIGCAGTGCTA
GGAAAGAGG - 3’ (SEQ ID NO: 82).

As seqiiéncias da porgdo de extremidade 5° dos ACPs
compreendem € servem como seqii€ncias iniciadoras arbitrarias pré
selecionadas apenas para a amplificag@o pela PCR de segundo estagio:

JYC3 5’ - TCACAGAAGTATGCCAAGCGA - 3’ (SEQ ID
NO: 11)e

JYC4 5° - GTCTACCAGGCATTCGCTTCAT - 3’ (SEQ ID
NO: 12).

As amplificagdes pela PCR multiplex foram conduzidas pelas
amplificagGes pela PCR de estagio duplo de parada tinica ou sem parada, que
€ uma caracteristica inica da presente invengdo. A amplificagdo pela PCR foi
realizada pelo método de PCR de inicio quente como descrito no Exemplo 2.

PROTOCOLO A: Amplificagdes pela PCR de estagio duplo
de parada unica

(a) Amplificagio pela PCR de primeiro estagio

A amplificagdo pela PCR de primeiro estagio foi conduzida
por dois ciclos de PCR que compreendem da reagdo de anelamento, extensio
e desnaturag@o; a mistura de reagdo no volume final de 49,5 ul contendo 50
ng de DNA gen6mico humano, 8 pul de tampdo de reagio de PCR 10 x
(Promega), 7 pl de MgCl, a 25 mM, 5 pl de ANTP (2 mM de cada dATP,
dCTP, dGTP, dTTP), cada 0,5 pl de cada 5° ACP (10 uM) e 3> ACP (10 p,M)\
ajustada ¢ pré aquecida a 94° C, enquanto se mantém o tubo contendo a
mistura de reagdio em 94° C, 0,5 ul de Taq polimerase (5 unidades/pl;
Promega) € adicionado & mistura de reagio; as rea¢des de PCR sdo como
segue: dois ciclos de 94° C durante 40 segundos, 60° C durante 40 segundos e
72° C durante 40 segundos; seguida pela desnaturagio do produto de
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amplificagio a 94° C.

(B) Amplifica¢do pela PCR de segundo estigio

Os produtos resultantes gerados pela amplificagdo pela PCR
de primeiro estigio usando conjuntos miiltiplos dos ACPs forém depois
amplificados pelas seguintes amplificagGes pela PCR de segundo estigio sob
temperatura de anelamento mais alta. Depois da conclusdo da amplificagio
pela PCR de primeiro estigio, cada 2 pl de iniciadores arbitririos pré
selecionados a 10 uM, JYC3 e JYC4, foram adicionados 4 mistura de reagdo
obtida da amplificagcdo pela PCR de primeiro estigio, sob temperatura
desnaturante tal como a 94° C. A reagdo de PCR do segundo estagio foi como
segue: 40 ciclos de 94° C durante 40 segundos, 68° C durante 40 segundos e
72° C durante | minuto; seguida por uma extensdo final de 5 minutos a 72° C.

Os produtos amplificados foram analisados pela eletroforese
em um gel de agarose a 2 % e detectados tingindo-se com brometo de etidio.
Os produtos de PCR resultantes também podem ser detectados em um gel de
poliacrilamida desnaturante pela autorradiografia ou métodos de detec¢do ndo
radioativos tais como tingimento com prata (Gottschlich et al., 1997; Kociok
et al., 1998), pelo uso de oligonucleotideos fluorescentemente rotulados
(Bauer ef al. 1993; Ito et al. 1994; Luehrsen et al., 1997; Smith et al., 1997) e
pelo uso de iniciadores biotinilados (Korn et al., 1992; Tagle et al., 1993;
Rosok et al., 1996).

As FIGs. 20 e 21 mostram os resultados de experimentos em
que trés ou quatro conjuntos de iniciadores foram usados para amplificar
segmentos mutiplex de DNA genémico em uma rea¢do. O conjunto de
iniciadores convencionais gerou produtos ndo especificos assim como
produtos alvo especificos de trés conjuntos (FIG. 20A) ou quatro conjuntos
(FIG. 21A) de iniciadores. Ao contrario, os trés conjuntos (FIG. 20B) ou
quatro conjuntos (FIG. 21B) dos ACPs produziram apenas produtos alvo

mutiplex. Assim, o ACP da invengio objeto pode ser usado para a aplicacggo
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da PCR multiplex.

PROTOCOLO B: Amplificagdes pela PCR de estagio duplo
sem parada

Alternativamente, as seqiiéncias completas de cada conjunto
de ACP, ao invés dos iniciadores arbitrarios pré selecionados tais como JYC3
e JYC4, podem ser usados como iniciadores para a amplificagdo pela PCR de
segundo estdgio nas condi¢des de alta severidade. Neste caso, nio €
necessario adicionar os iniciadores arbitrarios pré selecionados 4 mistura de
rea¢do no momento ou depois da reagdo de PCR do primeiro estagio.

O processo das amplificagdes pela PCR de estdgio duplo sem
parada € basicamente idéntico ao Protocolo A, exceto que a amplifica¢do pela
PCR de segundo estagio deve imediatamente seguir a amplificagdo pela PCR
de primeiro estigio sem qualquer demora por que nio existe nenhuma etapa
de adicionar iniciadores arbitrarios pré selecionados e que a conéentrag:ﬁo de
cada conjunto de ACP, cada 1 pl de conjunto de 5° ACP (10 uM) e 3’ ACP
(10 pM), € adicionado a amplificagdo pela PCR de primeiro estagio.

Os produtos amplificados foram analisados pela eletroforese
em um gel de agarose a 2 % e detectados tingindo-se com brometo de etidio.
Os produtos de PCR resultantes também podem ser detectados em um gel de
poliacrilamida desnaturante pela autorradiografia ou métodos de detecgio ndo
radioativos tais como tingimento com prata (Gottschlich et al., 1997; Kociok
et al., 1998), pelo uso de oligonucleotideos fluorescentemente rotulados
(Bauer et al. 1993; Ito et al. 1994; Luehrsen et al., 1997; Smith et al., 1997) ¢
pelo uso de iniciadores biotinilados (Korn et al., 1992; Tagle et al., 1993;
Rosok et al., 1996).

Compativel com os resultados de amplificagdes pela PCR de
estagio duplo de parada tnica (FIG. 21B), a amplificagdo pela PCR de estagio
duplo sem parada também produziu apenas produtos especificos de multiplex

alvo (FIG. 21C). Estes exemplos ilustram que o ACP permite que os produtos
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sejam livres dos problemas de produtos secundarios assim como da nfo
especificidade que surge dos iniciadores convencionais usados nos métodos
da PCR multiplex como conhecido na técnica.

EXEMPLO 9: Identificagio de Segmentos de Homologia
Conservada em Familias de Multigene Usando ACP

O ACP da invengdo objeto foi aplicado para detectar e clonar
segmentos de homologia conservada em familias de multigene. No presente
exemplo, iniciadores degenerados foram planejados para detectar seqiiéncias
de homeobox. Os genes de homeobox sdo caracterizados por uma seqiiéncia
de nucleotideo de 180 pares de base conservadas conhecida como o
homeobox, que codifica um homeodominio de ligagdo de DNA de 60
aminodcidos. Para isolar os genes homeobox envolvidos no desenvolvimento
de embrido de camundongo, o RNA total obtido de trés estagios diferentes de
desenvolvimento de concepto, conceptos de camundongo de 4,5, 11,5 e 18,5
dias de idade, foi usado como um material de partida. Os primeiros cDNAs de
filamento foram preparados sob as mesmas condigdes como usadaé na sintese
de cDNA do Exemplo 3, em que JYC5-T;5-ACP foi usado como o iniciador
da sintese de primeiro cDNA de filamento.

Os seguintes ACPs compreendem as seqiiéncias degeneradas
para a seqiiéncia homeobox em suas porgdes de extremidade 3’ e foram
usados como iniciadores especificos de homeobox degenerados para a
amplificagdo pela PCR de primeiro estagio:
JYC2-HD1 5 - GCTTGACTACGATACTGTGCGAIIIIGTNCRRGTG
TGGTT - 3’ (SEQ ID NO: 83);
JYC2-HD2 5° - GCTTGACTACGATACTGTGCGAIIIIIGTNCRRGTC
TGGTT - 3’ (SEQ ID NO: 84); e
JYC2-HD3 5° - GCTTGACTACGATACTGTGCGAIIIIGTNCRRGTT
TGGTT - 3’ (SEQ ID NO: 85).

A amplificagio pela PCR foi realizada pelo método de PCR de
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inicio quente como descrito no Exemplo 2 e conduzida pelas amplificagdes
pela PCR de estagio duplo de parada tnica ou sem parada. O seguinte € um
exemplo do processo de amplificagdes pela PCR de estagio duplo de parada
unica.

1. Combinar os seguintes reagentes em um tubo de
microcentrifuga estéril de 0,2 ml: 49,5 pl do volume total contendo 1 pl de
primeiro ¢cDNA de filamento (50 ng/ul), 5 pl de tampdo de PCR 10 x
(Roche), 5 ul de NTP a 2 mM, 1 pl de um de JYC2-HDI, JYC2-HD2 ou
JYC2-HD3 a 10 uM (iniciador 5°), 1 ul de JYCS-T;5s-ACP a 10 uM (iniciador
3’) e 36,5 ul de dH,0 estéril.

2. Misturar os contetiidos € girar o tubo ligeiramente em uma
microcentrifuga.

3. Colocar o tubo no ciclador térmico pré aquecido a 94° C.

4. Adicionar 0,5 pl de Taq polimerase (5 unidades/pl; Roche)
na reagdo enquanto se mantém o tubo na temperatura de 94° C.

5. Conduzir a reagdo de PCR sob as seguintes condigdes: um
ciclo de 94° C durante 1 minuto, 52° C durante 3 minutos ¢ 72° C durante 1
minuto; seguidos por 40 ciclos de 94° C durante 40 segundos, 65° C durante
40 segundos ¢ 72° C durante 40 segundos; € seguida por uma extensio final
de 5 minutos a 72° C. |

Os produtos amplificados foram analisados pela eletroforese
em um gel de agarose a 2 % e detectados tingindo-se com brometo de etidio.
Os produtos de PCR resultantes também podem ser detectados em um gel de
poliacrilamida desnaturante pela autorradiografia ou métodos de detecgdo néo
radioativos tais como tingimento com prata (Gottschlich ef al., 1997; Kociok
et al., 1998), pelo uso de oligonucleotideos fluorescentemente rotulados
(Bauer et al. 1993; Ito et al. 1994; Luehrsen et al., 1997; Smith et al., 1997) e
pelo uso de iniciadores biotinilados (Korn et al., 1992; Tagle et al., 1993;
Rosok et al., 1996).
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Muitas faixas diferencialmente expressas em um estigio
especifico foram obtidas, subclonadas no vetor pGEM-T Easy (Promega) e
seqiienciadas. A analise de seqiiéncia revela que alguns dos clones contém
seqliéncias de homeobox. As andlises de Northern blot ou RT-PCR mostram
que os clones s3o idénticos aos resultados dos padroes de expressdo
observados pela eletroforese. Estes resultados indicam que o método usando o
ACP da presente invengdo para isolar segmentos de homologia conservada
em familias de multigene produz apenas produtos de PCR reais. A
independéncia de positivos falsos, que € um gargalo principal que permanece
nas técnicas com base na PCR anteriores para isolar segmentos de homologia
conservada em familias de multigene, permite evitar o trabalho intensivo
subsequente requerido para a verificagio dos fragmentos de cDNA
amplificados.

EXEMPLO 10: Genotipagem de Polimorfismo de Nucleotideo
Unico Usando a PCR com Base no ACP

Para demonstrar a aplicagio do ACP na genotipagem de
polimorfismo de nucleotideo unico, uma porgdo contendo um polimorfismo
de nucleotideo tnico (SNP) do gene p53 humano (TP53) foi amplificada com
iniciador convencional ou ACP. O processo e os resultados para a
genotipagem SNP usando ACPs sdo aqui descritos. Padroes de DNA foram
obtidos a partir de amostras de sangue humano que tém um SNP no exon 4 do
gene TP53. Este polimorfismo ¢é expresso como uma substitui¢do Arg = Pro
na posi¢do de aminoacido 72 pela substituigdo de G com C. Uma seqiiéncia
de 349 nt entre os nucleotideos 11991 e 12339 do gene TP53 foi amplificada
a partir de cada tipo de padrdo por um conjunto dos seguintes iniciadores:
P53N 5° - CCTCTGACTGCTCTTTTCAC - 3’ (SEQID NO: 86) ¢
P53C-ACP 5 - TCACAGAAGTATGCCAAGCGAIIIIATTGAAGTCT
CATGGAAGCC -3’ (SEQ ID NO: 87).

Os produtos amplificados contendo o SNP entre as suas
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extremidades foram usados como padrio para detectar o SNP usando ACP
especifico de alelos como segue:
P53N1A-ACP 5’ - GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIICCCCGCG TGG
-3’ (SEQ ID NO: 88),
P53NIB-ACP 5’ - GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIICCCCCCG TGG
-3’ (SEQ ID NO: 89),
P53N2A-ACP 5’ - GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIITCCCCGC GTG
-3’ (SEQ ID NO: 90),
P53N2B-ACP 5’ - GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIITCCCCCC GTG
-3’ (SEQ ID NO: 91),
P53N3A-ACP 5’ - GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIICTCCCCG CGT
- 3’ (SEQ ID NO: 92),
P53N3B-ACP 5’ - GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIICTCCCCC CGT
- 3’ (SEQ ID NO: 93),
P53N4A-ACP 5’ - GTCTACCAGGCATTCGCTTCATINIIGCTCCCC GCG
-3’ (SEQ ID NO: 94),
P53N4B-ACP 5° - GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIGCTCCCC CCG
-3’ (SEQID NO: 95),
P53N5A-ACP 5’ - GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIGCTCCCC G -
3’ (SEQ ID NO: 96), e
P53N5B-ACP 5’ - GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIGCTCCCC C - 3°
(SEQ ID NO: 97).

A base polimérfica estd sublinhada na porgio de extremidade
3’ de cada ACP especifico de alelo e a posi¢io da base polimérfica é
considerada uma posi¢do de interrogagdo. A posigio de interrogagio é
colocada em diversas posigdes diferentes a partir da extremidade 3’ dos ACPs
especificos de alelo de modo a determinar a posi¢io mais critica na
especificidade de anelamento para detectar o SNP.

Os ACPs especificos de alelo foram usados como iniciadores
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5’. P53C-ACP ¢ um de PS53N1A-ACP, P53N2A-ACP, P53N3A-ACP,
P53N4A-ACP e P53NS5SA-ACP foram usados para a genotipagem A do tipo
selvagem. P53C-ACP e um de PS3N1B-ACP, P53N2B-ACP, P53N3B-ACP,
P53N4B-ACP e P53N5B-ACP foram usados para a genotipagem B do tipo
variante. A seqiiéncia da porgdo de extremidade 5° dos ACPs foram servidos
como seqiiéncias iniciadoras pré selecionadas arbitrarias para a amplificagio
pela PCR de segundo estagio:
JYC3 5’ - TCACAGAAGTATGCCAAGCGA -3’ (SEQIDNO: 11) e
JYC4 5’ - GTCTACCAGGCATTCGCTTCAT - 3’(SEQ ID NO: 12).

(a) Amplificagdo pela PCR de primeiro estagio

A amplificagdo pela PCR de primeiro estagio foi conduzida
por um ciclo de PCR que consiste de reagdo de anelamento, extensdo e
desnaturag@o; a mistura de reagdo em um volume final de 49,5 pl contendo 1
ul do segmento gendmico alvo amplificado contendo o SNP no exon 4 do
gene TP53, 5 pul de tamp@o de reagdo de PCR 10 x (Promega), 5 pl de MgCl,
a25mM, 5 pl de dNTP (2 mM de cada dATP, dCTP, dGTP, dTTP) e 1 ul de
um dos ACPs especificos de alelo (10 pM) é pré aquecida a 94° C, enquanto
se mantém o tubo contendo a mistura de reagdo a 94° C, 0,5 ul de Taq
polimerase (5 unidades/pl; Promega) ¢ adicionado & mistura de reagdo; para
os ACPs especificos de alelo tendo 10 nucleotideos na sua porgdo de
extremidade 3’, as reagdes de PCR s3o como segue: um ciclo de 94° C
durante 40 segundos, 55° C durante 40 segundos e 72° C durante 40
segundos; seguida pela desnaturagdo do produto de amplificagio a 94° C;
péfa os ACPs especificos de alelo tendo 8 nucleotideos na sua porgio de
extremidade 3’, as reagdes de PCR sdo como segue: um ciclo de 94° C
durante 40 segundos, 50° C durante 40 segundos e¢ 72° C durante 40
segundos; seguida pela desnaturagio do produto de amplificagdo a 94° C. O
produto resultante é um primeiro filamento de DNA complementar ao

segmento gendmico alvo.
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(B) Amplificagdo pela PCR de Segundo estagio

O produto resultante gerado pela amplificagdo pela PCR de
primeiro estagio foi depois amplificado pela seguinte amplificagdo pela PCR
de segundo estagio a uma temperatura de anelamento mais alta do que a
primeira temperatura de anelamento. Depois da conclusio da amplificagdo
pela PCR de primeiro estagio, 1 ul de iniciador pré selecionado arbitrario a 10
uM, JYC3, foi adicionado & mistura de reagio obtida da amplificagdo pela
PCR de primeiro estagio, sob temperatura desnaturante tal como a 94° C. A
reagdo de PCR do segundo estagio foi realizada como segue: 30 ciclos de 94°
C durante 40 segundos, 68° C durante 40 segundos e 72° C durante 40
segundos; seguida por uma extensio final de 5 minutos a 72° C.

Os produtos amplificados foram analisados pela eletroforese em
um gel de agarose a 2 % e detectados tingindo-se com brometo de etidio. Os
produtos de PCR resultantes também podem ser detectados em um gel de
poliacrilamida desnaturante pela autorradiografia ou métodos de detecgiio ndo
radioativos tais como tingimento com prata (Gottschlich et al., 1997; Kociok et
al., 1998), pelo uso de oligonucleotideos fluorescentemente rotulados (Bauer et al.
1993; Tto et al. 1994; Luehrsen et al., 1997; Smith et al., 1997) e pelo uso de
iniciadores biotinilados (Ko ez al., 1992; Tagle et al., 1993; Rosok et al., 1996).

A FIG. 22 mostra os resultados da amplifica¢do especifica de
alelo usando ACP. O par de ACPs especificos de A do tipo selvagem
(PS3N2A-ACP e P53C-ACP) gerou um produto alvo especifico apenas das
amostras tendo genotipagem homozigética do tipo selvagem A (linha 1) ou
heterozigética (linha 3), mas nfio das amostras tendo genotipagem
homozigética do tipo variante B (linha 5). O par de ACPs especificos de B do
tipo variante (P53N2B-ACP e P53C-ACP) gerou um produto alvo especifico
apenas das amostras tendo genotipagem homozigética do tipo variante B
(linha 6) ou heterozigética (linha 4), mas ndo das amostras tendo genotipagem

homozigotica do tipo selvagem A (linha 2). Estes resultados indicam que o
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ACP da invengdo objeto pode ser aplicado como um método facil e
econdmico para detectar o gendtipo de SNPs visto que o uso de sonda de
DNA fluorescente nem o processamento poés PCR n#o sfo requeridos neste
método. Os ACPs especificos de alelo cada um tendo uma posi¢do de
interrogagdo na sua por¢do de extremidade 3’ mostraram melhora de
especificidade de anelamento. Além disso, quando o ACP especifico de alelo
tem uma posi¢do de interrogagdo na posi¢do 5 a partir da extremidade 3’ (por
exemplo, PS3N2A-ACP e P53N2B-ACP), a especificidade de anelamento € a
mais criticamente realizada.

De modo a verificar se a posi¢do 5 da extremidade 3’ real do
ACP especifico de alelo é a mais apropriado para a posi¢do de interrogagio,
seis experimentos adicionais foram conduzidos usando o mesmo processo
como usado na FIG. 22. Padrdes de DNA foram obtidos a partir de amostras
de sangue humano que t€m um SNP. Seis fragmentos genOmicos curtos
contendo SNPs foram amplificados usando cada conjunto de iniciador
diferente como segue: |
703N 5° - ATTCTGATGGTGTGGATTGTG -3’ (SEQID NO: 98) e
SM703C 5 - TCACAGAAGTATGCCAAGCGAIIIIIACCCTGGAGT
AGACGAAGA - 3’ (SEQ ID NO: 99) para o receptor adrenérgico Beta-2
(ADRB2),
028N 5’ - CCTTCTGTGCTTGATGCTTTT - 3’ (SEQ ID NO: 102) e
SM028C 5° - TCACAGAAGTATGCCAAGCGAIIIIICAGGAAGGAT
GAGCATTTAG- 3%
(SEQ ID NO: 103) para o receptor 5 da Quimiocina (motivo c-¢) (CCRS),
695N: 5’ - AGAAAAACCAGAGGCAGCTT -3’ (SEQID NO: 106) e
SM695C 5° - TCACAGAAGTATGCCAAGCGAIIIIIAGCACAAACC
AAAGACACAGT - 3’ (SEQ ID NO: 107) para o receptor da Interleucina 13,
679N 5’ - CTAGCTGCAAGTGACATCTCT - 3’ (SEQID NO: 110) e
SM679C 5 - TCACAGAGTATCCAAGCGIIIITCAGTAAGAAGCCA
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GGAGAG -3

(SEQ ID NO: 111) para a molécula de adesdo de leucocito - 1 (LAM-1),
832N 5’ - TTTTGGGTGGAGGCTAACAT -3’ (SEQID NO: 114) e
SM832C: 5° - TCACAGAAGTATGCCAGCGAIIIIIAACGATGCAGA
CACCACCA - 3’(SEQ ID NO: 115) para o receptor 3 de Taquicinina
(TACR3), e

880N 5’ - CTTCCACCAATACTCTTTTCC -3’ (SEQIDNO: 118) e
SM8B0C: 5° - TCACAGAAGTATGCCAGCGAIIIIIGCATACACACA
AGAGGCAGA - 3’(SEQ ID NO: 119) para a Interleucina 1, beta (IL1B).

Os produtos amplificados contendo o SNP entre as suas
extremidades foram usados como padrdo para detectar os SNPs em que os
ACPs especificos de alelo foram aplicados como segue:

SM703-A  5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIGGTACAGGGC-3’
(SEQIDNO: 100) e

SM703-B 5’ - GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIGGTACCGGGC - 3’
(SEQ ID NO: 101) para o receptor Beta-2 adrenérgico (ADRB2),

SM028-A  5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIITCCAAACCAA-3’
(SEQ ID NO: 104) ¢ |

SM028-B 5 -
GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIITCCAACCCAA - 3’ (SEQ ID NO:
105) para receptor 5 da Quimiocina (motivo c-c) (CCRS5),

SM695-A 5’ - GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIICCATTTTAGG -3’
(SEQ ID NO: 108) e

SM695-B 5’ - GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIICCATTGTAGG - 3’
(SEQ ID NO: 109) para o receptor da Interleucina 13,

SM679-A 5° - GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIICCAGAACTTT -3’
(SEQIDNO: 112) e

SM679-B 5° - GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIICCAGACCTTIT - 3’
(SEQ ID NO: 113) para a molécula de ades3o de Leucécito - 1 (LAM-1),
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SM832-A 5’ - GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIIGACTGGTAAA -3°
(SEQIDNO: 116) ¢

SM832-B 5° - GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIIGACTGATAAA - 3’
(SEQ ID NO: 117) para o receptor 3 da Taquicinina (TACR3), e

SM880-A 5’ - GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIIAAAGCCATAA -3’
(SEQID NO: 120) e

SM880-B 5° - GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIIAAAGCTATAA - 3’
(SEQ ID NO: 121) para a Interleucina 1, beta (IL1B).

A FIG. 23 mostra os resultados de amplificagdes especificas
de alelo para seis SNPs adicionais cada uma presente em gene diferente tal
como o receptor Beta-2 adrenérgico (ADRB2) (A), receptor 5 da Quimiocina
(motivo c-c) (CCRS) (B), receptor da Interleucina 13 (C), moléculas de
adesdo de Leucocito - 1 (LAM-1) (D), receptor 3 da Taquicinina (TACR3)
(E) e Interleucina 1, beta (IL1B) (F). Compativel com os resultados da FIG.
22, a especificidade de anelamento ¢ criticamente realizada quando o ACP
especifico de alelo tem uma posi¢do de interrogagdo na posigio 5 da
extremidade 3’. O par de ACPs especifico de A do tipo selvagem gerou um
produto alvo especifico apenas a partir das amostras tendo genotipagem
homozigética do tipo selvagem A (linha 1) ou heterozigética (linha 3), mas
ndo a partir das amostras tendo genotipagem homozigética do tipo B variante
(linha 5). O par de ACPs especificos de B do tipo variante gerou um produto
alvo especifico apenas das amostras tendo genotipagem homozigética tipo B
variante (linha 6) ou heterozigética (linha 4), mas nio das amostras tendo
genotipagem homozigética do tipo selvagem A (linha 2).

Tendo descrito uma forma de realizagdo preferida da presente
invengdo, deve ser entendido que variantes € modificagdes destas que caem
dentro do espirito da invengdo pode tornar-se evidente para aqueles
habilitados nesta técnica € o escopo desta invengdio deve ser determinado

pelas reivindicagdes anexas e seus equivalentes.
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TABELA 1
SEQ
ID NO Designag@o Seqiiéncia InformagZo
1 ACP1 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIICAGGAGTGG-3’
2 ACP2 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIGGCGACGATS-3’
3 ACP3 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIMMGCCATCGACS-3’
4 ACP4 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIMIAGATGCCCGW-3’
5 ACP5 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIMAGGCGATGCS-3’
6 ACP6 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIOTCTCCCGGTS-3’
7 ACP7 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIITTGTGGCGGS-3’
8 ACP8 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIICTCCGATGCS-3’
9 ACP9 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIICCTGCGGGTW-3’
10 JYC2 5’-GCTTGACTACGATACTGTGCGA-3’
11 JYC3 5’-TCACAGAAGTATGCCAAGCGA-3’
12 JYC4 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCAT-3’

13
14
15
16
17
18

20
21
22

ACP10 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIGCCATCGACC-3’
ACP11 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIMIGCCATCGACG-3’
ACP12 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIMMAGGCGATGCC-3’
ACP13 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIAGGCGATGCG-3’
ACP14 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIMCTCCGATGCC-3’
ACP15 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIHIICTCCGATGCG-3’19
CRP2I0 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATGCCATCGACC-3’
ACPl16 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIGCCATCGACC-3’
ACP17 5>-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIGCCATCGACC-3’
ACP18 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIGCCATCGACC-3’

TABELA 1 - continuagio

23
24

ACP19 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIGCCATCGACC-3’
dT-JYC3  5’-

CACAGAAGTATGCCAAGCGACTCGAGTTTTTTTTTTTTTTT-3’
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25 dT-JYC2  5-GCTTGACTACGATACTGTGCGATTTTTTTTTTTTTIT-3’
26 JYC2-T13C 5-CTTGACTACGATACTGTGCGATTTTTTTTTTTITC-3’
27 JYC2-T13G 5’-GCTTGACTACGATACTGTGCGATTTTTITTTTTTIG-3
28 JYC2-T13A 5-GCTTGACTACGATACTGTGCGATTTTTITTTTTTTITA-3’
29 dTe-JYC2 5’-GCTTGACTACGATACTGTGCGATTTTTTTTTT-3’

30 dT,;-ACP1  5-GCTTGACTACGATACTGTGCGAIIITTTITTITTTT-3’

31 DEG2 GCCATCGACCCGTTTCTCTAGCCCCATCTTCATGTGT

TTTAATGAGATGATATTAATTCATTACATTCATGGAT
AATATGTCCCTGAGTACATTCTAATCTAGATTTAACT
TCAAAAAAAAAAAAAAAAA

32 DEGS5 AGGCGATGCGGGCTGTACTCTGGGTGGCTGCCACAGT
CTCATGAGAAACCAAGGGCAAAGGACCAAGGAAAAG
GGTCTCAGGCCCCTAAAGCAGTGGCTTTCAACCATCCTAAT
GTTGTGACCTTTTAATACAGTTCCTCATGTTGTG
TGACCCCCCAACCATAAAATGATTTTTGTTTCTACTTC

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

33 SMARTIV 5-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTGGCCATTACG
GCCH(GGG)-3

34 Iniciador 5’ PCR 5’-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3’

35 CDS /3 5’-ATTCTAGAGGCCGAGGCGGCCGACATG-(dT)3VN-3’
36 1G3-ACP  5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIINIGGHGGG)-3’

37 1G2-ACP  5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIGGHGG)d(G)-3’
38 dG3-ACP  5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIGGA(GGG)-3’
TABELA 1-continuagio

39 Oligo dT;3-ACP 5-

GCTTGACTACGATACTGTGCGAIIITTTTTTTTTTTTTTTITIT-3’
40 PLP-Ca 5’-GAGAGGATAGTTTCAGGGAC-3’

41 JunB3 5’-CTCCGTGGTACGCCTGCTTTCTC-3’
42 f-actnal  5’-TCGTCACCCACATAGGAGTC-3’
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43 B-actina2  5’-CTAAGAGGAGGATGGTCGC-3’
44 EsxN7 5’-GCCGGTTGCAGAGCACC-3’

45 EsxC6 5’-GAACCATGTTTCTGAATGCC-3’
46 EsxN7-ACP 5’-

GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIGCCGGTTGCAGAGCACC-3’
47 EsxC6-ACP 5’-GCTTGACTACGATACTGTGCGAIIIIGAACCAT
GTTTCTGAATGCC-3’

48 EsxN1 5’-GAATCTGAAACAACTTTCTA-3

49 EsxC2 5’-GATGCATGGGACGAGGCACC-3’

50 EsxN1-ACP 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIGAATCT
GAAACAACTTTCTA-3

51 EsxN3 5’-CGCCGCACCCCTGCCCGCA-3’

52 EsxC5 5’-GATGCATGGGACGAGGCA-3’

53 EsxN3-ACP 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIHICGCCGC
ACCCCTGCCCGCA-3’

54 Oligo-dT;s S-TTTTTTTTTTTTITIT-3’

55 EsxC2-ACP 5’-GCTTGACTACGATACTGTGCGAIMNGATGCA
TGGGACGAGGCACC-3’

56 EsxC5-ACP 5’-GCTTGACTACGATACTGTGCGAIINIGATGCA
TGGGACGAGGCA-3’

57 OligoVdTs-ACP  5’-GCTTGACTACGATACTGTGCGAINIITTTTTT
TITTTTTTTV-3’

TABELA 1 - continuagio

58 dNs-ACP  5’-GCTTGACTACGATACTGTGCGAIIIINNNNNN-3
59 rGl-ACP  5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIGGHG)d(GG)-3’
60 JYCS 5’-CTGTGAATGCTGCGACTACGAT-3’

61 JYCS5-Ts-ACP 5’-CTGTGAATGCTGCGACTACGATHIITTTTTT
TITTTTTTT-3’

62 JYC5-TisV-ACP  5’-CTGTGAATGCTGCGACTACGATHIIITTTTTTT
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TTTTTTTTV-3’

63 JYCS5-T1sVN-ACP 5’-CTGTGAATGCTGCGACTACGATIIOTTTTTT
TTTTTTTTTVN-3’

64 ACP101 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIICCGGAGGATC-3’

65 ACP109 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIICTGCAGGACG-3’

66 ACP116 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIICGGAGCATCC-3’

67 ELAMIN1 S-TTGCACACTGTTGATTCTAA-3’

68 ELAMIC] S -TTATTGATGGTCTCTACACA-3’

69 ELAMIN2 5-CCACTGAGTCCAACATTC-3’

70 ELAMIC2 5-CTGAAACACTTCCCACAC-3’

71 P53N1 5’-CCTCTGACTGCTCTTTTCAC-3’

72 P53C1 5’-ATTGAAGTCTCATGGAAGCC-3’

73 P53N2 5’-TGCTTGCCACAGGTCTC-3’

74 P53C2 5’-GCAGTGCTAGGAAAGAGG-3’

75 ELAMINI-ACP 5-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIITTGCACACTGT
TGATTCTAA-3’ |

76 ELAMICI-ACP  5-TCACAGAAGTATGCCAAGCGAIINTTATTGATGGT
CTCTACACA-3

TABELA 1 - continuagio

77 ELAMIN2-ACP - 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIICCACTGAGTCC
AACATTC-3

78 ELAMIC2-ACP  5’-TCACAGAAGTATGCCAAGCGAIIICTGAAACACTT
CCCACAC-3

79 P33NI-ACP 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIICCTCTGACTGC
TCTTTTCAC-3’

80 P53C1-ACP 5’-TCACAGAAGTATGCCAAGCGAIMMATTGAAGTCTC
ATGGAAGCC-3’

81 P53N2-ACP 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIITGCTTGCCACA

GGTCTC-3’
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82 P53C2-ACP 5-TCACAGAAGTATGCCAAGCGAIINIGCAGTGCTAGG
AAAGAGG-3’

83 JYC2-HD1 5’-GCTTGACTACGATACTGTGCGAIIIIGTNCRRGTGTG
GTT-3

84 JYC2-HD2 5’-GCTTGACTACGATACTGTGCGAIIIIGTNCRRGTCTG
GTT-3¥

85 IYC2-HD3 5’-GCTTGACTACGATACTGTGCGAIINIGTNCRRGTTTG
GTT-3’

86 P53N 5’-CCTCTGACTGCTCTTTTCAC-3’

87 P53C-ACP 5’-TCACAGAAGTATGCCAAGCGAIMATTGAAGTCTC
ATGGAAGCC-3’

88 P53N1A-ACP 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATHIICCCCGCGTGG-3’
89 P53N1B-ACP 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIICCCCCCGTGG-3’
90 P53N2A-ACP 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIITCCCCGCGTG-3’
91 P53N2B-ACP 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIITCCCCCCGTG-3’

TABELA 1 - continuac&o

92 P53N3A-ACP 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIICTCCCCGCGT-3’
93 P53N3B-ACP 5’-GTCT ACCAGGCATTCGCIT CATIHICTCCCCCCGT-3’
94 P53N4A-ACP 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIGCTCCCCGCG-3’
95 P53N4B-ACP 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTT! CA’I;I[[IIGCT CCCCCCG-3’
96 P53NSA-ACP 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIGCTCCCCG-3’

97 P53N5B-ACP 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIGCTCCCCC-3’

98 703N 5’-ATTCTGATGGTGTGGATTGTG-3’

99 SM703C 5’-TCACAGAAGTATGCCAAGCGAIIMACCCTGGAGTAG
ACGAAGA-3

100 SM703-A  5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATHIIGGTACAGGGC-3’
101 SM703-B  5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATHIIGGTACCGGGC-3’

102 028N 5’-CCTTCTGTGCTTGATGCTTTT-3’

103 SM028C 5’-TCACAGAAGTATGCCAAGCGAIIIICAGGAAGGATGA
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GCATTTAG-3’

104 SM028-A  5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIITCCAAACCAA-3’
105 SM028-B  5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIITCCAACCCAA-3’
106 695N 5’-AGAAAAACCAGAGGCAGCTT-3’

107 SM695C  5°-TCACAGAAGTATGCCAAGCGAIIMAGCACAAACCAA
AGACACAGT-3

108 SM695-A  5-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIHII CCATTTTAGG-3’
109 SM695-B 5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATHII CCATTGTAGG-3’
110 679N 5’-CTAGCTGCAAGTGACATCTCT-3’

111 SM679C  5’-TCACAGAGTATCCAAGCGIIIITCAGTAAGAAG
CCAGGAGAG-3’

112 SM679-A  5-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIICCAGAACTTT-3’
TABELA 1 - continuagio

113 SM679-B  5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIICCAGACCTTT-3’
114 832N 5’-TTTTGGGTGGAGGCTAACAT-3’

115 SM832C  5-TCACAGAAGTATGCCAGCGAINMMNAACGATGCAG
ACACCACCA-¥

116 SM832-A  5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIGACTGGTAAA-3’
117 SM832-B  5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIMGACTGATAAA-3’
118 880N 5’-CTTCCACCAATACTCTTTTCC-3’

119 SM880C 5’ TCACAGAAGTATGCCAGCGAIIIIGCATACACACA
AGAGGCAGA-3

120 SMB80-A  5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIMAAAGCCATAA-3’
121 SM880-B  5’-GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIMAAAGCTATA

S=GouC
W=AouT
V=A,GouC
N=A,G,CouT

I é desoxiinosina



10

15

20

25

170

r é ribose
d é desoxirribose

TABELA 2

Fragmentos de cDNA Diferencialmente Expressos Clonados pelo ACP da Presente Inveng&io

Nomenclatura Identidade Homologia

DEG 1 Tropomiosina 2 (beta) Camundongo 92 %
DEG 2 Novo Novo

DEG 3 Proteina Hipotética (gene Tes) Camundongo 99 %
DEG 4 Protease-6 Camundongo 92 %
DEGS5 Novo Novo

DEG6 Citocromo c oxidase, subunidade Vb Camundongo 99 %
DEG 7 Hidroxilacil-Coenzima A desidrogense (Hadh) Camundongo 98 %
DEG 8 Troponina T2, cardiaca (Tnnt2) Camundongo 94 %
DEG 9 Proteina do motivo de ligagio de RNA, cromossoma X

Camundongo 96 %

DEG 10 Peroxiredoxina 6 (Prdx6) Camundongo 89 %
DEG 11 c¢DNA de embrido de 11 dias ou 13 dias Camundongo 98 %
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REIVINDICACOES

1. Iniciador de controle de anelamento para melhorar a

especificidade  de anelamento na amplificagio de dcido nucléico,

caracterizado pelo fato de que compreende: (a) uma por¢io de extremidade 3°
tendo uma segiiéncia de nucleotideo hibridizadora substancialmente
complementar a um sitio em um dcido nucléico padrio para hibridizar com
ela; (b) uma porcdo de extremidade 57 tendo uma seqiliéncia de nucleotideo
pré selecionada arbitriria; e (c) uma porgio reguladora posicionada entre a
dita por¢iio de extremidade 3' e a dita por¢io de extremidade 5 que
compreende pelo menos duas bases universais ou bases ndo discriminatorias
andlogas, por meio da qual a dita por¢do reguladora é capaz de regular uma
por¢io de anelamento do dito imiciador em assoclacdo com a temperatura de
anclamento, em que os ditos iniciadores de controle de anclamento tem uma
formula geral de 57 - X,-Y-Z, - 37, em que X, representa a dita por¢do de
extremidade 5" tendo a dita sequéncia de nucleotideo arbitrdria pré
selecionada substancialmente nde complementar a nenhum sitio no dcido
nucleico padrio; Y, representa a dita por¢do reguladora que compreende pelo
menos duas bases universais ou bases nio discriminatérias andlogas: Z,
representa @ dita porcio de extremidade 37 tendo uma sequéncia de
nucleotideo hibridizadora substancialmente complementar a um sitio no acido
nucléico padrio para hibridizar com ela; em que p, q e r representam o
namero de nucleotideos; e em que X, Y e Z sdo desoxirnbonucleotideos ou
ribonuclecotideos.

2. Iniciador de controle de anelamento de acordo com a

reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de que a dita seqgiiéncia de nucleotideo

arbitraria pré selecionada da dita por¢ao de extremidade 5° € substancialmente
ndo complementar a nenhum sitio no dito deido nucléico padrio.

3. Iniciador de controle de anelamento de acordo com a
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reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que o dito 4cido nucléico padrao é

gDNA, cDNA ou mRNA.

4. Iniciador de controle de anelamento de acordo com a

reivindicacao 3, caracterizado pelo fato de que os ditos gDNA ou cDNA sio

DNA de filamento tinico ou duplo.
5. Iniciador de controle de anelamento de acordo com a

reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de que a dita amplificacdo de acido

nucléico € realizada sob uma primeira € uma segunda temperaturas de
anelamento.
6. Iniciador de controle de anelamento de acordo com a

reivindicago 5, caracterizado pelo fato de que a dita primeira temperatura de

anelamento na dita amplificacdo de 4cido nucléico € idéntica ou mais baixa do
que a dita segunda temperatura de anelamento.
7. Iniciador de controle de anelamento de acordo com a

reivindicacdo 5, caracterizado pelo fato de que a dita por¢ao de extremidade

3’ esta envolvida no anelamento na dita primeira temperatura de anelamento e
a dita por¢do de extremidade 5’ serve como um sitio de iniciagdo na dita
segunda temperatura de anelamento.

8. Iniciador de controle de anelamento de acordo com a

reivindicacdo 5, caracterizado pelo fato de que a dita por¢ao reguladora é

capaz de restringir a dita por¢cdo de anelamento do dito iniciador a dita por¢ao
de extremidade 3’ na dita primeira temperatura de anelamento.
9. Iniciador de controle de anelamento de acordo com a

reivindicago 5, caracterizado pelo fato de que a dita primeira temperatura de

anelamento esta entre cerca de 30° C e 68° C.

10. Iniciador de controle de anelamento de acordo com a

reivindicacdo 5, caracterizado pelo fato de que a dita segunda temperatura de

anelamento esta entre cerca de 50° C e 72° C.
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11. Iniciador de controle de anelamento de acordo com a

reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que a dita base universal ou a dita

base ndo discriminatéria andloga sdo capazes de formar pares de base com
cada uma das bases de DNA/RNA naturais com pouca discriminagao entre as
ditas bases de DNA/RNA naturais.

12. Iniciador de controle de anelamento de acordo com a

reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que a dita base universal ou a dita

base nio discriminatdéria andloga sdo selecionadas do grupo que consiste de
desoxiinosina, inosina, 7-desaza-2’-desoxiinosina, 2-aza-2’-desoxiinosina, 2’-
OMe inosina, 2’-F inosina, des6xi 3-nitropirrol, 3-nitropirrol, 2’-OMe 3-
nitropirrol, 2’-F 3-nitropirrol, 1-(2’-deséxi-beta-D-ribofuranosil)-3-nitropirrol,
deséxi S-nitroindol, 5-nitroindol, 2’-OMe 5-nitroindol, 2’-F 5-nitroindol,
deséxi  4-nitrobenzimidazol, 4-nitrobenzimidazol, desdéxi 4-amino-
benzimidazol, 4-aminobenzimidazol, des6xi nebularina, 2’-F nebularina, 2’-F
4-nitrobenzimidazol, PNA-5-introindol, PNA-nebularina, PNA-inosina, PNA-
4-nitrobenzimidazol, PNA-3-nitropirrol, morfolino-5-nitroindol, morfolino-
nebularina, morfolino-inosina, morfolino-4-nitrobenzimidazol, morfolino-3-
nitropirrol, fosforamidato-5-nitroindol, fosforamidato-nebularina,
fosforamidato-inosina, fosforamidato-4- nitrobenzimidazol, fosforamidato-3-
nitropirrol, 2’-0-metoxietil inosina, 2’-0-metoxietil nebularina, 2’-0-metoxietil
S-nitroindol, 2’-O-metoxietil 4-nitro-benzimidazol, 2’-0-metoxietil 3-
nitropirrol e combinacdes destas.

13. Iniciador de controle de anelamento de acordo com a

reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que a dita base universal ou a dita

base nao discriminatéria andloga € desoxiinosina, 1-(2’-des6xi-beta-D-
ribofuranosil)-3-nitropirrol ou 5-nitroindol.
14. Iniciador de controle de anelamento de acordo com a

reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que a dita por¢do reguladora
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compreende nucleotideos contiguos tendo a base universal ou a base nao
discriminatéria andloga.
15. Iniciador de controle de anelamento de acordo com a

reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de que os ditos

desoxirribonucleotideos sio dNMPs que ocorrem naturalmente, nucleotideos
modificados e nucleotideos nao naturais.
16. Iniciador de controle de anelamento de acordo com a

reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de que p representa um nimero

inteiro de 15 a 60.
17. Iniciador de controle de anelamento de acordo com a

reivindicacgao 1, caracterizado pelo fato de que q € pelo menos 3.

18. Iniciador de controle de anelamento de acordo com a

reivindicagao 1, caracterizado pelo fato de que q € pelo menos 4.

19. Iniciador de controle de anelamento de acordo com a

reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de que q representa um nimero

inteiro de 2 a 15.
20. Iniciador de controle de anelamento de acordo com a
reivindicagao 1, caracterizado pelo fato de que r representa um nimero inteiro

de 6 a 50.

21. Iniciador de controle de anelamento de acordo com a

reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que p € um nimero inteiro de 15 a

60, g ¢ um nimero inteiro de 2 a 15 e r € um ndmero inteiro de 6 a 30.
22. Iniciador de controle de anelamento de acordo com a

reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que X, compreende uma seqiiéncia

iniciadora universal.
23. Iniciador de controle de anelamento de acordo com a

reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que X, inclui uma sequéncia ou

sequéncias reconhecidas por uma endonuclease de restricdo ou endonucleases
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de restrigao.
24. Iniciador de controle de anelamento de acordo com a

reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que X, compreende pelo menos

um nucleotideo com um rétulo para a detec¢ao ou isolamento.
25. Iniciador de controle de anelamento de acordo com a

reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de que Z, ¢ uma seqii€ncia de

nucleotideo que hibridiza com a cauda de poliadenosina (poliA) de um
mRNA.
26. Iniciador de controle de anelamento de acordo com a

reivindicacdo 25, caracterizado pelo fato de que Z, compreende pelo menos

10 nucleotideos contiguos de desoxitimidina.
27. Iniciador de controle de anelamento de acordo com a

reivindicacdo 25, caracterizado pelo fato de que Z, compreende pelo menos

10 nucleotideos contiguos de desoxitimidina tendo 3’-V na sua extremidade
3’; em que V € um selecionado do grupo que consiste de desoxiadenosina,
desoxicitidina e desoxiguanosina.

28. Iniciador de controle de anelamento de acordo com a

reivindicacdo 25, caracterizado pelo fato de que Z, compreende pelo menos

10 nucleotideos contiguos de desoxitimidina tendo 3’-NV na sua extremidade
3’; em que V € um selecionado do grupo que consiste de desoxiadenosina,
desoxicitidina e desoxiguanosina € N € um selecionado do grupo que consiste
de desoxiadenosina, desoxitimidina, desoxicitidina e desoxiguanosina.

29. Iniciador de controle de anelamento de acordo com a

reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de que Z, ¢ uma seqii€ncia de

nucleotideo substancialmente complementar a uma seqii€éncia alvo no 4cido
nucléico padrao.
30. Iniciador de controle de anelamento de acordo com a

reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de que Z. ¢ uma seqii€ncia aleatéria
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de nucleotideo.
31. Iniciador de controle de anelamento de acordo com a

reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de que Z, é uma seqii€ncia de

nucleotideo substancialmente complementar a uma seqii€éncia de consenso
encontrada em uma familia de gene.
32. Iniciador de controle de anelamento de acordo com a

reivindicagao 1, caracterizado pelo fato de que Z, é uma seqiiéncia degenerada

de nucleotideo selecionada de uma pluralidade de combinagbes de
nucleotideos que codificam uma seqii€ncia de aminoéacido predeterminada.
33. Iniciador de controle de anelamento de acordo com a

reivindicago 1, caracterizado pelo fato de que Z, compreende pelo menos um

ribonucleotideo.

34. Kit, caracterizado pelo fato de que compreende o iniciador

ou o conjunto de iniciadores como definido em qualquer uma das
reivindicacGes de 1 a 33.

35. Kit de acordo com a reivindicacdo 34, caracterizado pelo

fato de que o kit ainda compreende um iniciador ou um par de iniciadores
tendo uma seqiiéncia de nucleotideo que corresponde a dita porcdo de
extremidade 5’ do dito iniciador de controle de anelamento como definido em
qualquer uma das reivindicacdes de 1 a 33.

36. Método para amplificar uma seqiiéncia de 4cido nucléico

de um DNA ou uma mistura de dcidos nucléicos, caracterizado pelo fato de

que compreende realizar uma reacdo de amplificacio usando iniciadores,
distinguidos por pelo menos um iniciador ter a mesma estrutura como o
iniciador como definido em qualquer uma das reivindica¢oes de 1 a 24.

37. Método de acordo com a reivindicacdo 36, caracterizado

pelo fato de que o dito método € realizado usando amplificacdes de dois

estagios, que compreendem:
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(a) realizar uma amplificacdo de primeiro estdgio da dita
seqii€éncia de acido nucléico em uma primeira temperatura de anelamento que
compreende pelo menos dois ciclos de anelamento do iniciador, estender e
desnaturar o iniciador, usando o par de iniciadores como definidos qualquer
uma das reivindicagdes de 1 a 24 cada um tendo na sua porcdo de
extremidade 3’ uma seqii€ncia hibridizadora substancialmente complementar
a uma regido da dita seqii€ncia de 4cido nucléico para hibridizar com ela, sob
condi¢des em que cada iniciador anela a dita regido da dita seqii€éncia de 4cido
nucléico, por meio das quais o produto de amplificacdo da dita seqii€ncia de
acido nucléico € gerado; e

(b) realizar uma amplificacdo de segundo estidgio do dito
produto de amplificacdo gerado a partir da etapa (a) a uma segunda
temperatura de anelamento, que estd em condicdes de alta severidade, que
compreende pelo menos um ciclo de anelamento do iniciador, estender e
desnaturar o iniciador, usando os mesmos iniciadores como usados na etapa
(a) ou um par de iniciadores cada um compreendendo uma seqiiéncia de
nucleotideo pré selecionada arbitraria que corresponde a cada porcio de
extremidade 5’ dos ditos iniciadores usados na etapa (a), sob condi¢des em
que cada iniciador anela as extremidades 3’ e 5° do dito produto de
amplificacdo, respectivamente, por meio das quais o dito produto de
amplificacdo é re-amplificado.

38. Método para amplificar seletivamente uma seqii€ncia de
acido nucléico alvo de um DNA ou uma mistura de acidos nucléicos,

caracterizado pelo fato de que compreende realizar uma reagcdo de

amplificacdo usando iniciadores, distinguidos por pelo menos um iniciador ter
a mesma estrutura como o iniciador como definido em qualquer uma das
reivindicacGes de 1 a 24.

39. Método de acordo com a reivindicagdo 38, caracterizado
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pelo fato de que o dito método € realizado usando amplificacdes de dois
estagios, que compreende:

(a) realizar uma amplificacdo de primeiro estigio da dita
seqii€éncia de 4cido nucléico alvo em uma primeira temperatura de aneclamento
que compreende pelo menos dois ciclos de anelamento do iniciador, estender
e desnaturar o iniciador, usando o par de iniciadores de qualquer uma das
reivindicagc6es de 1 a 24 cada um tendo na sua por¢ao de extremidade 3’ uma
sequéncia hibridizadora substancialmente complementar a uma regido da dita
seqiiéncia de acido nucléico alvo para hibridizar com ela, sob condi¢Ges em
que cada iniciador anela a sua sequéncia de nucleotideo alvo, por meio das
quais o produto de amplificacdo da dita seqiiéncia de nucleotideo alvo é
gerado; e

(b) realizar uma amplificacdo de segundo estidgio do dito
produto de amplificacdo gerado a partir da etapa (a) a uma segunda
temperatura de anelamento, que estd em condi¢des de alta severidade, que
compreende pelo menos um ciclo de anelamento do iniciador, estender e
desnaturar o iniciador, usando os mesmos iniciadores como usados na etapa
(a) ou um par de iniciadores cada um compreendendo uma seqiiéncia de
nucleotideo pré selecionada arbitraria que corresponde a cada porcdo de
extremidade 5’ dos ditos iniciadores usados na etapa (a), sob condi¢des em
que cada iniciador anela as extremidades 3’ e 5’ do dito produto de
amplificacdo, respectivamente, por meio das quais o dito produto de
amplificacdo ¢ re-amplificado.

40. Método para amplificar seletivamente uma seqii€éncia de

acido nucléico alvo a partir de um mRNA, caracterizado pelo fato de que

compreende transcrever de modo reverso o dito mRNA e realizar uma reagcao
de amplificacdo usando iniciadores, distinguidos por pelo menos um iniciador

que tem pelo menos a mesma estrutura como o iniciador como definido em
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qualquer uma das reivindicacoes 1 a 24.

41. Método de acordo com a reivindicacdo 40, caracterizado

pelo fato de que o dito método ¢ realizado usando amplificacdes de dois
estagios, que compreende:

(a) contactar o dito mRNA com um iniciador de
oligonucleotideo dT que ¢ hibridizado a cauda poliA do dito mRNA sob
condicOes suficientes para que a sintese de 4cido desoxirribonucléico
enzimatica direcionada pelo padrdo ocorra;

(b) transcrever de modo reverso o dito mRNA ao qual o dito
iniciador de oligonucleotideo dT hibridiza para produzir um primeiro
filamento de DNA que é complementar ao dito mRNA ao qual o dito
iniciador de oligonucleotideo dT hibridiza;

(c) realizar uma amplificacdo de primeiro estigio da dita
seqiiéncia de acido nucléico alvo a partir do dito primeiro filamento de DNA
obtido a partir da etapa (b) em uma primeira temperatura de anclamento que
compreende pelo menos dois ciclos de anelamento do iniciador, estender e
desnaturar o iniciador, usando o par de iniciadores como definido em
qualquer uma das reivindicages de 1 a 24 cada um tendo na sua porcio de
extremidade 3’ uma seqii€ncia hibridizadora substancialmente complementar
a uma regido da dita seqiiéncia de 4cido nucléico alvo para hibridizar com ela,
sob condi¢des em que cada iniciador anela a sua seqiiéncia de nucleotideo
alvo, por meio das quais o produto de amplificacdo da dita seqiiéncia de
nucleotideo alvo é gerado; e

(d) realizar uma amplificacdo de segundo estidgio do dito
produto de amplificacdo gerado a partir da etapa (c) a uma segunda
temperatura de anelamento, que estd em condi¢des de alta severidade, que
compreende pelo menos um ciclo de anelamento do iniciador, estender e

desnaturar o iniciador, usando os mesmos iniciadores como usados na etapa
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(c) ou um par de iniciadores cada um compreendendo uma sequéncia de
nucleotideo pré selecionada arbitraria que corresponde a cada porcio de
extremidade 5’ dos ditos iniciadores usados na etapa (c), sob condi¢des em
que cada iniciador anela as extremidades 3’ e 5’ do dito produto de
amplificacdo, respectivamente, por meio das quais o dito produto de
amplificacdo € re-amplificado.

42. Método para detectar a complementaridade de DNA ao
mRNA diferencialmente expresso em duas ou mais amostras de 4cido

nucléico, caracterizado pelo fato de que compreende transcrever de modo

reverso o dito mRNA e realizar uma reacdo de amplificacdo usando
iniciadores, distinguidos por pelo menos um iniciador ter a mesma estrutura
como o iniciador como definido em qualquer uma das reivindicagbes de 1 a
24.

43. Método de acordo com a reivindicagdo 42, caracterizado

pelo fato de que o dito método € realizado usando amplificacdes de dois
estagios, que compreende:

(a) fornecer uma primeira amostra de acidos nucléicos que
representem uma primeira populacao de transcritos de mRNA e uma segunda
amostra de 4cidos nucléicos que representam uma segunda populacido de
transcritos de mRNA;

(b) separadamente contactar cada uma da dita primeira
amostra de acido nucléico e da dita segunda amostra de 4cido nucléico com
um primeiro iniciador como definido em qualquer uma das reivindicacdes de
1 a 28, em que a porcdo de extremidade 3’ do dito primeiro iniciador
compreende uma seqiiéncia de nucleotideo hibridizadora substancialmente
complementar a um primeiro sitio no dito mRNA diferencialmente expresso
para hibridizar com ela, sob condi¢des suficientes para que a sintese de acido

desoxirribonucléico enzimatica direcionada pelo padrao ocorra;
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(c) transcrever de modo reverso o dito mRNA
diferencialmente expresso ao qual o dito primeiro iniciador hibridiza para
produzir uma primeira populacdo de primeiros filamentos de cDNA que sao
complementares ao dito mRINA diferencialmente expresso na dita primeira
amostra de acido nucléico a qual o dito primeiro iniciador hibridiza € uma
segunda populacdo de primeiros filamentos de c¢cDNA que sao
complementares ao dito mRNA diferencialmente expresso na dita segunda
amostra de acido nucléico a qual o dito primeiro iniciador hibridiza;

(d) purificar e quantificar cada um das ditas primeira e
segunda populagGes de primeiros filamentos de cDNA;

(e) realizar uma amplificacdo de primeiro estidgio de cada uma
das ditas primeira e segunda populacdes dos primeiros filamentos de DNA
obtidos a partir da etapa (d) em uma primeira temperatura de anelamento que
compreende pelo menos um ciclo de anelamento do iniciador, estender e
desnaturar o iniciador, usando um segundo iniciador como definido em
qualquer uma das reivindicacbes de 1 a 24 tendo na sua por¢do de
extremidade 3’ uma seqii€ncia hibridizadora substancialmente complementar
a um segundo sitio nas ditas primeira e segunda populacées de primeiros
filamentos de cDNA, sob condi¢Ges em que o dito segundo iniciador anela ao
dito segundo sitio em cada populacdo dos ditos primeiros filamentos de
cDNA, por meio das quais a primeira e segunda populacdes de segundos
filamentos de DNA sao geradas;

(f) realizar uma amplificacdo de segundo estigio de cada
segundo filamento de DNA gerado a partir da etapa (¢) a uma segunda
temperatura de anelamento, que estd em condi¢des de alta severidade, que
compreende pelo menos dois ciclos de anelamento do iniciador, estender e
desnaturar o iniciador, usando os mesmos primeiro ¢ segundo iniciadores

como usados nas etapas (b) e (e), respectivamente ou um par de iniciadores
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cada um compreendendo uma sequéncia de nucleotideo pré selecionada
arbitraria que corresponde a cada por¢ao de extremidade 5’ dos ditos primeiro
e segundo iniciadores usados nas etapas (b) e (e), respectivamente, sob
condi¢des em que cada iniciador anela as seqii€éncias de extremidades 3’ ¢ 5’
de cada segundo filamento de DNA, respectivamente, por meio da qual os
produtos de amplificacdo dos ditos segundos filamentos de cDNA sio
gerados, €

(g) comparar a presenga ou o nivel de produtos de
amplificacdo individuais nas ditas primeira e segunda populacdes de produtos
de amplificacdo obtidos a partir da etapa (f).

44. Método para amplificar rapidamente um fragmento de
cDNA alvo que compreende uma regido de cDNA que corresponde a regiao

da extremidade 3° de um mRINA, caracterizado pelo fato de que compreende

transcrever de modo reverso o dito mRNA e realizar uma reagcao de
amplificacdo usando iniciadores, distinguidos por pelo menos um iniciador ter
a mesma estrutura como o iniciador como definido em qualquer uma das
reivindicacGes de 1 a 24.

45. Método de acordo com a reivindicagao 44, caracterizado

pelo fato de que o dito método € realizado usando amplificacdes de dois
estagios, que compreende:

(a) contactar mRNAs com um primeiro iniciador como
definido em qualquer uma das reivindicagoes de 1 a 28, em que a porcao de
extremidade 3’ do dito iniciador compreende uma sequéncia de nucleotideo
hibridizadora substancialmente complementar as caudas poliA dos ditos
mRNAs para hibridizar com ela, sob condi¢des suficientes para que a sintese
de 4cido desoxirribonucléico enzimética direcionada pelo padrao ocorra;

(b) transcrever de modo reverso os ditos mRNAs aos quais o

dito primeiro iniciador hibridiza para produzir uma populac¢ido de primeiros
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filamentos de cDNA que sdo complementares aos ditos mRNAs aos quais o
dito primeiro iniciador hibridiza;

(c) realizar uma amplificacdo de primeiro estdgio dos ditos
primeiros filamentos de cDNA em uma primeira temperatura de anelamento
que compreende pelo menos um ciclo de anelamento do iniciador, estender e
desnaturar o iniciador, usando um segundo iniciador como definido em
qualquer uma das reivindicagbes de 1 a 24 tendo na sua porcdo de
extremidade 3’ uma seqii€éncia de nucleotideo hibridizadora especifica de
gene substancialmente complementar a um sitio em um dos ditos primeiros
filamentos de cDNA para hibridizar com ela, sob condi¢cdes em que o dito
segundo iniciador anela a um sitio especifico de gene em um dos ditos
primeiros filamentos de cDNA, por meio das quais uma sintese do segundo
cDNA de filamento especifico de gene € gerado; e

(d) realizar uma amplificacio de segundo estidgio da dita
sintese do segundo filamento de cDNA especifico de gene gerado a partir da
etapa (c) em uma segunda temperatura de anelamento, que estd em condicoes
de alta severidade, que compreende pelo menos dois ciclos de anelamento do
iniciador, estender e desnaturar o iniciador, usando os mesmos primeiro e
segundo iniciadores como usados nas etapas (a) e (c), respectivamente, ou um
par de iniciadores cada um compreendendo uma seqiiéncia de nucleotideo pré
selecionada arbitraria que corresponde a cada por¢cao de extremidade 5’ dos
ditos primeiro e segundo iniciadores usados nas etapas (a) e (c),
respectivamente, sob condi¢des em que cada iniciador anele as seqii€éncias de
extremidades 3’ e 5° de uma sintese do segundo filamento de cDNA
especifico de gene, respectivamente, por meio das quais um produto de
amplificacdo de um filamento de cDNA especifico de gene € gerado.

46. Método para amplificar rapidamente um fragmento de

cDNA alvo, que compreende uma regidao de cDNA que corresponde a regiao
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de extremidade 5° de um mRINA, caracterizado pelo fato de que compreende

transcrever de modo reverso o dito mRNA e realizar uma reacdo de
amplificacdo usando iniciadores, distinguidos por pelo menos um iniciador ter
a mesma estrutura como o iniciador como definido em qualquer uma das
reivindicacGes de 1 a 24.

47. Método de acordo com a reivindicagdo 46, caracterizado

pelo fato de que o dito método € realizado usando amplificacdes de dois
estagios, que compreende:

(a) contactar mRNAs com um iniciador de oligonucleotideo
dT ou iniciador aleatério como um iniciador de sintese de cDNA sob
condi¢Ges suficientes para que a sintese de &cido desoxirribonucléico
enzimadtica direcionada pelo padrdo ocorra, em que o dito iniciador de sintese
de cDNA compreende uma sequéncia de nucleotideo hibridizadora
substancialmente complementar a uma regido de um mRNA para hibridizar
com ela;

(b) transcrever de modo reverso os ditos mRNAs, usando uma
transcriptase reversa, a qual o dito iniciador de sintese de cDNA hibridiza
para produzir uma populacdo de primeiros filamentos de cDNA que sao
complementares aos ditos mRNAs aos quais o dito iniciador de sintese de
cDNA hibridiza, por meio das quais os intermedidrios de mRNA-cDNA sao
gerados;

(c) permitir que residuos de citosina sejam formados em
terminacao nas extremidades 3’ dos ditos primeiros filamentos de cDNA na
forma dos ditos intermedidrios de mRNA-cDNA pela reacdo de transferase
terminal de transcriptase reversa;

(d) contactar as caudas de citosina nas extremidades 3’ dos
ditos primeiros filamentos de cDNA gerados a partir da etapa (c) com um

oligonucleotideo que compreende uma porcdo de extremidade 3’ e uma
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porcdo de extremidade 5° separadas por um grupo de base universal ou base
ndo discriminatéria andloga, em que a porcao de extremidade 3’ compreende
pelo menos trés residuos de guanina na sua extremidade 3’ para hibridizar
com as ditas caudas de citosina nas extremidades 3’ dos ditos primeiros
filamentos de cDNA e a porcao de extremidade 5° compreende uma
seqiiéncia de nucleotideo pré selecionada arbitraria, sob condi¢cdes em que a
dita por¢cao de extremidade 3’ do dito oligonucleotideo € hibridizada as ditas
caudas de citosina;

(e) estender as extremidades 3’ formadas em terminacdo dos
ditos primeiros filamentos de cDNA para gerar uma seqii€ncia adicional
complementar ao dito oligonucleotideo usando transcriptase reversa, em que o
dito oligonucleotideo serve como um padrao na reacdo de extensiao, por meio
da qual os primeiros filamentos de cDNA de comprimento completo sio
prolongados;

(f) realizar uma amplificacdo de primeiro estdgio dos ditos
primeiros filamentos de cDNA de comprimento completo obtidos a partir da
etapa (e¢) em uma primeira temperatura de anelamento, que compreende as
etapas de:

(i) pelo menos um ciclo de anelamento do iniciador, estender e
desnaturar o iniciador usando um primeiro iniciador que compreende uma
sequéncia de nucleotideo substancialmente complementar as sequéncias da
extremidade 3’ dos ditos primeiros filamentos de cDNA de comprimento
completo, sob condicdes em que o dito primeiro iniciador anela as
extremidades 3’ dos ditos primeiros filamentos de cDNA de comprimento
completo, por meio das quais segundos filamentos de cDNA de comprimento
completo sdo gerados;

(ii) pelo menos um ciclo de anelamento do iniciador, estender

e desnaturar o iniciador usando um segundo iniciador como definido em
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qualquer uma das reivindicagbes de 1 a 24 tendo na sua porcdo de
extremidade 3° uma seqiiéncia hibridizadora especifica de gene
substancialmente complementar a uma regido em um dos ditos segundos
filamentos de cDNA de comprimento completo para hibridizar com ela, sob
condi¢des em que o dito segundo iniciador anela a um sitio especifico de gene
em um dos ditos segundos filamentos de cDNA de comprimento completo,
por meio das quais um filamento de cDNA especifico de gene € gerado; e

(g) realizar uma amplificacdo de segundo estidgio do dito
filamento de cDNA especifico de gene em uma segunda temperatura de
anelamento, que estd em condi¢Oes de alta severidade, que compreende pelo
menos dois ciclos de anelamento do iniciador, estender e desnaturar o
iniciador, usando os mesmos primeiro e segundo iniciadores como usados nas
etapas (f)-(1) e (f)-(ii), respectivamente, ou um par de iniciadores cada um
compreendendo uma sequéncia de nucleotideo que corresponde a cada por¢ao
de extremidade 5’ dos ditos primeiro e segundo iniciadores como usados nas
etapas (f)-(i) e (f)-(i1), respectivamente, sob condi¢cdes em que cada iniciador
anela as sequéncias de extremidades 3’ ¢ 5° de um filamento de cDNA
especifico de gene, respectivamente, por meio das quais um produto de
amplificacao de um filamento de cDNA especifico de gene € gerado.

48. Método para amplificar uma populacdo de cDNAs de
filamento duplo de comprimento completo complementar aos mRNAs,

caracterizado pelo fato de que compreende transcrever de modo reverso o dito

mRNA e realizar uma reagcao de amplificacdo usando iniciadores, distinguidos
por pelo menos um iniciador ter a mesma estrutura como o iniciador como
definido em qualquer uma das reivindicacdes de 1 a 24.

49. Método de acordo com a reivindicagcdo 51, caracterizado

pelo fato de que o dito método compreende:

(a) contactar os ditos mRINAs com um primeiro iniciador
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como definido em qualquer uma das reivindicacdes de 1 a 28, em que a
porcdo de extremidade 3’ do dito primeiro iniciador tem uma sequéncia de
nucleotideo hibridizadora substancialmente complementar as caudas poliA
dos ditos mRNAs para hibridizar com ela, sob condi¢Ges suficientes para que
a sintese de 4dcido desoxirribonucléico enzimadtica direcionada pelo padrao
ocorra;

(b) transcrever de modo reverso os ditos mRNAs, usando uma
transcriptase reversa, a qual o dito primeiro iniciador hibridiza para produzir a
dita populagdo de primeiros filamentos de cDNA que sdo complementares aos
ditos mRNAs aos quais o dito iniciador hibridiza, por meio da qual
intermedidrios de mRNA-cDNA séo gerados;

(c) permitir que residuos de citosina sejam formados em
terminacdo nas extremidades 3’ dos ditos primeiros filamentos de cDNA na
forma dos ditos intermedidrios de mRNA-cDNA pela reacdo de transferase
terminal de transcriptase reversa;

(d) contactar as caudas de citosina nas extremidades 3’ dos
ditos primeiros filamentos de cDNA gerados a partir da etapa (c) com um
oligonucleotideo que compreende uma porcdo de extremidade 3’ e uma
porcdo de extremidade 5° separadas por um grupo de base universal ou base
nao discriminatéria andloga, em que a por¢ao de extremidade 3’ compreende
pelo menos trés residuos de guanina na sua extremidade 3’ para hibridizar
com as ditas caudas de citosina nas extremidades 3’ dos ditos primeiros
filamentos de cDNA e a por¢ao de extremidade 5° compreende uma
sequéncia de nucleotideo pré selecionada arbitraria, sob condi¢cdes em que a
dita por¢ao de extremidade 3’ do dito oligonucleotideo € hibridizada as ditas
caudas de citosina;

(e) estender as extremidades 3’ formadas em terminacdo dos

ditos primeiros filamentos de cDNA para gerar uma sequéncia adicional
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complementar ao dito oligonucleotideo usando transcriptase reversa, em que o
dito oligonucleotideo serve como um padrao na reaciio de extensio, por meio
da qual os primeiros filamentos de ¢cDNA de comprimento completo sio
prolongados: e

(1) realizar uma amplificagdo dos ditos primeiros filamentos de
¢cDNA dc¢ comprimento completo gerados a partir da etapa (c) que
compreende pelo menos dois ciclos de anelamento do iniciador, estender e
desnaturar o iniciador, usando um par de mniciadores cada um compreendendo
uma sequéncia de nucleotideo que corresponde a0 mesmo primeire miciador e
oligonucleotideo como usados nas etapas (a) e (d), respectivamente, ou um
par de iniciadores cada um compreendendo uma seqiiéncia de nucleotideo que
corresponde @ cada porgao de extremidade 57 do dito primeiro iniciador ¢
oligonucleotideo usados nas etapas (a) e {d), respectivamente, sob condicoes
em que cada iniciador anela as segiiéncias de extremidades 37 e 57 dos ditos
primeiros filamentos de ¢DNA de comprimento completo, respectivamente,
por meio das quais os produtos de amplificacao de filamentos de ¢cDNA de
comprimento completo complementares aos ditos mRNAs sdo gerados.

50. Método para amplificar cDNAs de filamento duplo

enriquecidos em 5° complementares aos mRNAs, caractenzado pelo fato de

que compreende transcrever de modo reverso os ditos mRNAs e realizar uma
reacdo de amplificagdo usando iniciadores, distinguidos por pelo menos um
iniciador ter a mesma estrutura como o iniciador como delinido em qualquer

uma das reivindicagdes de 1 a 24.

51. Método de acordo com a reivindicacdo 50, caracterizado
pelo fato de que o dito método compreende:

(a) contactar os ditos mRNAs com um primeiro iniciador
como definido em qualquer uma das reivindicagoes de | a 24 sob condigdes

suficientes para que a sintese de dcido desoxirribonucléico enzimdtica
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direcionada pelo padrdo ocorra, em que a por¢ao de extremidade 3’ do dito
primeiro iniciador tem pelo menos seis seqii€ncias de nucleotideo aleatdrias;

(b) realizar as etapas (b)-(e) de acordo com a reivindicacao 49,
por meio das quais primeiros filamentos de cDNA enriquecidos em 5’ sao
prolongados;

(c) realizar um amplificacdo dos ditos primeiros filamentos de
cDNA enriquecidos em 5’ gerados a partir da etapa (b) que compreende pelo
menos dois ciclos de anelamento do iniciador, estender e desnaturar o
iniciador, usando um par de iniciadores cada um compreendendo uma
sequéncia de nucleotideo que corresponde a cada porc¢do de extremidade 5’ do
dito iniciador e oligonucleotideo usados nas etapas (a) e (b), respectivamente,
sob condi¢des em que cada iniciador anele as sequéncias de extremidades 3’ e
5’ dos ditos primeiros filamentos de cDNA enriquecidos em 5’°,
respectivamente, por meio das quais os produtos de amplificacio de
filamentos de cDNA enriquecido em 5’ sdo gerados.

52. Método para amplificar mais do que uma seqii€ncia de
nucleotideo alvo simultaneamente usando mais do que um par de iniciadores

na mesma reagdo, caracterizado pelo fato de que compreende realizar uma

reacdo de amplificacdo usando iniciadores, distinguidos por pelo menos um
iniciador ter a mesma estrutura como o iniciador como definido em qualquer
uma das reivindicacoes de 1 a 24.

53. Método de acordo com a reivindicacdo 52, caracterizado

pelo fato de que o dito método € realizado usando amplificacdes de dois
estagios, que compreende:

(a) realizar uma amplificacdo de primeiro estagio de mais do
que uma seqii€éncia de nucleotideo alvo em uma primeira temperatura de
anelamento que compreende pelo menos dois ciclos de anelamento do

iniciador, estender € desnaturar o iniciador, usando os pares de iniciadores
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como definidos em qualquer uma das reivindicacdes de 1 a 24 em que a sua
porcdo de extremidade 3’ cada uma de cada par de iniciadores tem uma
sequéncia de nucleotideo hibridizadora substancialmente complementar a
uma regido da dita sequéncia de dcido nucléico alvo para hibridizar com ela,
sob condi¢bes em que cada um dos ditos pares de iniciadores anela a sua
sequéncia de nucleotideo alvo, por meio das quais os produtos de
amplificacdo de sequéncias de nucleotideo alvo sdo gerados; e

(b) realizar uma amplificacdo de segundo estidgio dos ditos
produtos de amplificacdo gerados a partir da etapa (a) a uma segunda
temperatura de anelamento, que estd em condi¢des de alta severidade, que
compreende pelo menos um ciclo de anelamento do iniciador, estender e
desnaturar o iniciador, usando o mesmo par de iniciadores como usados na
etapa (a) ou par de iniciadores cada um compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos pré selecionada arbitraria que corresponde a cada porcdo de
extremidade 5° dos ditos pares de iniciadores usados na etapa (a), sob
condi¢Ges em que cada um de cada par de iniciadores anela as sequéncias de
extremidades 3’ e 5° dos ditos produtos de amplificacdo gerados a partir da
etapa (a), respectivamente, por meio das quais os ditos produtos de
amplificacdo sdo re-amplificados na mesma reacgao.

54. Método para produzir uma impressdo digital de DNA de

gDNA, caracterizado pelo fato de que compreende realizar uma reacio de

amplificagcdo usando iniciadores, distinguidos por pelo menos um iniciador ter
a mesma estrutura como o iniciador como definido em qualquer uma das
reivindicacGes de 1 a 24.

55. Método de acordo com a reivindicacdo 54, caracterizado

pelo fato de que o dito método € realizado usando amplificacdes de dois
estagios, que compreende:

(a) realizar uma amplificacdo de primeiro estigio da dita
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impressdo digital do DNA, que é um conjunto de segmentos de DNA
separados caracteristicos de genoma, a partir do dito gDNA em uma primeira
temperatura de anelamento que compreende pelo menos dois ciclos de
anelamento do iniciador, estender e desnaturar o iniciador, usando o iniciador
ou o par de iniciadores como definido em qualquer uma das reivindicacdes de
1 a 24, em que cada iniciador tem na sua por¢cao de extremidade 3’ uma
sequéncia arbitraria de nucleotideo substancialmente complementar aos sitios
no dito gDNA para hibridizar com ela, sob condi¢ées em que o dito iniciador
ou o dito par de iniciadores anela ao dito gDNA, por meio das quais o dito
conjunto de segmentos de DNA separados caracterizados como uma
impressao digital de DNA ¢ produzido; e

(b) realizar uma amplificacio de segundo estdgio do dito
conjunto de segmentos de DNA separados gerado a partir da etapa (a) a uma
segunda temperatura de anelamento, que estd em condi¢cdes de alta
severidade, que compreende pelo menos um ciclo de anelamento do iniciador,
estender e desnaturar o iniciador, usando o mesmo iniciador ou par de
iniciadores como usados na etapa (a) ou um iniciador ou um par de
iniciadores cada um compreendendo uma seqii€éncia de nucleotideo que
corresponde a cada por¢cao de extremidade 5° do dito iniciador ou par de
iniciadores usados na etapa (a), sob condi¢cdes em que o dito iniciador ou cada
um do dito par de iniciadores anela as sequéncias de extremidades 3’ ¢ 5 do
dito conjunto de segmentos de DNA separados gerado a partir da etapa (a),
respectivamente, por meio das quais o dito conjunto de segmentos de DNA
separados € re-amplificado.

56. Método para produzir uma impressdo digital de RNA de

uma amostra de mRNA, caracterizado pelo fato de que compreende

transcrever de modo reverso e realizar uma reacdo de amplificacdo usando

iniciadores, distinguidos por pelo menos um iniciador ter a mesma estrutura
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como o iniciador como definido em qualquer uma das reivindicagdes | a 24,

57. Método de acordo com a reivindicagio 56, caracterizado

pelo tato de que o dito método € realizado usando amplificagdes de dois
estagios, que compreende:

{a) comtactar a dita amostra de mRNA com um primeiro
iniciador como defimdo em qualguer uma das reivindicagoes de | a 28, cm
que o dito primeiro iniciador tem wuma seqiiéncia de nucleotideos
hibridizadora substancialmente complementar as caudas poliA da dita amostra
de mRNA para hibrndizar com ela, sob condi¢tes suficientes para gue a
sintese de Adcido desoxuribonucléico enzimatica direcionada pelo padrao
OCOTTa;

{b) transcrever de modo reverso a dita amostra de mRNA a
qual o dito primeiro iniciador hibridiza para produzir uma populacio de
primeiros filamentos de ¢cDNA que sio complementares a dita amostra de
mRNA a qual o dito primeiro iniciador hibridiza;

(c) realizar uma amplificagio de primeiro estigio da dita
populagdo de primeiros filamentos de cDNA gerada a partir da etapa (b} em
uma primeira temperatura de anelamento que compreende pelo menos um
ciclo de anelamento do niciador, estender e desnaturar ¢ iniciador, usando
um segundo iniciador ou par de iniciadores como definido em qualquer uma
das reivindicagdes de 1 a 24, em que cada iniciador tem na sua por¢do de
extremidade 3" uma sequéncia arbitrinia de nucleotideo substancialmente
complementar aos sitios nos ditos primeiros filamentos de ¢DNA para
hibridizar com ela, sob condi¢ctes em que o dito iniciador ou par de
iniciadores anelam & dita amostra de mRNA, por meio da qual um conjunto
de segmentos de cDNA separados caracterizados como uma impressao digital
de RNA é produzido; e

(d) realizar uma amplificacio de segundo estigio do dito
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conjunto de segmentos de cDNA separados gerado a partir da etapa (c) a uma
segunda temperatura de anelamento que estd em condigdes de alta severidade,
que compreende pelo menos um ciclo de anelamento do iniciador, estender e
desnaturar o iniciador, usando © mesmo iniciador ou par de iniciadores como
vsados na etapa (¢) ou um iniciador ou par de miciadores cada um
compreendendo uma scqiiéneia de nucleotideos que corresponde a cada
porcdo de extremidade 5° do dito iniciador ou par de iniciadores usados na
etapa {c), sob condi¢des em que o dito iniciador ou cada um do dito par de
iniciadores anela as seqiéncias de extremidades 37 ¢ 5° do dito conjunto de
segmentos de cDNA separados gerado a partir da etapa (¢}, respectivamente,
por meio das quais o dito conjunto de segmentos de cDNA separados é re-
amplificado.

58. Método para identificar segmentos de homologia
conservada em uma familia de multigene a partir de uma amostra de mRNA,

caracterizado pelo fato de que compreende transcrever de modo reverso e

realizar uma reagio de amplificaciio usando inicladores, distinguidos por pelo
menos um iniciador ter a mesma estrutura como o iniciador como definido em
qualguer uma das reivindicacdes de 1 a 24.

59. Método de acordo com a reivindicagio 58, caracterizado

pelo tato de que o dito método ¢ realizado usando amplificagdes de dois
estdgios, que compreende:

(a) contactar a dita amostra de mRNA com um primeiro
iniciador como definido em qualguer uma das reivindicagoes de | a 28, em
que o dito primeiro iniciador tem uma sequéncia de nucleotideo hibridizadora
substancialmente complementar as caudas poliA da dita amostra de mRNA
para hibridizar com ela, sob condi¢des suficientes para que a sintese de acido
desoxirribonucléico enzimdtica direcionada pelo padrio ocorra;

{b) transcrever de modo reverso a dita amostra de mRNA a
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qual o dito primeiro iniciador hibridiza para produzir uma populacdo de
primeiros filamentos de cDNA que s3o complementares a dita amostra de
mRNA a qual o dito primeiro iniciador hibridiza;

(c) realizar uma amplificacdo de primeiro estigio da dita
populacdo de primeiros filamentos de cDNA gerada a partir da etapa (b) em
uma primeira temperatura de anelamento que compreende pelo menos um
ciclo de anelamento do iniciador, estender e desnaturar o iniciador, usando
um segundo iniciador como definido em qualquer uma das reivindicac¢des de
1 a 24 tendo na sua porcao de extremidade 3’ uma sequéncia hibridizadora
substancialmente complementar a uma sequéncia de consenso ou uma
sequéncia degenerada que codifica a sequéncia de aminoacidos de um
segmento de homologia conservada nos ditos primeiros filamentos de cDNA
para hibridizar com ela, sob condi¢ées em que o dito segundo iniciador anela
a dita sequéncia de consenso ou sequéncia degenerada de primeiros
filamentos de cDNA, por meio das quais segmentos de cDNA da extremidade
3’ tendo a dita sequéncia de consenso ou sequéncia degenerada sdo gerados; e

(d) realizar uma amplificacdo de segundo estidgio dos ditos
segmentos de cDNA da extremidade 3’ gerados a partir da etapa (c) a uma
segunda temperatura de aneclamento que estd em condicdes de alta severidade,
que compreende pelo menos dois ciclos de anelamento do iniciador, estender
e desnaturar o iniciador, usando os mesmos primeiro ¢ segundo iniciadores
como usados nas etapas (a) e (c) ou um par de iniciadores cada um
compreendendo uma sequéncia de nucleotideo que corresponde a cada por¢ao
de extremidade 5’ dos ditos primeiro e segundo iniciadores usados nas etapas
(a) e (c), respectivamente, sob condicdes em que cada iniciador anela as
sequéncias de extremidades 3’ e 5° dos ditos segmentos de cDNA da
extremidade 3’, respectivamente, por meio das quais os ditos segmentos de

cDNA de homologia conservada da extremidade 3’ sdo amplificados.
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60. Método de acordo com a reivindicacdo 58, caracterizado

pelo fato de que o dito método € realizado usando amplificacdes de dois
estagios, que compreende:

(a) realizar as etapas de (a)-(¢) como definidas na
reivindicacdo 49, por meio das quais os filamentos de cDNA de comprimento
completo sdo gerados;

(b) realizar uma amplificacdo de primeiro estagio dos ditos
primeiros filamentos de cDNA de comprimento completo obtidos a partir da
etapa (a) em uma primeira temperatura de anelamento, que compreende as
etapas de:

(i) pelo menos um ciclo de anelamento do iniciador, estender e
desnaturar o iniciador usando um primeiro iniciador que compreende uma
sequéncia de nucleotideos substancialmente complementar as seqii€ncias da
extremidade 3’ dos ditos primeiros filamentos de cDNA de comprimento
completo, sob condigdes em que o dito primeiro iniciador anela as
extremidades 3’ dos ditos primeiros filamentos de cDNA de comprimento
completo, por meio das quais os segundos filamentos de cDNA de
comprimento completo sdo gerados; e

(ii) pelo menos um ciclo de anelamento do iniciador, estender
e desnaturar o iniciador usando um segundo iniciador como definido em
qualquer uma das reivindicagbes de 1 a 24 tendo na sua porcdo de
extremidade 3’ uma sequéncia hibridizadora substancialmente complementar
a uma sequéncia de consenso ou uma sequéncia degenerada que codifica a
sequéncia de aminoicidos de um segmento de homologia conservada nos
ditos segundos filamentos de cDNA de comprimento completo para hibridizar
com ela, sob condi¢des em que o dito segundo iniciador anela a dita seqii€ncia
de consenso ou seqii€éncia degenerada de segundos filamentos de cDNA de

comprimento completo, por meio das quais os segmentos de cDNA da
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extremidade 5’ tendo a dita seqii€ncia de consenso ou seqii€ncia degenerada
sao gerados; e

(c) realizar uma amplificacdo de segundo estigio dos ditos
segmentos de cDNA da extremidade 5 gerados a partir da etapa (b) a uma
segunda temperatura de anelamento, que estd em condi¢cdes de alta
severidade, que compreende pelo menos dois ciclos de anelamento do
iniciador, estender e desnaturar o iniciador, usando os mesmos primeiro €
segundo iniciadores como usados nas etapas (b)-(i) e (b)-(ii), respectivamente,
ou um par de iniciadores cada um compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos que corresponde a cada por¢do de extremidade 5’ dos ditos
primeiro e segundo iniciadores usados nas etapas (b)-(i) e (b)-(ii),
respectivamente, sob condi¢des em que cada iniciador anela as seqii€ncias de
extremidades 3’ e 5’ dos ditos segmentos de cDNA da extremidade 5°,
respectivamente, por meio das quais os ditos segmentos de cDNA de
homologia conservada da extremidade 5’ sdo amplificados.

61. Método para identificar segmentos de homologia

conservada em uma familia de multigene a partir de gDNA, caracterizado

pelo fato de que compreende realizar uma reacdo de amplificacdo usando
iniciadores, distinguidos por pelo menos um iniciador ter a mesma estrutura
como o iniciador como definido em qualquer uma das reivindicagées de 1 a
24.

62. Método de acordo com a reivindicacdo 61, caracterizado

pelo fato de que o dito método € realizado usando amplificacdes de dois
estagios, que compreende:

(a) realizar uma amplificacdo de primeiro estagio dos ditos
segmentos de homologia conservada a partir do dito gDNA em uma primeira
temperatura de anelamento que compreende pelo menos dois ciclos de

anelamento do iniciador, estender e desnaturar o iniciador, usando o iniciador
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ou o par de iniciadores como definido nas reivindicagdes de 1 a 24, em que
cada iniciador tem na sua por¢do de extremidade 3° uma seqii€ncia
hibridizadora substancialmente complementar a uma seqiiéncia de consenso
ou uma seqiiéncia degenerada que codificam a sequéncia de aminoacido de
um segmento de homologia conservada no dito gDNA para hibridizar com
ela, sob condi¢des em que o dito iniciador ou o dito par de iniciadores anelam
a dita seqiiéncia de consenso ou seqiiéncia degenerada de gDNA, por meio da
qual os segmentos de DNA gendmico tendo a dita sequéncia de consenso ou
sequéncia degenerada sdo gerados; €

(b) realizar uma amplificacdo de segundo estdgio dos ditos
segmentos de DNA genomico gerados a partir da etapa (a) a uma segunda
temperatura de anelamento, que estd em condi¢cdes de alta severidade, que
compreende pelo menos um ciclo de anelamento do iniciador, estender e
desnaturar o iniciador, usando o mesmo iniciador ou par de iniciadores como
usados na etapa (a) ou um iniciador ou um par de iniciadores cada um
compreendendo uma seqii€ncia de nucleotideo que corresponde a cada por¢ao
de extremidade 5° do dito iniciador ou par de iniciadores usados na etapa (a),
sob condi¢cdes em que o dito iniciador ou cada um do dito par de iniciadores
anela as sequéncias de extremidades 3’ e 5° dos ditos segmentos de DNA
gendmico gerados a partir da etapa (a), respectivamente, por meio das quais
os ditos segmentos gendmicos de homologia conservada sao amplificados.

63. Método para identificar uma variacdo de nucleotideo em

um 4cido nucléico alvo, caracterizado pelo fato de que compreende realizar

uma reacdo de amplificacdo usando iniciadores, distinguidos por pelo menos
um iniciador ter a mesma estrutura como o iniciador como definido em
qualquer uma das reivindicacdes de 1 a 24.

64. Método de acordo com a reivindicacdo 63, caracterizado

pelo fato de que o dito método € realizado usando amplificacdes de estagio
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duplo, que compreende:

(a) realizar uma amplificacdo de primeiro estdgio para
produzir um primeiro filamento de DNA complementar ao dito dcido nucléico
alvo incluindo a dita variacdo de nucleotideo em uma primeira temperatura de
anelamento que compreende pelo menos um ciclo de anelamento do iniciador,
estender e desnaturar o iniciador, usando um primeiro iniciador como
definido em qualquer uma das reivindicacdes de 1 a 24 tendo na sua por¢ao
de extremidade 3° uma seqiiéncia hibridizadora substancialmente
complementar a uma seqii€éncia pré selecionada a um primeiro sitio do dito
dcido nucléico alvo para hibridizar com ela, em que cada um do dito primeiro
iniciador e do dito primeiro sitio compreende uma posicdo de interrogacao
que corresponde a dita variacdo de nucleotideo, por meio da qual o dito
primeiro filamento de DNA complementar ao dito &4cido nucléico alvo
incluindo a dita variacdo de nucleotideo é gerado quando a dita posi¢cdo de
interrogacdo € ocupada pelos nucleotideos complementares do dito primeiro
iniciador aos seus nucleotideos correspondentes do dito primeiro sitio; e

(b) realizar uma amplificacdo de segundo estidgio do dito
primeiro filamento de DNA gerado a partir da etapa (a) a uma segunda
temperatura de anelamento, que estd em condi¢des de alta severidade, que
compreende as etapas:

(i) pelo menos um ciclo de anelamento do iniciador, estender e
desnaturar o iniciador usando um segundo iniciador de qualquer uma das
reivindicagbes de 1 a 24 tendo na sua porcdo de extremidade 3’ uma
sequéncia hibridizadora substancialmente complementar a uma sequéncia pré
selecionada a um segundo sitio do dito 4cido nucléico alvo para hibridizar
com ela sob condi¢des em que o dito segundo iniciador anela ao dito segundo
sitio do 4cido nucléico alvo, por meio da qual um segundo filamento de DNA

complementar ao dito primeiro filamento de DNA incluindo a dita variagcao
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de nucleotideo € gerado; €

(i1) pelo menos um ciclo de anelamento do iniciador, estender
e desnaturar o iniciador usando os mesmos primeiro € segundo iniciadores
como usados nas etapas (a) e (b)-(1), respectivamente, ou um par de
iniciadores cada um tendo uma sequéncia hibridizadora complementar ou que
corresponde as extremidades 3’ e 5° do dito segundo filamento de DNA
gerado a partir da etapa (b)-(i) para hibridizar com ela, sob condi¢des em que
cada iniciador anela as sequéncias de extremidades 3’ ¢ 5’ do dito segundo
filamento de DNA, respectivamente, por meio da qual o dito segundo
filamento de DNA que compreende o dito primeiro e segundo sitios do dito
acido nucléico alvo as suas extremidades 3’ € 5° € amplificado de modo que
um segmento de nucleotideo alvo curto que corresponde ao dito segundo
filamento de DNA contendo a dita variag¢ao de nucleotideo é gerado.

65. Método de acordo com a reivindicagcdo 63, caracterizado

pelo fato de que o dito método € realizado usando duas amplificacGes
individuais de uma primeira e uma segunda amplificacdes em que a dita
segunda amplificacdo € realizada usando amplificagdes de dois estagios, que
compreende:

(a) realizar a dita primeira amplificacdo para produzir um
fragmento de filamento de DNA curto contendo a dita variacdo de
nucleotideo entre as suas extremidades que compreende pelo menos dois
ciclos de anelamento do iniciador, estender e desnaturar o iniciador, usando
um par de iniciadores cada iniciador compreendendo uma seqii€ncia
hibridizadora substancialmente complementar a uma sequéncia pré
selecionada a um sitio do dito 4cido nucléico alvo sob condi¢cdes em que a
dita variacdo de nucleotideo seja posicionada entre as ditas sequéncias pré
selecionadas, em que pelo menos um iniciador do dito conjunto de iniciadores

€ como definido em qualquer uma das reivindicagdes de 1 a 24 tendo na sua
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porcdo de extremidade 3’ a dita seqii€ncia hibridizadora, por meio da qual o
dito fragmento de filamento de DNA curto contendo a dita variagdo de
nucleotideo entre as suas extremidades ¢ amplificado;

(b) realizar uma amplificacdo de primeiro estigio da dita
segunda amplificacio para produzir um primeiro filamento de DNA
complementar ao dito fragmento de filamento de DNA curto incluindo a dita
variacdo de nucleotideo em uma primeira temperatura de anelamento que
compreende pelo menos um ciclo de anelamento do iniciador, estender e
desnaturar o iniciador, usando um primeiro iniciador como definido em
qualquer uma das reivindicagbes de 1 a 24 tendo na sua porcio de
extremidade 3’ uma seqii€ncia hibridizadora substancialmente complementar
a uma seqiiéncia pré selecionada a um primeiro sitio do dito 4cido nucléico
alvo para hibridizar com ela, em que cada um do dito primeiro iniciador e do
dito primeiro sitio compreende uma posi¢ao de interrogacdo que corresponde
a dita variacao de nucleotideo, por meio da qual o dito primeiro filamento de
DNA complementar ao dito dcido nucléico alvo incluindo a dita variacao de
nucleotideo € gerado quando a dita posi¢do de interrogacdo € ocupada pelos
nucleotideos complementares do dito primeiro iniciador aos seus nucleotideos
correspondentes do dito primeiro sitio; e

(c) realizar uma amplificacdo de segundo estigio da dita
segunda amplificacdo do dito primeiro filamento de DNA gerado a partir da
etapa (a) a uma segunda temperatura de anelamento, que estd em condicoes
de alta severidade, que compreende pelo menos um ciclo de anelamento do
iniciador, estender € desnaturar o iniciador usando um par de iniciadores em
que entre o dito par de iniciadores um é o mesmo que o dito iniciador como
definido em qualquer uma das reivindicag¢tes de 1 a 24 usado na etapa (a) € o
outro € o mesmo que o dito primeiro iniciador usado na etapa (b) ou um par

de iniciadores cada um tendo uma seqiiéncia hibridizadora complementar ou
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que corresponde as extremidades 3’ € 5’ do dito primeiro filamento de DNA
gerado a partir da etapa (b) para hibridizar com ela, sob condi¢cGes em que
cada iniciador anela as seqii€ncias de extremidades 3’ ¢ 5° do dito primeiro
filamento de DNA, respectivamente, por meio das quais o dito primeiro
filamento de DNA ¢ amplificado de modo que um segmento de nucleotideo
alvo curto que corresponde ao dito primeiro filamento de DNA contendo a
dita variacdo de nucleotideo € gerado.

66. Método para a mutagénese em um 4cido nucléico alvo,

caracterizado pelo fato de que compreende realizar uma reacdo de

amplificacdo usando iniciadores, distinguidos por pelo menos um iniciador ter
a mesma estrutura como o iniciador como definido em qualquer uma das
reivindicacGes de 1 a 24.

67. Método de acordo com a reivindicacdo 66, caracterizado

pelo fato de que a dita mutagénese € direcionada a sitio e usa amplificacdes de
dois estdgios, que compreende as etapas de:

(a) realizar uma amplificacdo de primeiro estidgio da dita
sequéncia de 4cido nucléico alvo em uma primeira temperatura de aneclamento
que compreende pelo menos dois ciclos de anelamento do iniciador, estender
e desnaturar o iniciador, usando um par de iniciadores como definido em
qualquer uma das reivindicagdes de 1 a 24 cada um tendo na sua porcao de
extremidade 3’ uma seqii€ncia hibridizadora substancialmente complementar
a uma regido da dita sequéncia de 4cido nucléico alvo para hibridizar com ela,
em que uma das ditas seqii€ncias de hibridizacdo tem pelo menos um
nucleotideo de ligacdo inespecifica para gerar a mutacio direcionada a sitio,
sob condicdes em que o dito iniciador ou par de iniciadores anela a sua
sequéncia de nucleotideo alvo, por meio das quais um produto de
amplificacdo contendo o sitio da mutacao direcionada a sitio é gerado; e

(b) realizar uma amplificacdo de segundo estdgio do dito
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produto de amplificacdo gerado a partir da etapa (a) a uma segunda
temperatura de anelamento, que estd em condicdes de alta severidade, que
compreende pelo menos um ciclo de anelamento do iniciador, estender e
desnaturar o iniciador, usando os mesmos iniciadores como usados na etapa
(a) ou um par de iniciadores cada um compreendendo uma sequéncia de
nucleotideo pré selecionada arbitraria que corresponde a cada porcio de
extremidade 5’ dos ditos iniciadores usados na etapa (a), sob condi¢des em
que cada iniciador anela as extremidades 3’ e 5° do dito produto de
amplificacdo, respectivamente, por meio das quais o dito produto de
amplificacdo contendo o sitio da mutacao direcionada a sitio é re-amplificado.

68. Método de acordo com as reivindicagbes 37, 39, 41, 45,

47, 53, 55, 57, 59, 60 ou 62, caracterizado pelo fato de que o dito par de

iniciadores usado na dita amplificacdo do primeiro estidgio ¢ uma combinagao
de um iniciador de controle de anelamento selecionado dos iniciadores como
definidos em as reivindicacdes de 1 a 24 e um iniciador convencional.

69. Uso do iniciador como definido em qualquer uma das

reivindicacOes de 1 a 33, caracterizado pelo fato de ser em um processo que

envolve a amplificacio de dcido nucléico.
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RESUMO

“INICIADOR DE CONTROLE DE ANELAMENTO PARA MELHORAR A
ESPECIFICIDADE DE ANELAMENTO NA AMPLIFICACAO DE ACIDO
NUCLEICO, KIT, METODOS PARA AMPLIFICAR UMA SEQUENCIA DE
ACIDO NUCLEICO DE UM DNA OU UMA MISTURA DE ACIDOS
NUCLEICOS, E PARA AMPLIFICAR SELETIVAMENTE UMA
SEQUENCIA DE ACIDO NUCLEICO ALVO DE UM DNA OU UMA
MISTURA DE ACIDOS NUCLEICOS, E UMA SEQUENCIA DE ACIDO
NUCLEICO ALVO A PARTIR DE UM mRNA, METODO PARA
DETECTAR A COMPLEMENTARIDADE DE DNA AO mRNA
DIFERENCIALMENTE EXPRESSO EM DUAS OU MAIS AMOSTRAS DE
ACIDO NUCLEICO, METODOS PARA AMPLIFICAR RAPIDAMENTE
UM FRAGMENTO DE c¢DNA ¢ DNA ALVO, E PARA AMPLIFICAR UMA
POPULAGAO DE c¢DNAS DE FILAMENTO DUPLO DE COMPRIMENTO
COMPLETO COMPLEMENTAR AOS mRNAS, E ¢cDNAS DE FILAMENTO
DUPLO ENRIQUECIDOS EM 5° COMPLEMENTARES AOS ‘mRNAS,
METODO PARA AMPLIFICAR MAIS DO QUE UMA SEQUENCIA DE
NUCLEOTIDEO ALVO SIMULTANEAMENTE, METODOS PARA
PRODUZIR UMA IMPRESSAO DIGITAL DE DNA DE GDNA, E DE RNA
DE UMA AMOSTRA DE mRNA, METODO PARA IDENTIFICAR
SEGMENTOS DE HOMOLOGIA CONSERVADA EM UMA FAMILIA DE
MULTIGENE A PARTIR DE UMA AMOSTRA DE mRNA, METODO
PARA A MUTAGENESE EM UM ACIDO NUCLEICO ALVO, E, USO DO
INICIADOR”

A presente invengao diz respeito a um iniciador de controle de
anelamento para melhorar a especificidade de anelamento na amplificagio de
acido nucléico e suas aplicagdes a todos os campos da tecnologia envolvida
na amplifica¢@o de acido nucléico. O presente iniciador compreende (a) uma

por¢do da extremidade 3’ tendo uma seqiiéncia de nucleotideo hibridizadora



substancialmente complementar a um sitio em um acido nucléico padrio para
hibridizar com o mesmo; (b) uma por¢do da extremidade 5’ tendo uma
seqii€éncia de nucleotideo arbitraria pré selecionada; e (c) uma por¢io
reguladora posicionada entre a dita por¢do de extremidade 3’ e a dita porgdo
de extremidade 5’ compreendendo pelo menos uma base universal ou analogo
de base ndo discriminatéria, por meio da qual a dita por¢io reguladora é capaz
de regular uma porgdo de anelamento do dito iniciador em associa¢do com a

temperatura de anelamento.
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