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(57) Resumo: QUANTIFICAGAO DA HIBRIDIZAGAO DE
SUSPENSAO DE MICROESFERAS E USOS DA MESMA. A presente
invencéao refere-se a novo ensaio de hibridizagéo de suspenséo que foi
usado para a determinagdo de numero de cdpia de acido nucléico
através de citometria de fluxo. O ensaio foi validado com produtos de
baixa cdpia (lo) variando em comprimento a partir de 100 até 2304
pares de base conjugados a microesferas de polietileno epectralmente
separadas. No exemplo provido aqui essas microesferas conjugadas
foram usadas como sondas de hibridizagdo multiplex para detectar
sequéncias homodlogas em ONA gendmico extraido a partir de péletes
de células citogénicas e marcadas com biotina-dUTP. A hibridizacao
foi detectada com estreptavidina marcada com ficoeritrina e analisada
através de citometria de fluxo. As diferengas em numero de cdpia
puderam ser distinguidas através da comparagdo das intensidades
medias de fluorescéncia das sondas de teste com uma sonda de
referéncia diplélde em DNA gendmico de amostras de pacientes e
linhas de células anormais. O ensaio é capaz de distinguir um Unico
alelo e trés alelos no local do teste a partir de uma sequéncia bialélica
de referéncia, sem levar em conta o contexto cromossdmico. O ensaio
é um aperfeicoamento de métodos precedentes que requerem a
amplificagdo antecipada do DNA-alvo especifico para a localizacgéo,
devido a que, as sondas 1c proporcionam uma especificidade e
sensibilidade adequada para uma determinacgéo, precisa do nimero da
copia de homologos-alvo. Devido a sua elevada sensibilidade e
preciséo, o ensaio é Util para a determinagdo do numero de cdpia de
um &cido nucléico com relagdo a uma variedade de aplicagdes,
incluindo a determinagdo do numero de cépia gendmico em seres
humanos, modelos animais de doengas e na solugdo, medicao de
niveis de transcritos, analise de DNA em medicina legal e analise de
controle de qualidade na agricultura.
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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "QUANTIFI-
CAGCAO DA HIBRIDIZACAO DE SUSPENSAO DE MICROESFERAS E
USOS DA MESMA".
REFERENCIA CRUZADA A PEDIDO DE PATENTE RELACIONADO

Este pedido de patente reivindica os beneficios do pedido de
patente provisério anteriormente depositado Nf—’ de Série: 60/708.734,
depositado em 16 de agosto de 1005, o qual fica incorporado aqui por
referéncia. -
LISTAGEM DE SEQUENCIAS

Uma Listagem de Sequéncias impressa, incorporada aqui por

referéncia acompanha este pedido de patente, e também foi submetida com
teores idénticos na forma de um arquivo ASCH, legivel por computador em
um disquete flexivel.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

1. Campo da Invengao

A presente invencdo refere-se a materiais e métodos para a -
detec¢do de anormalidades cromossdémicas com a utilizagdo de sondas de
hibridizagdo de &cido nucléico de baixa copia. Mais especificamente, a
presente invengdo refere-se a quantificacgdo de anormalidades
cromossOmicas em sequéncias de &acido nucléico através da hibridizagédo de
sondas de acido nucléico.- conjugadas com microesferas, de baixa copia para
acido nucléico-alvo marcado. Ainda mais especificamente a presente
invengéo diz respeito a conjugac¢ao de uma microesfera codificada de forma
espectral a uma sonda de acido nucléico de baixa copia ou de cépia Unica,
hibridizando a sonda para um alvo marcado com fluorcromo preparado
diretamente a partir de &cido nucléico derivado de sujeito, detectando o
produto da reagcdo de hibridizacao, e quantificand'o a resposta detectada |
através de comparacgédo da resposta detectada com uma resposta detectada
gerada através de uma sonda de referéncia hibridizada de modo similar.

2. Descricdo da Técnica Anterior.

O diagnostico ou a predisposicdo com relagdo a doencas
humanas quase sempre depende da quantificagdo das sequéncias
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especificas de acido nucléico no genoma ou no transciptoma. Os métodos
atuais para a detecgao das anormalidades cromossdmicas numéricas ou
estruturais incluem a fixagdo de faixas cromossOmicas, hibridiza¢éo de
fluorescéncia in situ (FISH), hibridizagdo genémica comparativa por conjunto
(aCGH) e outras técnicas de rhicroconjuntos, hibridizagdo de sonda multiplex
amplificavel (MAPH), hibridizagcao dependente de ligagcao multiplex (MLPA),
analise Southern e reagcdo em cadeia de polimerase quantitativa (QPCR). A

| quantificagdo da expressdo de gene através de hibridizacdo de cDNA é

tipicamente executada através da analise de microconjuntos (Brown et al.,
Science 270: 46_7-470, 1995).

As anormalidades numéricas sao detectaveis com facilidade
pela formagdo de faixas cromossdémicas, porém, as anormalidades
estruturais tais como os cancelamentos ou duplicagbes necessitam ser
maiores (-3 -5 Mb) e na realidade rompem o padrdo de formagao de faixas
com finalidade de ser detectada com confiabilidade através da formagéo de

faixas cromossdmicas. FISH e analises Southern requerem uma grande

‘quantidade de material do paciente, envolvem procedimentos experimentais

consumidores de tempo, e o nivel de detecgédo conseguido é de -20 kb até
650 kb. A resolugdo de um aCGH esta limitada ao tamanho e a densidades
dos clones da sonda (~ 40 kb para a amplificagéd de uma seqiéncia, e de 7-
a 130 kb para cancelamentos) ((Shaffer and' Bejjani, Hum. Reprod Update,

10(3): 221 a 6 (2004)) e a capacidade de variagdo do sinal fluorescente pode -
afetar a precisdo da interpretagao (Oostlander et al., Clin. Genet, 66(6): 448
a 95 (2004)). O MAPH tem uma resolug:éo' de aproximadamente 50 kb (Ar-
mour et al., Nucleic Acid Res., 28(2):605-09 (2000)) e embora o MLPA tenha
uma resolucao mais elevada do que as outras técnicas, ele é consumidor de
tempo, e sensivel a poliformismos de nucleotidio Unico em ou préximo aos
sitios de ligagdo o que pode levar a resultados negativos falsos. A qPCR, da
mesma forma, deve ser tomada com cuidado para impedir a contaminag¢éo
(Schouten et ét., Nucleic Acid Res., 30(12) :e57 (2002)) e nenhuma das téc-

nicas € multiplexada com facilidade (isto €, combinando multiplos conjuntos

de sondas em uma Unica reagao).
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As suspensodes de microesferas de poliestireno modificadas de
forma espectral, acopladas a seqiiéncias sintéticas de DNA, podem ser hi-
bridizadas com relag&o a uma sequéncia-alvo de acido nucléico e detectada
através de citometria de fluxo convencional como descrita nas Patentes U.S.
5.736.330, 5.981.180, e 6.057.107. Esses ensaios utilizam de 10 a 50 son-
das de nucleotidio de oligonucleotidio para a hib(idizagéo com relacao ao
DNA -alvo. Outras aquisi¢bes de dados multiplexados e plataformas de ana-
lise para a analise de citometria de fluxo de analises com base em microes- |
feras foram descritas (Fulton et al., Clin. Chem., 43(9):1749 a 56 (1997)). As
andlises padronizadas de hibridizagcdo de acido nucléico sdo bem-
conhecidas na técnica e envolvem a utilizagdo de uma sonda de acido nu-
cléico marcada para identificar as moléculas de DNA ou de RNA -alvo no

interior de uma mistura complexa de moléculas de acido nucléico nao mar-

- cadas. A hibridizagdo por microesferas tem mostrado ser tanto precisa como

sensivel para a quantificagdo da abundéncia de sequéncias de ribossomo a
partir de microorganismos em amostras ambientais (Spiro et al. Applied and -
Environmental Microbiology, 2000, p.4258 - 4265, Vol. 66, No. 10). No entan-
to, as analises atuais requerem a amplificagdo do DNA -alvo antes da hibri-
dizagdo com a sonda, e as sondas atuais nao proporcionam especificidade e
sensibilidade adequadas para quantificar de forma precisa o nimero de c6-
pias genOémicas diretaménte a partir de amostras de DNA do paciente. A
amplificégéo através da reacéo em cadeia de polimerase do DNA -alvo antes
da andlise pode levar até 5 horas para ser completada com relagdo a cada
seqiéncia detectada, e quando a andlise FISH é usada, 0s processos de
hibrid-izagéo, detecgao e analise podem levar até 2 dias por sonda por amos-
tra. Além disso, a etapa de amplificacéo exigida pode complicar a estimativa -
do numero de copias cromossOmicas das seqﬂénci'as -alvo devido a que a
amplificagdo é inerentemente logaritmica e dificil de ser controlada. No en- -
tanto, tentativas anteriores com relacdo a andlise direta de DNA gendmico
nao amplificado ndo tiveram sucesso (Borucki et al., J. Clin. Microbiol,
43(7):3255- 59 (2005)).

A técnica anterior que se segue é diferente da presente inven-
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¢do, uma vez que -em todos os métodos abaixo, a amplificagdo antecipada
da amostra -alvo foi necesséria, e as sondas acopladas as microesferas fo-
ram oligonucleotidios que ndo foram definidos como de cdpia Unica ou de

baixa copia em todos os casos. Sequéncias altamente reiteradas no genoma

ou na transcricdo ndo exigem necessariamente amplificagdo para uma de-

tecgao confiavel, porém sequéncias de copia unica ou de pouco numero de

copias em grandes genomas complexos tem esta estipulagdo com a finali-

" dade de ser obtida uma sensibilidade adequada para a detec¢ao. O que se

segue € uma relacdo de trabalhos publicados e de patente que envolve a
hibridizagcao em suspensdo de microesferas. As patentes relacionadas abai-
x0 sdo distintas da presente invengdo, uma vez que elas sdo capazes em
termos da quantificagdo direta do numero de cépias de sequiéncias no acido
nucléico -alvo. | ,

a. Andlises de analito de conjugado de microesfera codificado de
modo espectral; Patentes U.S. 6.649.414, 6.449.562, 6.395.470

b. Detecgéo de PCR e DNA com a utilizagdo de oligonucleoti-
dios: Patentes U.S. 6.057.107, 6.060.240, 5.981.180, 5.736.330, 6.916.661,
e 5.981.18 - : |

c. Técnica de hibridizagdo por conjunto de suspensdo de micro-
esferas envolvendo a hibridizagdo de seqiiéncias de oligonucleotidios com
relagao a DNA amplificado por PCR: Patentes U.S. 5.736.330 & 6.057.107 e
Fulton et al. Advanced multiplexed analysis with the FlowMetrix system, Clin
Chem 1997 Sep; 43(9): 1749-56.

d. A Patente U.S. N® 5.981.180 descreve um método para a utili-
zacgao de contas codificadas por cor em conjunto com citometria de fluxo
para a execucao de analise biolégica multiplekada.

e. Um método para andlise multiplexada de fragmentos‘de DNA
ligados a microesferas e quantificagdo de acido nucléico com a utilizagao de
marcador ativado por luz fixado ao &acido nucléico -alvo foi patenteado por
Dattagupta e Nanibhushan, 2001; Patente U.S. 6.620.586.

f. Se seguem patentes pertinentes a fixagdo de oligonucleotidios
a microesferas, e detécg:éo de produtos da PCR, detecgdo de polimorfismo
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ou metilacdo em analises de hibridizagdo. As tecnologias que se seguem
podem ser usadas com aquela da presente invengao, porém estao separa-
das da mesma. "Nanopatrticles having oligonucleotides attached thereto and
uses therefor": Patentes U.S. Nos. 6.903.207, 6.902.895, 6.878.814,
6.861.221, 6.828.432, 6.818.753, 6.812.334, 6.777.186, 6.773.884,
6.767.702, 6.759.199, 6.750.016, 6.740.491, _ 6.730.269, 6.720.411,
6.720.147, 6.709.825, 6.682.895, 6.677.122, 6.673.548, 6.645.721,
6.610.491, 6.506.564, 6.495.324, 6.417.340, 6.361.944. "

g. Outros conjuntos de sondas de microesferas conjugadas para
a deteccdo de sequéncias especificas de oligonucleotidios: Patentes U.S. -
6.890.741, 6.858.394, 6.919.206. A

h. Triagem de mutac¢ao com a utilizagao de PCR com relagao a
amplificacao -alvo: Patentes U.S. 6.528.261, 6.340.566 _

i. Triagem de mutagdo com a utilizagdo de extens&o de iniciado-
res: Patente U.S. 6.537.748

j. Deteccao de patdgenos com a utilizacdo de microesferas u- -
sando objeti\'/os' amplificados: Patentes U.S. 6.858.387, 6.620.586,
6.821.754, 6.821.519, 6.818.397. _

Por consequéncia, 0 que é necessario na técnica sao métodos
para determinar rapidamente seqiéncias de dominios aneuploides e aneus-
sbmicos com a utilizagéo'_de pequenas quantidades de amostras ou de ma-
terial do‘paciente. O que é também necessario sao métodos para a determi-
nacgao de tais sequéncias que sejam mais precisos e que nao exijam as eta-
pas complexas e de consumo de tempo dos outros métodos atuais. O que é
ainda- necessario sdo métodos para a determinacdo de anormalidades nu-
méricas de sequéncias de acido nucléico genémicas ou cromossémicas que
ndo exijam a amplificacdo do DNA -alvo antes da hibridizagdo com uma

sonda.

SUMARIO DA INVENCAO
' ~ A presente invengdo supera os problemas esbogados acima e
proporciona um novo método para a identificacdo de anormalidades cromos-

sdmicas com base na medicdo de nimero de cdpias gendmicas. Ele tam-
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bém pode ser usado para determinar a concentragdo de DNA (ou de RNA)
de uma solugdo ou para a determinagéo de niveis de.um ou mais transcritos
em um complexo de mistura de acidos nucléicos. Falando em geral, o méto-
do da presente invengéo inclui a andlise de hibridizagdo de uma solucdo de
microesferas utiIiZando sondas de hibridizacdo gendmica de baixa cépia de
uma sequéncia especifico com relagdo a uma seqléncia de referéncia ou .
uma curva padrao. E alcangada uma precisao suficiente para separar o nu-
mero normal de copias que é em geral duas para os autossomas a partir da
homozigosidade ou a partir de trés ou mais alelos. Essa analise permite a
analise direta do DNA (ou RNA) genémico total, com a utilizagdo de citome-
tria de fluxo, e se necessario, pode seguir a rotina da analise citogenética
sem a exigéncia de grande quantidade de amostras do paciente, re{iradas
adicionais de sangue, métodos de amplificagcdes especificas com relagdo ao
local, ou de purificacédo genémica consumidores de tempo. Pode ser notado,
por esse motivo que a determinag&o do nimero de cépias em um Unico local
pode ser realizada sem um antecedente complexo de sequiiéncia que consis-

te no genoma completo. Esse nivel requintado de discriminagdo também

 pode ser usado para a determinagdo do nimero de cépias de transcritos

raros contra o pano de fundo do "transcriptoma" completo, ou para a detec-
¢do de sequéncias especificas de acido nucléico extremamente diluidas ou
de baixa concentragdo no interior de solugc")és heterogéneas de acidos nu-
cléicos. _

Ao contrario das analises de hibridizagéo correntes com sondas
de oligonucleotidios, a amplificacdo antecipada do DNA-alvo especifico para
o local ndo € necessaria devido a que as sondas de hibridizacdo de baixa
copia mais longas da presente invencao proporcionam a especificidade au-
mentada necessadria para a detecgao direta das sequéncias genémiéas-alvo,
unicas, homologas. Por exemplo, a presente invengdo pode ser usada para
detectar ganhos ou perdas em numero de cépias nas amostras gendmicas
do paciente com menos de 90 minutos, de mais preferéncia em menos do
que uma hora, ainda de mais preferéncia em menos do que 50 minutos, de

mais preferéncia em menos do que 45 minutos, ainda de mais preferéncia,
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em menos do que 35 minutos e ainda de mais preferéncia em menos do que
cerca de 30 minutos sem manipulagdo de tempo de laboratério, sem levar
em conta 0 numero de sondas presente em cada feagéo por amostra. Além
disso, podem ser combinados conjuntos multiplos de microesferas conjuga-
das com a sonda, de baixa cépia independentes na mesma analise de hibri-
dizagcéo para a medicdo de forma independente das mudangas multiplas no
numero de copias. A analise multiplexada n&o diminui somente a quantidade
necessaria da amostra por analise, quando comparado com o FISH, porérh
também diminui o tempo da analise e o custo total por amostra testada.

Em formas preferidos, a presente invencao utiliza sondas de hi-
bridizagéo de copia baixa ou copia unica projetadas especialmente para se
hibridizar a um unico local na sequéncia hapléide do genoma com alta espe-
cificidade. O método para a selecao da sonda esta descrito na Patente U.S.
No. 6.828.097 e no pedido de patente U.S. pendente N° de Série 09/854.867 |
(Publicacdo de Patente U.S. No. 2005/0064449), os ensinamentos e o0 con-
tetido da qual é incorporado aqui, por referéncia. Como podem ser observa- -
das, essas etapas iniciais exigem o conhecimento das seqléncias de ambas =
as repeticoes-alvo e gendmicas, informagdo que esta crescentemente dis-
ponivel devido ao Projeto do Genoma Humano e estudos de bioinformatica a
ele relacionados. Além do mais, € usado um software de computador facil-
mente disponivel para a derivagéo das sequéncias de cdpia baixa necessa-
rias.

De preferéncia, pelo menos séo selecionadas e sintetizadas du-
as seqliéncias de sonda diferentes. Pelo menos um conjunto de sondas de-
ve ser selecionado e sintetizado para o reconhecimento de uma sequéncia
de &cido nucléico especifico na qual a anormalidade, se presente, poderia
estar (sonda de teste), e outro conjunto de sondas deve ser selecionado e |
sintetizado para o reconhecimento de uma seqléncia de referéncia (sonda
de referéncia). As sondas de cépia baixa devem ter pelo menos cerca de 60
pares de bases em geral ndo mais do que 2500 pares de base em tamanho.
De preferéncia, as sondas sao de entre 60 e 1000 pares de base, de mais

preferéncia entre cerca de 80 a SOO,pares de base e de maior preferéncia
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entre cerca de 90 a 110 pares de base. Foi descoberto que as microesferas
conjugadas a sondas de c()pia baixa de cerca de 100 pares de base produzi-
ram distribui¢cdes de fluorescéncia média bem-definidas, e de forma bonsis-
tente valores de intensidade média de fluorcromo secundarios mais altos, e
desse modo refletiram com pfeciséo 0s numeros reais de cépias. Os conju-
gados de sondas mais curtos também sdo mais estaveis e podem ser usa- .
dos nas reagoes de hibridizagcao durante mais do que dois meses depois da
conjugacao quando armazenados de forma apropriada, de preferéncia no
escuro e a cerca de 4°C. Isso resulta em menos variagdo de lote para lote
em estoques de microesferas marcadas, reduzindo desse modo o esforgo
necessario para conjugar, quantificar e qualificar as microesferas conjugadas
as sondas. As sondas conjugadas mais longas mostraram uma eficécia de
hibridizacdo degradada dentro de duas semanas depois da bonjugagéo_.
Durante a sintese, as sondas podem ser marcadas com amina,
dependendo da reagao de conjugacgao especifica, para a conjugagao a mi- .
croesferas disﬁntas de forma espectral. De preferéncia as sondas sdo conju-
gadas as microesferas através de reagao de carbodiimida modificada (como
descrita no Exemplo 1), na qual as microesferas foram carbdxiladas. Outros
métodos para o acoplamento de acidos nucléicos s microesferas tem sido
desenvolvidos que sdo equivalentes em ambito aos do método presente.
Outro método comum para a conjugacédo de DNA a microesferas liga contas
revestidas com estreptavidina a sondas que contém um nucleotidio modifi-
cado com uma parte de biotina no terminal 5'. Nanoparticulas de ouro foram
conjugadas a acidos nucléicos modificados com tiol na U.S. 6.361.944. Aci-
dos nucléicos e proteina foram conjugados a contas nas U.S. 6.468.546,
6.838.243, 6.833.246, 6.828.146, 6.828.142. A conjugacdo de oligonucleoti-
dios a microesferas também foi executada através de um cordéo eletréfilo, a
saber o reagente N-cloroacetamidohexil fosforamidita (Guzaev, et al Bioorg
Med Chem Lett. 1998 Dec 15; 8(24):3671 a 6). O DNA também foi conjuga-
do a particulas semicondutoras microcristalinas (Taylor, J.R., Fang, M.M., &
Nie, S. M. Probing specific sequences on single DNA molecules with biocon-
jugated fluorescent nahoparticles‘. Anal. Chem. 72, 1979 a 1986, 2000; W. Z.
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Guo, J. J. Li, Y. A. Wang, X. G. Peng, Conjugation chemistry and bioapplica-
tions of semiconductor box nanocrystals prepared via dendrimer bridging.
Chem. Mater. 15, 3125 a -3133 (2003), e a Patente U.S. No. 6.630.307). Em
uma modalidade de preferéncia as microesferas sdo secadas internamente,
contas de poliestireno, fluorescentes com diversos enderecos espectrais,
s80 conjugadas a sondas de copia baixa de tal forma que resultam diversas
combinagdes de contas conjugadas com sondas de cdpia baixa, nas quais
as sondas de referéncia sdo designadas com um enderego espectral sepa-
rado. Os enderegos espectrais diferentes sdo reconhecidos pelo citdmetro
de fluxo e permite, as rea¢gdes multiplexadas com diversas sondas de copia
baixa ligadas a conjuntos de microesferas diferentes. |

A sequéncia-alvo de acido nucléico é em seguida preparada a-
para a hibridizagdo. Ao contrario de outros métodos, a sequéncia -alvo ndo é
pré-selecionada ou amplificada, de tal forma que, na presente invengédo uma |
copia total do genoma (ou do transcriptoma) pode ser hibridizada para a
analise. Dependendo da origem e da condicdo da amostra, o DNA (ou 0"
RNA) é extraido a partir das células e, se necessario, pode ser replicado in
vitro com a utilizagao de qualquer método convencional. De preferéncia, o
acido nucléico é replicado in vitro com a utilizagdo do GenomiPhi kit (Qiagen,
Valevncia CA), que utiliza menos do que um ng do acido nucléico da amostra
e requer menos do que 20 minutos de tempo de manipulagdao. O DNA é em
seguida marcado através de um dispositivo convencional, de preferéncia
através de uma etapa de marcagao direta durante a replicagdo in vitro ou
através de um sistema de marcacao indireta consistindo em um marcador e
um nucleotidio de informagéo que tenha uma afinidade com relagdo aquele
marcador. O &cido nucléico -alvo é marcado com um marcador de identifica-
céao tal como um fluoréforo, um conjugado enzimétibo, ou um selecionado a
partir do grupo que consiste em biotina ou nas partes reconhecidas pela avi-
dina, estreptavidina ou anticorpos especificos. Existem varios tipos de mar-
cadores de identificacdo n&o isotopicos. Um tipo é um marcador que esta
quimicamente ligado ao acido nucléico -alvo e serve como o dispositivo para

a identificacao direta. Um exemplo disso poderia ser uma parte de fluorcro-
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mo, que quando da aplicagdo de radiacao dos comprimentos de onda apro-
priados se tornara excitado dentro de um estado de alta energia e emitira luz
fluorescente. Os nucleotidios fluorescente diretamente marcados tais como o

Cy3-dUTP sé@o conhecidos na- técnica e poderiam ser adequados para a

marcagao do DNA -alvo para uso na presente invengao. Outros métodos de

marcacao direta do DNA também poderdo ser adequados (um exemplo po- .
deria ser o marcador de amino-alila comercializado como o método Ulysses
(Kreatech, Holanda)), no entanto nesses casos o DNA do genoma poderia
ser fragmentado (pela DNAse 1, cisalhamento ou outra digestdo enzimatica)
até um tamanho adequado para a hibridizagao antes da adi¢do do alvo mar-
cado & sonda de microesferas conjugadas. Em uma modalidade de prefe-
réncia, o acido nucléico -alvo é marcado, de preferéncia através de transla-
¢ao de entalhe com a utilizagdo de um nucleotidio modificado ou marcado
diretamente (Rigby et al., J. MoL Biol., 113: 237 a 251, 1977) da maneira
convencional com a utilizagdo de um reagente compreendendo o marcador
de identificagéb de escolha (porém nao limitado a) conjugado a um nucleoti-
dio tal como o dUTP ou dATP. Os fragmentos, ou sdo marcados diretamente
com um nucleotidio marcado com um fluoréforo ou marcadovs indiretamente
através da ligacdo do duplex marcado a um anticorpo marcado de forma flu-
orescente que reconheca o nucleotidio modificado que estd incorporado
dentro do fragmento como descrito abaixo. As translagdes de entalhe (100
ul) utilizam a DNA polimerase | isenta de endonuclease (Roche Molecular
Biochemicals e DNase | (Worthington Chevmical)). Cada fragmento é combi-
nado com a DNA polimerase 1 (4 unidadés/micrograma de DNA), DNase
(0,01 a 3 microgramas/100 ul de reagao), nucleotidio marcado (0,05 mm fi-
nal) e tampé&o de translagédo de entalhe. A reagéo é executada & 15°C duran-
te 60 minutos e produz uma variedade de fragmentos de sonda marcados de
tamanhos de nucleotidio diferentes em uma faixa de tamanhos de ~ 300 até
1000 pb. De forma alternativa, a biotina-dUTP ou a digoxigenina-dUTP po-
dem ser incorporadas durante o procedimento de replicagdo in vitro e a a-
mostra marcada resultante pode ser tratada com DNAse 1 ou cisalhada a-
través de algum outro método para produzir fragmentos de ~ 300 pb até 1 kb
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de comprimento. Outros métodos para a marcagao e a detecgdo de Acidos
nucléicos em uso comum podem ser aplicados para a detecgdo do conjuga-
dos de microesferas de DNA de cdpia baixa do presente método. Esses mé-
todos incluem marcadores de fluorcromo e composi¢oes fluorescentes tais
como grupos de transferéncia de energia, proteinas conjugadas, anticorpos,
ou antigenos.

As condigOes para a reagédo de hibridizacdo irdo depender da
composi¢ao especifico do nucleotidio e o comprimento de cada sonda de |
copia baixa, e sdo determinadas com facilidade por aqueles versadas na
técnica. Para a hibridizacao a seqliéncia de amostra é diluida em uma solu-
¢éo de um tampao de hibridizagao que contenha as microesferas conjuga-
das com a sonda de cépia baixa. A quantidade de microesferas conjugadas

com a sonda a ser utilizada ira depender da quantidade de amostra testada.

- De preferéncia, cerca de 5 pg até 1 ug de amostra, de mais preferéncia cer-

ca de 25 a 100 ng de amostra, ainda de mais preferéncia cerca de 30 a 70
ng, ainda de mais preferéncia cerca de 40 a 60 ng de amostra e de maior
preferéncia cerca de 50 ng de amostra, sdo analisadas por reacao de hibri-
dizagdo. Por consequiéncia, a solugao de tampao contém de preferéncia cer-
ca de 2.000 a 10.000 microesferas conjugadas com a sonda, de mais prefe-
réncia de 2.000 a 6.000 microesferas conjugadas com a sonda, ainda de
mais preferéncia cerca de 4.500 a 5.500 microesferas conjugadas com a
sonda, é de maior preferéncia cerca de 5.000 microesferas conjugadas com
a sonda com relag@o a cada conjunto a ser hibridizado. Uma vez diluida, a
reacdo de hibridizagdo é desnaturada com calor, de preferéncia & cerca de
95°C .e em seguida hibridizada de um dia para o outro em uma temperatura
de hibridizacdo adequada, de preferéncia, a cerca de 45 até 51°C depen-
dendo da composi¢ao e do comprimento do nucleotidio da sonda. As micro-
esferas hibridizadas sdo em seguida lavadas e centrifugadas para a remo- .
¢ao da seqiéncia -alvo hibridizada.

~ O sobrenadante € removido e a amostra hibridizada é manchada
ou marcada com uma quantidade de uma molécula de informagdo modifica-

da ou outro marcador adequado, de preferéncia um que atue como um fluor-
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cromo secundario, para detectar a amostra hibridizada marcada as microes-
feras conjugadas com a sonda de cépia baixa. As moléculas de informagéo
de preferéncia sao a estreptavidina marcada com ficoeritrina ou fluoresceina

antidigoxigenina, que detectam e se ligam as marcagdes da sequiéncia -alvo

de preferéncia, biotina e dingigenina, respectivamente. A amostra hibridiza-

da e marcada/manchada é incubada na mesma temperatura usada para a .
reacao de hibridizagédo, durante um periodo de tempo suficiente para a mo-

lécula de informagao detectar e se ligar a seqliéncia -alvo marcada. As se-

guir, a mostra é lavada para a remocdo da mancha residual. As amostras

sdo centrifugadas, o sobrenadante é removido e as microesferas hibridiza-

~ das manchadas séo ressuspensas em uma quantidade de tamp&o de hibri-

dizagao. ,

Antes da analise através de citometria de fluxo, as amoétras hi-
bridizadas podem ser diluidas dependendo das instrugdes do fabricante do
citdmetro de fluxo. De preferéncia; cerca de 2.000 a 6.000 microesferas de .
cada conjunto sao analisadas por reagdo, de mais preferéncia cerca de
4.500 até 5.500 microesferas, e de maior preferéncia cerca de 5.000 micro-

- esferas por conjunto sdo analisadas por reagdo. No entanto, a quantidade da

amostra a ser analisada pode depender do citdbmetro de fluxo especifico a
ser usado para a analise. Sera observado que a calibragéo e os ajustes de
operagao para o citbmetro de fluxo podem ser modificados em uma quanti-
dade de modos sem experimentacéo indevida, por aqueles versados na téc-
nica, para a determinacé@o das faixas étimas para a medi¢ao de uma analise
especifico de hibridizagdo. Esses parémétros também irdo depender do
software empregado para a andlise. Os padrdes para contas fluorescentes
estao amplamente disponiveis e podem ser usados para a calibra¢éo da in-
tensidade de canais diferentes de detecgéo de fluorcromo do citémetro de -
fluxo. O instrumento também pode ser calibrado com padrdes de referéncia
fluorescente com base em contas com a superficie marcada calibradas em
moléculas de unidades de fluorcromo solavel equivalentés (MESF). Os ajus-
tes da voltagem do tubo fotomultiplicador e os limites com relagao a disper-
sao adiante, disperséd Iateral, velocidade de fluxo e vérios canais de detec-
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¢ao devem, de preferéncia ser otimizados para minimizar as diferengas entre
as intensidades de fluorescéncia de duas sondas hibridizadas diferentes
com relacdo a uma amostra de um Unico paciente com um. gendtipo normal.
Os parametros de voltagem ndo 6timos séo facilmente aparentes e resultam
em picos de fluorescéncia amplos ou dados nao lineares, enquanto que 0s
parametros 6timos resultam, de preferéncia em microesferas intimamente
agrupadas com enderegos de espectro diferentes quando visualizadas com
a utilizagdo de um grafico de dispersao lateral. De preferéncia esses ajustes
sdo determinados a partir de medicdes de fluorescéncia derivadas de média
aritmética, média geométrica, e canal médio e de pico.

Foi descoberto que a maioria das sondas de copia baixa da pre-
sente invengdo ndo exige uma otimizagéo significativa com relagdo a com-
posigdo, devido a que a qualidade da sonda depende em sua maioria da
natureza da coOpia baixa da sequéncia usada para a designa¢do da mesma.
Além dos métodos de projeto de sondas de copia baixa descritos na U.S. N
6.828.097. os pares de sondas de teste e de referéncia foram otimizados
com.relagdo & estabilidade térmica equivalente por sequéncias iguais de =
comprimento similar, e se possivel, composi¢bes (especificamente, a per-
centagem de nucleotidios G e C) em um esforgo para mitigar a formacéao de
estruturas secundarias na, ou proxima a temperatura de hibridizagdo de ca-
da uma das sondas. As Seqﬁéncias que sao paralogas a outro local genémi-
co produzem proporgdes de intensidade de fluorescéncia que excedem os
intervalos de confianga estabelecidos com relacdo aos genétipos conheci-
dos. A presente invengao supera essa limitagao através do uso de sodas de
copia baixa que sdo estritamente nao homélogas a outros segmentos gené-
micosT

As amostras hibridizadas sdo em seguida analisadas por citome-
tria de fluxo, de preferéncia com a utilizagao de detecgéo de laser duplo, por
meio do qual o citdmetro co-seleciona com relagédo aos enderecos de espec-
tro das microesferas e o fluorcromo ligado as sequéncias de amostra com a
finalidade de identificar e quantificar as sondas hibridizadas. As diferencas

em numero de cépias podem ser distinguidas através da comparacgéo das
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intensidades medias de fluorescéncia das sondas de teste com as intensida-
des da sonda dissémica de referéncia. Especificamente, o sinal de cada se-
quéncia de amostra, hibridizada da sua microesfera conjugada com a sonda

complementar é determinado para quantificar a intensidade de fluorescéncia

do fluorcromo secundario ligado a sequéncia da amostra. Por exemplo, a

sonda de referéncia serve como uma referéncia interna através da qual uma
copia (cancelamento) pode ser distinguida de outras duas (normais) e duas
copias podem ser distinguidas a partir de trés (dupliéagéo) com base nas
diferengcas em intensidade de fluorescéncia. Os enderegos de espectro da
microesfera sdo selecionados para minimizar a sobreposi¢cao com os com-
primentos de onda da emissdo de qualquer um dos fluorcromos secundérios |
nao ligados (molécula de informacao). Isso pode ser confirmado atraVés da
comparagao com os resultados obtidos a partir de outras microesferas idén-
ticas-ndo conjugadas e nao hibridizadas. Um controle negativo também pode
ser mantido com a utilizagdo de Um tubo de reagcédo que contenha todos os
componentes exceto com relagdo ao acido nucléico da amostra com a finali-
dade de determinar a fluorescéncia de fundo no canal secundario de detec-
¢ao de fluorcromo. De preferéncia, o sistema é descarregado com agua des-
tilada entre as rodadas para a remoc¢ao de quaisquer microesferas residuais.

De preferéncia a média geométrica ou a proporgao de fluores-
céncia mediana é usada para a medigdao de nimero de cépias na presente’
analise de hibridiza¢ao devido a que ela proporciona os menores intervalos
de confianca (95%) e residuais com relagdo a todos os gendétipos sem su-
perposi¢ao entre os genotipos. Em _seqUénCias que contém um cancelamen-
to, os valor previsto com relagdo a média geométrica ou a propor¢éo de fluo-
rescéncia mediana da sonda de teste com rélagéo a intensidade da sonda
de referéncia é de cerca de 0,5, o que reflete uma diferenga de um ndmero
de copias gendmicas de uma versus duas. Em s'eqijéncias que contém uma
duplicagdo (ou insergao)a proporcdo é prevista para ser de cerca de 1,5, o
que reflete uma diferenga no nimero de cépias gendmicas de trés versus
duas. Propor¢gées maiores do que 1,7 tipicamente indicam aumentos em

numeros de copia de até cinco cépias adicionais de uma seqiiéncia. E em
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sequéncias normais a propor¢cdo é prevista para ser de cerca de 1',0, 0 que
reflete o numero de copias dipldides normais para ambos os gendtipos. Na
pratica da presente invengdo, o desvio a partir dessas proporg¢des previstas
é de preferéncia minimizado, de tal forma que as proporgoes fiquem dentro
de um intervalo de confianga de cerca de 80%, ainda de mais preferéncia
dentro de cerca de 90% . Na modalidade de preferéncia, essas proporgdes
nao devem ser de menos do que 95% de intervalo de confianca e ndo deve
haver sobreposi¢éo entre os genoétipos, permitindo dessa forma uma deter-
minacao mais precisa do numero de cépias. As proporcdes de preferéhcia
que refletem um cancelamento devem ser de cercé de 0,2 a 0,75, de mais
preferéncia de cerca de 0,40 a 0,60, ainda de mais preferéncia entre cerca
de 0,45 e 0,55, e de maior preferéncia de cerca de 0,49 a 0,51. As propor-
¢bes que refletem tanto as insergdes como as duplicacdes devem, de prefe-
réncia ser de cerca de 1,25 a 1,75, de mais preferéncia de cerca de 1,40 a
1,60, ainda de mais preferéncia entre cerca de 1,45 e 1,55, e de maior prefe-
réncia entre cerca de 1,49 e 1,51. As proporgcdes que refletem gendtipos -
normais devem de preferéncia ser de cerca de 0,75 a 1,25, de mais prefe-
réncia de cerca de 0,90 a1,10, ainda de mais preferéncia entre cerca de 0,95
e 1,05, e de maior preferéncia entre cerca de 0,99 e 1,01.

~ Foi descoberto que a presente invengéo distingue as diferencas
do numero de copias entfe uma sequéncia dipléide de referéncia e um can-
celamento cromossOmico (alelo uUnico), insergao, trindmia ou duplicacao (trés
alelos), bem como aumentos no nimero de cépias de até cinco copias adi-
cionais (cinco alelos). Essa andlise pode detectar seqiiéncias de cdpia muito
baixav Ou rara, mesmo se a seqﬂéncia de teste especifico esta somente pre-
sente em uma codpia por genoma hapléide. O grau do rearranjo do acido nu-
cléico pode ser definido dentro de 62 pb, o que é significativamente mais
preciso do que CGH de aglomeragao, analise Southern e é comparavel a
precisdo do MLPA. A andlise de hibridizagcdo da conta de microesfera da
presente invencao aumenta a resolugdo, aumenta o sinal para a proporgdo
de ruido e é facilmente receptivo a multiplexacao, fazendo do mesmo uma
abordagem de alto rendimento. A capacidade das sondas multiplexadas
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conserva a amostra ou o material do paciente disponivel e diminui o tempo
necessario para fazer o diagnéstico. Ainda, a contaminacdo de seqiiéncias
gendmicas heterdlogas foi mostrada como ndo impactando a eficiéncia da
hibridizagao da analise. Em consequéncia, a plataforma de hibridizagcdo de
microesferas pode ser mais a'propriada em algumas situagdes de diagnédsti-
co no lugar da FISH, CGH de _aglomefagéo (aCGH), expressdo ou revesti- .
mento de micro aglomeragbdes, analise Southern, hibridizacédo de sonda mul-
tiplex amplificavel (MAPH), hibridizagdo de sonda multiplex de ligacdo (ML-
PA) e PCR quantitativa (QPCR). .

Este ensaio ¢ facilmente receptivo com relagdo a aplicacdes de
alto rendimento. Por exemplo, com arranjos gendmicos de sondas de hibridi-
zacao de baixa cdpia conjugadas com suspensio de microesferas, déve ser
viavel determinar e/ou definir com rapidez sequéncias cromossdmicas anor-
mais com base em diferengcas em nuimero de cépias com relagdo a uma ou
mais locais de referéncia conservados cujo nimero de cdpias é essencial-
mente nao variénte entre individuos diferentes. A hibridizagao de um conjun-

to denso de sondas de cépias baixas que se espalham em uma regido do

- cromossomo pode ser usada para uma triagem inicial com relacdo aos limi-

tes dos dominios aneussdmicos. Estudos FISH subseqiientes podem em
seguida prover um contexto cromossémico com relagdo a essas alteracdes
genéticas. Podem ser previstas aplicagbes de alto rendimento, devido a que
aproximadamente 3840 produtos diferentes podem ser analisados em uma
Unica placa de microtitulagdo de alta densidade com a utilizagao do conjunto
atual de 10 contas codificadas espectralmente distintas em cada cavidade.
Com os citdmetros de fluxo disponiveis, presumindo uma resolugdo minima
de sonda de 200 kb, uma unica placa pode prbver a determinacao do nume-
ro de copias de alta resolugdo com relagdo a um dominio de 200 kb dentro
de 90 minutos a partir do tempo da aquisicdo dos dados.

Devido a que esta invengao é tanto mais sensivel e mais precisa
do que outras tecnologias relacionadas com a técnica, ela pode ser usada
para outras aplicagbes diagndsticas (além daquelas apresentadas nos E-

xemplos 1 e 2, dados aqui), que tenham anteriormente necessitado de son-
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das altamente reiteradas ou com sondas que necessitam de amplificacdo
prévia do alvo.

Um aspecto da presente invengao pfoporciona a deteccao de
desequilibrio cromossémico. Uma das implicagdes mais significativas da de-
teccao de cancelamentos no paciente (e bem como a possibilidade de he-
rangas trialélicas) é o desequilibrio resultante dos alelos obseravados. Isto é,
enquanto a insuficiéncia hapldide ou a expressdo exagerada de uma se-
quéncia gendmica transcrita pode contribuir para a doenga, a presenga de
um unico alelo mutante que ndo esteja marcado por um cancelamento do
alelo do tipo natural (ou uma proporgéo de 2:1 de alelos do tipo mutante para
o natural) pode ser como uma ou mais determinantes importantes de alguns
fenétipos clinicos anormais. A selecéo judiciosa de intervalos de baixa cépia
pode ndo somente detectar essas regides de desequilibrio do cromossomo,
porém também irdo permitir a detecgdo de mutagbes ou os SNP que sdo
encontrados no interior desses dominios. Devido aos esfor¢gos de consoércio
de mapeamento dos haplétipos, as localizagbes gendmicas detalhadas e as
freqliéncias de populacdo de milhdes de SNP estdo agora disponiveis. Com
base no trabalho de alguns dos inventores do presente pedido de patente,
alguns dos mesmos estdo associados com varios disturbios congénitos.

~ As sondas Ic (copias baixas) usadas para a detecgdo de dese-
quilibrio do cromossomoA,com a utilizagcdo do ensaio com microesferas po-
dem ser selecionados com base no conhecimento anterior das localizacdes
se sequiéncias polimérficas ou mutacdes publicadas. Depois que uma anor-
malidade no cromossomo é detectada com a utilizacdo do ensaio, a microes-
fera hibridizada é em seguida recuperada, e a seqliéncia derivada a partir do
paciente é derretida, as contas séo centrifugadas e o sobrenadante que con-
tém o filamento derretido € em seguida usado na etapa que se segue. Essa |
sequéncia pode em seguida ser analisada diretamente, isto é, com um en-
saio de PCR fluorescente tal como a Tagman (Applied Biosystems) ou com
ensaio de feixe molecular, ou amplificadas e sequenciadas diretamente para
a determinagdo do genétipo do alelos ou dos alelos hibridizados. Duplices

compostos pelas amostras do paciente enriquecidas com sondas 1c conju-
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gadas porém ser aparados para extremidades rombudas com a utilizagdo de
uma nuclease (por exemplo,'S1 ou Exonuclease I), em seguida tratados com
Cleavase (Third Wave Technologies) para digerir o DNA em sitios néo igua-
lados, e os fragmentos separados tanto por dHPLC (usando um Wave Sys-

tem, Transgenomnic) ou eletroforese. Dois fragmentos mais curtos cujos

comprimentos somados ao comprimehto da sonda poderiam ser previstos
(isso poderia exigir a conjugag¢éo das contas a uma sonda 1c¢ derivada a par-

~ tir de um homozigoto conhecido com relacdo ao ESN ao invés do que uma

mistura de DNA genémicos, que é a fonte atual de gabaritos para a sintese
de sondas). | |

Outro procedimento de determinacé@o de genétipo também pode |
usar a hibridizagao de microesferas na qual os fragmentos recuperados po-
deriam ser usados nos ensaios subsequentes de hibridizacdo de miéroesfe-
ras. As microesferas _carboXiladas sdo acopladas a sondas marcadas com
amino 5' (50 a 70 nucleotidios) nas quais a SNP esta situada mo meio da -
sequéncia. Uma vez que a sequéncia dessas sondas é determinada através
da localizacdo do SNP, as suas seqliéncias ndo sdo necessariamente de
baixa cépia ou de cépia unica. Duas microesferas separadaé sao emprega-
das, uma acoplada a seqtiéncia do tipo natural (sonda de referéncia), e a
outra consistindo da sequéncia variante de SNP (sonda de teste). A hibridi-
zagao é executada como descrita anteriormente, exceto em que o tempo de
hibridizagéo é reduzido para 15 até 30 minutos devido & redugéo da comple-
xidade da sequiéncia -alvo. A sonda que contem a base desigual é desesta-
bilizada através de lavagens rigorosas segUida pela hibridizagdo e dissocia-
dos. A microesfera que contém uma sequéncia exata ira produzir uma inten-
sidade de seqliéncia média mais forte. A Patente U.S. 6.355.431 e as paten-
tes relacionadas descrevem que a hibridizagdo com base em microesferas
pode ser usada para a inicia¢éo da formacao de genétipos, no entanto essas
patentes antecipam que o DNA capturado através da hibridizacdo foi anteri-
ormente obtido através da amplificacdo de objetivo. A presente invencdo
elimina as exigéncias com relagdo a amplificacdo do objetivo antes da hibri-
dizagéo. -
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Pelo menos no caso dos cancelamentos, os tipos hapléides de
SNP intimamente ligados (a fase) no mesmo acido nucléico marcado podem
ser determinados com este ensaio. A novidade aqUi € que a mutagdao ou mu-
tacoes e o cancelamento sédo detectadas de forma eficaz em um Unico en-
saio. | '

Um outro aspecto da presente invengéo pode ser utilizado no
teste animais de criagdo. As regides duplicadas ou canceladas podem estar
associadas com o Quantitative Trait Loci (QTLs) (Montaldo et al. Use of mo-
lecular markers and major genes in the genetic improvement of livestock.
Animal Biotechnology Volume 1. No 2. August 15, 1998, 83 a 89),que sdo
atualmente analisados através de métodos tais como os ensaios PCR e pP-
CR com relagao a gado ou a ovelhas. Devido a sua natureza de alto rendi-

mento, o ensaio com microesferas com relacdo aos marcadores de cance-

- lamento ou duplicagdo de QTL com a utilizagdo da presente invengdo é mais

adequada para ser usada em rebanhos grandes do que os testes de PCR ou
de gPCR. As sondas de teste especificas com relagdo a uma série de locais
QTL podem ser conjugadas a microesferas espectralmente distintas e as
eficiéncias de hibridizagcdo dessas sondas podem ser comparadas a sondas
de referéncia padrdo, mesmo HOXB1 no caso de espécies de animais de
criagao, em um esforgo para discernir proporgdes acima ou abaixo de 1 que
indicam duplica¢des ou éancelamentos dos QTL respectivamente.Os méto-
dos de analise estao de acordo com aqueles descritos acima. .

Em outro aspecto da presente invengao, camundongos transgé-
nicos ou derrubados (ou outros organismos) podem ser testados com rela-
¢ao a insergdo/cancelamento de sequéncias mais rapidamente em um nu-
cleo transgénico com a utilizagéo da presente invencdo. Os métodos atuais
envolvem PCR ou gPCR, tais como aqueles descritos em Nature Genetics

21, 249 - 251, Modeling cancer in the mouse (1999). As sondas de teste com

relagéo as sequéncia transgénica ou derrubada (sondas de teste) podem ser
conjugadas a microesferas espectralmente distintas bem como & seqléncia
adjacente ao genoma adjacente a sequéncia transgénica ou derrubada

(sonda de referéncia). O DNA genémiCo ou o DNA complementar a partir do
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animal transgénico ou derrubado é em seguida extraido e marcado como
descrito precedentemente. A hibridizacao e o cancelamento dos testes e das
sondas de referéncia também sdo previamente obseravados. Se a propor-
cao de MFI do teste para a sonda de referéncia for maior do que 1, entao a
seqliiéncia de teste foi inserida com sucesso no interior do animal transgéni-
co. Se a proporgao de MFI for de 0,5, entdo uma copia da sequéncia de tes- .
te foi derrubada com sucesso ou cancelada do genoma do animal. Se a
sonda de teste falhar em se hibridizar, isso poderia indicar que ambas as
copias da seqléncia da sonda de teste foram canceladas a partir do animal
derrubado testado. | A

Outro aspecto da presente invengdo proporciona a deteccdo de
niveis de lavouras geneticamente modificadas. Os métodos com base em
PCR se tornaram uma das abordagens padronizadas para a quanﬁficagéo
do conteudo de organismos vgeneticamente modificados (GMO) em lavouras
(ver, por exemplo: Zimmermann A., Hemmer W., Liniger M., Luthy J., Pauli -
u. LebensmittéI-Wissenschaﬁ.'und - Technologies 31(7): 664-667, 1998;
Studer E., Rhyner C, LUthy J., Hubner P. Zeitschrift fur Lebensmitteluntersu-
chung und -Forschung A.207( 3): 207-213, 1998; Hoist- Jehsen, Sissel B.
Ranning, Astrid Lovseth, Knut G. Berdal . Analytical and Bioanalytical Che-
mistry. Volume 375, Number 8, 985 - 993, 2003), no entanto esses métodos
tem algumas limitagbes. Eles sao especificamente suscetiveis a resultados
positivos falsos com baixos niveis de contaminagao e nos limites da sensibi-
lidade (< 2%), esses métodos podem dar resultados variaveis incluindo des-
cobertas negativas falsas (Ahmed F., Trends in Biotech. 20: 215 a 223,
2002). As andlises de qPCR existentes que a USDA utiliza sdo especifica-
mente variaveis no limite de 1% de detecgéb. Uma melhoria comercial na
confiabilidade das analises GMO no limite poderia ser valioso uma vez que a
Uniao Européia fixa esse valo‘r como o seu limite superior com relagao as
importagbes agricolas. Uma sonda de teste especifico para a modificacdo
geneética especifico pode ser conjugada a uma microesfera espectraimente
distinta. Uma sonda de referéncia de um nimero de copiar conhecido no

genoma da lavoura especifico que esta sendo investigada também poderia



10

15

20

25

30

21

‘ser conjugada a uma microesfera espectralmente distinta. Todos os proce-

dimentos experimentais poderiam ser como os descritos anteriormente. Uma
proporgdo MFI de teste para a sonda de referéncia de 0,5 poderia indicar
que o organismo geneticamente inserido tinha sido inserido em uma cépia,
uma proporc¢ao de 1 poderia indicar duas cOpias, € uma proporgao de 1,5 ou
maior poderia indicar duas ou mais cépias do GMO. Se a sonda de teste
falhar em se hibridizar, isso poderia indicar a auséncia do GMO no genoma
da lavoura. _

Com a utilizagdo dos métodos da presente invencgao, as sensibi-
lidades conseguidas na quantificacdo de sequéncias de baixa copia do DNA
gendmico humano sdo consideravelmente melhores do que aquelas atual-
mente obtidas com a utilizacdo de PCR com relagédo ao baixo nivel de de-

tecgao do conteudo de GMO. Além do mais, os métodos da presente inven-

' ¢ao nao sao suscetiveis a deteccdo positiva falsa devido ao baixo nivel de

contaminagao, uma vez que a amplificagao da seqtiéncia -alvo nédo é neces-
saria. Com base na capacidade para a discriminagdo das diferencas no nu-
mero de copias em baixo nivel demonstradas com a presente invengao, uma =
pessoa versada na técnica poderia observar que a andlise de hibridizagéo
por solugdo de microesferas poderia ser um teste superior com relagéo a
contaminagao de GMO.

Outro aspectd da presente invengéo proporciona métodos para a
medigéd de niveis de transcritos em cDNA ou em colegdes relativas a equi-
valentes de transcritos padronizados ou a um gene de referéncia doméstico
interno. Os métodos atuais para a detecgdo da presenga de transcritos es-
pecu’fibos em cDNA ou em colegc”)es séo tipicamente testados com a utiliza-
cao de qPCR (Physiol Genomics. 2003; 16(1):90-8), or PCR (Development.
1992; 116(3):555-61), ou hibridizacdo de microesferas (Patente U.S. |
6.875.568). Os métodos atuais de PCR e de hibridizacdo de mico esferas
nao quantificam os niveis de transcritos, e somente detectam a presenca ou
a auséncia do transcrito. A presente invencdo pode habilitar a detecgdo e a
quantificacdo de sequéncias de mRNA de cdpia baixa ou rara (~ 5 copias
por reagao de hibridizagdo) no cDNA. (Nota: 5 cépias foi o numero determi-
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nado de forma experimental no Exemplo 1 durante a detecgao de sequén-
cias em um ambiente gendémico heterdélogo). A metodologia usada esta de
acordo com os métodos descritos acima.

Outro aspecto da presente invengdo proporciona métodos para a
medigdo de mudancas nos niveis de transcritos em resposta a estimulo (per-
turbagdo ambiental ou quimica) ou com o passar do tempo. Os métodos a- .

tuais sdo baseados a saber em PCR (J. Immunol. 2001. Mar 15:

| 166(6):3663-71), ou em RTPCR (Biomaterials. 2003 Jul;24(15):2561-73).

Uma sonda especifico para o transcrito de interesse pode ser conjugada a
microesferas e a sua intensidade de fluorescéncia comparada a um transcri-
to de nivel de expressdo conhecida, tal como um gene doméstico. Se o nivel
do transcrito aumenta depois do estimulo, entdo a proporcdo MTI do teste
com relagao a sonda de referéncia seria maior do que 1. Se o nivel do trans-
crito diminui entao a proporc;éo poderia ser de menos do que 1. Os protoco-
los padréo poderiam ser usados para a hibridizagao e deteccao.

Outro aspecto da presente invengdo proporciona métodos para a
detec¢do quimerismo ou o0 mosaicismo. dentro de uma populagdo mista de
células em uma amostra. O quimerismo é definido como um individuo ou
uma amostra de tecido composta de células derivadas a partir de dois zigo-
tos geneticamente diferentes. O mosaicismo é definido como um individuo
ou uma amostra de tecido com pelo menos 2 ou mais linhas de células dife-
rentes em complemento de gendtipo ou cromossémico derivados a partir de -
um unico zigoto. Por exemplo, uma sonda especifica para um cromossomo
X ou Y a partir da regido ndo pseudo - somatica pode ser usada para a de-
teccdo de quimerismo, mosaicismo consistindo em células a partir de duas
linhas de células diferenciadas de sexos opdstos (por exemplo, XX vs XY)
ou de complementos de cromossomo de sexos diferentes (isto é,'45,X VS
46,XX). Essas sondas poderiam demonstrar a diferenca em nimero de co-
pias quando comparada a um linha de células de referéncia que seja ndo
mosaica ou ndao quimeérica. Usando uma sonda de referéncia autossdmica,
por exemplo, um individuo 45,X mostrara uma propor¢ao média de fluores-

céncia de ~0,5 e um ihdividuo 46,XX terd uma proporg¢éo de ~1,0. Os indivi-
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duos com constituicdo mosaica ou quimérica terd uma proporgdo de entre
0,5 e 1,0 de a quimera for do sexo oposto ou mosaica se for de complemen-
tos de cromossomo de sexo diferente. Os exemplbs de quimerismo em se-
res humanos incluem a troca de células tronco hematopoiéticas por gémeos
dizigéticos no utero, fusé@o de dois zigotos dentro de um individuo no ttero; e
transplante de 6rgao ou de tecido. O quimerismo € atualmente detectado
através de métodos tais como o FISH de interfase e citogenética no caso de
transplantes de células de sexo ndo combinadas em determinados céanceres |
(Bernasconi P, Cavigliano PM, Genini E, Alessandrino EP, Colombo As
Klersy C, Maicovati Ls Biaggi Gs Martinelli G, Calatroni S, Caresana M, Boni
M, Astori C, Beraasconi C, Leukemia. 1997 Nov;l 1(11): 1989 a -90; Smith A,
RobsonL.G, SharmaP, Shaw PJ. Pathology. 1999 Feb; 31(l): 25 a 28; Ng |0,
Chan KL, Shek WH, Lee JM, Fong DY, Lo CM, Fan ST. Hepatology. 2003

- Oct; 38(4): 989 a 98), ou resultante de gravidez (O'Donoghue K, Chan J, de |

la Fuente J, KenneaN, Sandison A, Anderson JR, Roberts IA, Fisk NM. Lan-
cet. 2004 Jul. 10 - 16; 364(9429): 179 a 182), e através de estudos de poli-
morfismo de DNA tais como a deteccdo de microssatélite em células Unicas
(Yu N, Kruskall MS, Yunis JJ, Kno_II JH, Uh I L, Alosco S, Ohashi M, Clavijo
O, Husain Z, Yunis EJ, Yunis JJ, Yunis EJN Engl J Med. 2002 May
16;346(20):1545 a 52.). O mosaicismo é frequentemente detectado através
de métodos atais como oAFISS e citogenéticos, porém é aceitavel a detecgdo
deste génétipo com outros métodos com base em DNA (Lomax et al., Hum
Genet. 1994 Mar;93(3):243 a 7; Krishnamoorthy et al, J Perinatol. 1995 Jan-
Feb;15(1):47 a 50; Chen et al., Prenat Diagn. 2004 Oct;24(10):767 a 73).

| Em outro aspecto da presente invengao, a quantificacio de car-
ga virética ou bacteriana em tecidos ou no plasma através da comparagao
com uma sequéncia de referéncia é possivel. Os métodos correntes somen- |
te detectam a presenca ou a auséncia de tais contaminantes bacterianos ou
viréticos através de ELISA, PCR ou qPCR (Comp Med 2001 Oct:51(5): 406-
12. Evaluation of diagnostic methods for Helicobacter bilis infection in labora-
tory mice., Hodzic, E et al.., Proc Natl Acad Sci U S A. 2001 nov
20;98(24):13687-92; J Clin Microbiol. 2005 Feb;43(2):716-20; Arch Dermatol
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Res. 2005 Feb;296(8):345-52. Epub 2005 Jan 4; J Virol Methods. Jul 7,
2005). Um método para a detecgéo de patégenos envolve aglomerado de
suspensdes (J Microbiol Methods, 2005 Jun 24, e as Patenteé. U.S.
6.821.754, 6.821.519, 6.818.397, 6.790.611, 6.709.812, 6.632.607,
6.627.198), no entanto em cada desses casos, a amplificacdo por PCR do
patogeno especifico é exigida antes da hibridizacdo. Com a utilizacao da .
analise de ensaio de suspensdes, as sondas de teste especificas para o vi-
rus ou a bactéria de interesse podem ser conjugadas a microesferas e testa-
da com uma sonda de referéncia, tal domo a HOXB1. _

Ainda um outro aspecto da presente invengédo prové a medicdo
diretamente das concentragdes de acidos nucléicos, incluindo outros écidos.
nucléicos que ndo o DNA, em solugdo pela hibridizagdo e comparagdo a
uma amostra em uma concentragdo conhecida com a utilizagdo das metodo-
logias acima descritas. Algu'ns métodos correntes para a medicdo da con-
centragdo do RNA se apdiam na hibridizacdo a contas ligadas a um suporte .
de superficie sélida (Genome Research 14:2347-2356, 2004), PCR e gPCR.
Os métodos de conjuntos de suspensdes de microesferas patenteados des-

~ tinados a quantificar ligagdes de &cidos nucléicos envolve a amplificacao

antecipada dos produtos (Patentes U.S.: 6.620.586, 6.812.005, 6.355.431 e
6.858.387). | | |

Outro aspecto da presente invengdo permite a determinagao de
diferengas em numero de cdpias em locais genémicos polimorfos para o es-
tabelecimento da relacdo com relagédo a estudos de predisposicao forenses
e genéticos. A instabilidade da duplicagdo de segmentos de seqiiéncias ge-
némicas € comum no genoma humano. Este fendmeno pode levar a doen-
¢as (usualmente constitucionais ou congénitas) que resultam na insuficiéncia
hapléide ou no niumero aumentado de copias de genes no interior das regi-
Oes flanqueadas por essas duplicagdes. O exemplo CMT1A da presente in-
vengao foi um dos exemplos mais antecipados conhecidos de instabilidade
do numero de copias que levam a doenga. '

Algumas duplicagdes instaveis de segmentos ndo sdo estrita-
mente patogénicas. Um subconjunto de diferengas em nimero de cépias
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entre individuos (n = 119) esta associado com a variagdo normal ou o poli-
formismo no genoma ((Segmental duplications and copy-number variation in
the human genome: Sharp AJ, Locke DP, McGrath SD, Cheng Z, Bailey JA,
Vallente RU, Pertz LM, Clark RA, Schwartz S, Segraves R, Oseroff VV, Al-
bertson DG, Pinkel D, Eichler EE. Am J Hum Genet.2005 Jul;77(1):78 a
88.2005). A variacao de copias desses locais polimérficas nao esta confina-
da a uma unica populagéo, sugerindo que elas tanto eventos genéticos re-
correntes, tendo ocorrido separadamente em fundadores multiplos, ou esta- |
vam presentes antes da migragdo humana a partir de Africa. |
Através da selecé@o apropriada de sondas gendmicas a partir de
intervalos duplicados de forma segmentada, a presente invengdo pode de-
terminar como o genétipo do nimero de copia varia entre os individuos. Uma

impressao digital de DNA de um individuo pode ser obtida por conter a de-

- terminagao do numero de copias com um numero suficientemente grande de

tais sondas conjugadas a microesferas espectraimente distintas. A frequén-

cia de polimorfismo no numero de cépias com relagdo a essas sondas é re-

~ lativamente alta, sugerindo que esses marcadores gendmicos serdo suficien-

temente informativos com relagéo a aplicagdes em medicina legal de identi-
dade genética. |

- Essas mesmas suplicagdes segmentadas representam arquite-
turas cromossémicas que' predispde alguns individuos a serem submetidos a
rearranjo genéfico durante a meiose. Embora esses individuos ndo sejam
eles proprios afetados, eles podem estar um risco elevado de descendéncia
com aneusomia segmentaria em regides com configura¢bes predispostas de
cromossomo. Outros rearranjos cromossdmicos, tais como translocagdes
reciprocas, Robertsonianas e de salto, inversdes, isocromossomos e cro-
mossomos de pequenos marcadores, podem ser éuscetiveis de rearranjo |

“relacionado a estrutura ou arquitetura genémica. Duplicagbes segmentarias,

palu’ndrombs ricos em AT (Gotter AL, Shaikh TH, Budarf ML, Rhodes CH,
Emanuel BS. Hum Mol Genet. 2004 Jan | ;13(1):103-15) e repeti¢des pericen-
trométicas tem sido localizadas a esses pontos de rompimento do rearranjo.

A analise de produtos da recombinagdo nas jungdes dos rearranjos tem re-
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velado ambas a recombinagdo homéloga e a juhgéo de finais ndo homélo-
gos Shaw CJ and Lupski JR, Hum Mol Genet. 2004 Apr 1; 13 Spec No 1
:R57-64). Através da sele¢do apropriada de sondas no interior ou adjacente
a regides segmentais duplicadas do cromossomo, deve ser viavel a determi-
nag¢ao de quais individuos estdo em um risco crescente com relacéo a rear-
ranjos gameticos do cromossomo que poderdo concomitantemente aumen-
tar o risco de prole anormal.

Também os rearranjos genémicos que néovenvolvem uma perda
ou'ganho no nimero de copias, tais como as inversdes ou as translocacgoes,
podem ser avaliadas com a utilizagdo do método descrito. Uma sonda espe-
cifica para os terminais 3' ou 5' da sequéncia invertida ou translocada é con-
jugada a microesferas e hibridizada a DNA genémico marcado contendo a
anormalidade cromoss6émica (como por exemplo, ABL no caso de uma
translocagao ABL/BCR ocasionando a leucemia mielogénica crénica). As
microesferas hibridizadas sdo em 'seguida recuperadas, a seqliéncia deriva-
da do paciente é removida por fusdo a partir da sequéncia conjugada, as
contas sao centrifugadas e o sobrenadante que contém o filamento fundido é
em seguida usado na etapa que se segue. Os fragmentos recuperados séo
em seguida usados como alvos nos ensaios de hibridizagdo de microesferas
com a utilizagdo de uma sonda de teste especifica para a sequéncia na vizi-
nhanga porém n&o implicada na inversdo ou na translocagdo (por exemplo,
BCR no cromossomo 22). A hibridizagado e a detecgdo pode ser executada
como descrita anteriormente, exceto em que a reagéo de hibridizagao ira
envolver a mova sonda de teste (BCR) bem como a sonda de teste da hibri-
dizagao anterior (ABL). Se a propor¢cao MFI das duas sondas de teste é a-
proximadamente igual a 1, isso ira indicar que a translocagédo ou a inversao
foi identificada com sucesso. Se a segunda sonda de teste falhar em se hi-
bridizar, entao nenhuma anormalidade foi detectada. A proporcao MFI da
segunda sonda de teste comparada com a da primeira sonda de teste ndo
deve ter uma propor¢édo maior do que 1. Nenhum ensaio genémico na técni-
ca anterior utilizando conjunto de suspensdes pode detectar a presenca de

translocagdes ou inversoes.
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Desse modo, uma modalidade de preferéncia da presente in-
vengao proporciona um método para a quantificagdo do numero de cépias
de uma sequiéncia de &cido nucléico -alvo em um genoma. O método .em
geral compreende as etapas de extragdo do acido nucléico que contem a
referida sequiéncia de acido nucléico a partir de um sujeito, fixando um mar-
cador ao referido acido.nucléico, preparando uma sonda de acido nucléico
de baixa copia conjugada com um particulado, para complementar a referida
seqliéncia de acido nucléico -alvo, hibridizando a referida sonda ao referido
acido nucléico para a formacao de uma produto de reagido de hibridizagéo,
identificando o referido produto através da deteccao do referido particulado,
e quantificando o referido nimero de copias da referida seqiiéncia de &cido
nucléico -alvo através da detecc¢do do referido marcados no referido produto.
De preferéncia o referido particulado compreende uma particula nano crista-
lina, ainda de mais preferéncia, o referido particulado compreende uma na- |
noesfera, mesmo de mais preferéncia, o referido particulado compreende
uma microesfera, e de maior preferéncia, o referido particulado compreende
uma microesfera de polimero espectralmente distinta. Em uma modalidade
de preferéncia especifica, a referida microesfera compreende poliestireno, e
ainda mais especificamente, o referido particulado compreende uma conta
de poliestireno fluorescente, tingida internamente tendo um enderego espec-
tral determinado. Em alg}umas aplicacbes, o método ainda compreende a
etapa de ligar Um fluorcromo a uma parte biolégica na superficie da referida
microesfera. Em outra aplicagao de preferéncia, 0 método geral também in-
clui uma etapa selecionada a partir do grupo que consiste em conjugar as
referidas sondas as referidas microesferas através de reagcao modificada de
carbodiimida, em que a referida microesfera tenha sido carboxilada e conju-
gando a referida microesfera a referida sonda com a utilizacdo de uma liga-
¢ao eletréfila, em que a referida ligagdo compreende a N-
cloroacetamidohexil fosforamidita. O acido nucléico-alvo extraido compreen-
de DNA selecionado a partir do grupo que consiste em DNA gendmico e
DNA complementar. A marcagao pode ser feita através de qualquer método

convencional, incluindo atraves de translagdao de entalhe com um marcador
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de identificagdo, marcado diretamente durante uma reacao de replicagao de
acido nucléico in vitro, mardagéo final e iniciagdo aleatéria. Os marcadores
podem ser quaisquer marcadores convencionais, incluindo fluoréforos, con-
jugados enzimaticos, nucleotidios marcados com fluoréforo, anticorpos mar-
cados de forma fluorescente iigados a nucleotidios contendo um antigeno,
biotina-dUTP, digoxigenina-sUTP e as Combinagées dos mesmos. De prefe- .
réncia, a seqiéncia de &cido nucléico da referida sonda é complementar a
uma seqliéncia de baixa copia ou de cdpia Gnica no genoma do referido su-
jeito. As proporgoes tipicas de resposta de seqliéncias de acido nucléico que
contenham o cancelamento de um ou mais pares de base é a partir de cerca

de 0,1 até cerca de 0,75 em comparagdo a uma sonda de referéncia que |
tenha um complemento normal da referida sequéncia de acido nucléico. As
proporg0es tipicas de resposta das seqiiéncias-alvo de acido nucléico que
contenham uma inser¢ao ou uma duplicagdo de um ou mais pares de base é
de a partir de cerca de 1,25 até cérca de 1,65 em comparagédo a uma sonda
de referéncia-due tenha um complemento normal da referida seqiéncia de
acido nucléico -alvo. Vantajosamente, o método pode ser adaptado de tal

- forma que muiltiplas sondas tendo seqiiéncias-alvo de acido nucléico sepa-

radas sao conjugadas a particulados que tenham um ou mais enderecos
espectrais separados e hibridizadas a acidos nucléicos. Em modalidades de
preferéncia, o referido particulado compreende uma conta revestida com
estreptavidina ou carboxilada ligada a uma parte de biotina ou de amino nos
terminais 3' ou 5' da referida sonda de acido nucléico e que tenha um diame-
tro entre 50 nm e 1 um. Além disso, a quahtidade da sequéncia -alvo detec-
tada por 1 ug de sequéncia de acido nucléico gendmica heterdloga esta den-
tro da faixa de 50 pg até 5 ng e as diferengas‘ em numero de copias sado de--
tectadas com uma resolugdo gendmica de tdo pouco como 60 pb. De prefe-
réncia, a referida etapa de q.uantificagéo inclui a étapa de detectar o endere-
¢o espectral do referido produto com a utilizagdo de citometria de fluxo. As
sondas de preferéncia tem um comprimento de entra 50 e 2500 bases, de
mais preferéncia entre 70 e cerca _de 2500 bases, ainda de mais preferéncia
entre 60 e cerca de 1000 bases, mesmo de mais preferéncia entre 80 e cer-
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ca de 800 bases, ainda de mais preferéncia entre 90 e cerca de 110 bases e
de maior preferéncia de cerca de 100 bases.

Outra modalidade de preferéncia propbrciona um método para a
detecgd@o de uma anormalidade cromossOmica suspeita em um acido nucléi-
co gendémico ou complementar derivado de um sujeito. Em geral, 0 método
compreende as etapas de preparar uma microesfera codificada espectral-
mente, fluorescente, que tenha um primeiro enderego espectral, identifican-
do uma sequéncia -alvo de sonda de &cido nucléico genémico, por verificar a
seqliéncia em nucleotidio por nucleotidio de uma seqtiéncia-alvo de acido
nucléico na qual a anormalidade é suspeita de estar, sintetizando uma son-
da-alvo de baixa cépia de acordo com a sequéncia da sonda de acido nu-
cléico gendmico identificada, conjugando a sonda -alvo a uma microesfera
que tenha um primeiro enderego espectral, sintetizando a sonda de referén-
cia selecionada para se hibridizar a uma sequéncia de acido nucléico de re- |
feréncia que tenha um numero de cépias conhecido da referida seqiéncia
de &cido nucléico -alvo, conjugando a sonda de referéncia a uma microesfe-
ra que tenha um segUndo'enderego espectral, reagindo a sonda -alvo com
uma sequéncia cromossémica -alv_o quer contenha a anormalidade fazendo
com que por meio disso que a sonda -alvo se hibridize a seqiéncia alvo,
reagindo a sonda de referéncia com uma sequéncia cromossémica de refe-
réncia que contenha a réferida sequéncia cromossdmica -alvo e por meio
disso fazendo com que a sonda de referéncia se hibridize a sequéncia de
referéncia, detectando a sonda hibridizada -alvo para verificar a existéncia
da anormalidade no cromossomo, detectando a sonda de referéncia hibridi-
zada, e quantificando a sonda -alvo hibridizada através da comparagao da
resposta da sonda -alvo hibridizada detectada com a resposta da resposta
da sonda de referéncia hibridizada detectada. De preferéncia a referida a-
normalidade € selecionada a partir do grupo que consiste em diferengas em
numero de copias de seqiiéncias no interior do referido acido nucléico ge-
némico ou complementar, duplica¢des, cancelamentos, inversées, transpo-
si¢Oes, translocagdes ou combinagdo das mesmas. Em forma de preferén-

cia, o referido método é eficaz na detecgao das referidas anormalidades com
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uma resolugcdo gendmica de tdo pequena como 60 pb. O método de prefe-
réncia usa citometria de fluxo. De preferéncia, a referida sonda de baixa co-
pia tem um numero de cépia de 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1 ou 0, dependendo
da aplicagao ou da sequéncia-alvo de acido nucléico.

Em outra modalidade de preferéncia, a presente invengédo pro-
porciona um meétodo de quantificagéb genOmica direta de anormalidades
cromossOmicas através da detecgdo por citometria de fluxo de sequéncias
de acido nucléico marcadas hibridizada sondas de acido nucléico comple-
mentares ou genémicos de baixa cépia conjugadas a microesferas. Em geral
0 método compreende as etapas de preparar uma microesfera codificada de
forma espectral, fluorescentes tendo um didmetro de entre 50 nm e 5,8 um, |
sintetizando uma sonda -alvo de baixa cépia selecionada para se hibridizar a
uma sequéncia de &cido nucléico especifico no alvo na qual a anormalidade
€ suspeita de existir,c,onjuga'ndo a sonda -alvo a microesfera, hibridizando a
sonda -alvo a uma seqliéncia de écido nucléico -alvo, detectando a sonda -
alvo hibridizada através de citometria de fluxo, e quantificéndo a referida a-
normalidade com base nos resultados da referida citometria de fluxo. De pre-
feréncia, a sequéncia de acido nucléico de uma sonda é como definida aci-
ma. Esse metodo é especificamente de preferéncia para a detecgdo e quan-
tificagdo de uma anormalidade selecionada a partir do grupo que consiste
em diferengaé em numero de copias de seqléncias dentro do referido acido
nucléico gendmico ou complementar, duplicagdes, cancelamentos, inver- -
sbes, transposi¢des, translocagdes e combinagées das mesma. Da mesma
forma como com os outros métodos de preferéncia, este método pode detec-
tar anormalidades com uma resolugé@o genémica tdo pequena quanto 60 pb.

Em outra modalidade de preferéhcia, a presente invengao pro-
porciona um método para detectar anormalidades cromossémicas. De um
modo geral o método compreende as etapas de preparar uma sonda de hi-
bridizagao através do acoplamento de uma microesfera de polietileno, es-
pectralmente codificada a uma sequéncia sintética de DNA, hibridizando a
referida sonda ao DNA gendmico, e detectando o produto da referida hibridi-
zagao através de citonhetria de fluxo. As anormalidades e as resoluges que
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podem ser detectadas sao como as descritas acima. Em formas preferidas
desta modalidade, uma etapa adicional de comparag¢ao dos resultados a par-
tir da referida citometria de fluxo, com os resultados da citometria de fluxo a
partir de um produto da hibridizagao que tenha um numero de cdpias conhe-
cido que corresponda a referida-anormalidade. De preferéncia, a sonda é de
baixa cépia ou de cdpia Unica. Vantajosamente, o DNA para essa modalida-

. de e para outras modalidades de preferéncia pode ser nao amplificado.

Definicoes

A nao ser que definidos de outra forma, todos os termos técnicos
e cientificos usados aqui, tem o0 mesmo significado como sdo comumente
entendidos por um versado na técnica a qual a invengao pertencem. Todas
as patentes, pedidos de patentes, pedidos de patente publicados e outras
publicacbes e sequéncias do GenBank e de outras bases de dados referidas

- aqui ficam incorporadas por referéncia em sua totalidade. Se uma definiciao

mostrada nésta secgao é contraria ou de outra forma inconsistente com uma
definicdo mostrada em outros pedidos de patente, pedidos de patente publi-
cados e outras publica¢des e sequéncias do GenBank e de outras bases de -
dados que estao incorporadas aqui, neste pedido de patente por referéncia,
a definicao mostrada nesta segao prevalece sobre a definicdo que esta in-
corporada aqui por referéncia.

Na forma usada aqui, "um", ou "uma" significa "pelo menos um"
ou "um ou mais".

Na forma usada aqui, "acido(s) nucléico(s)" se refere ao acido
desoxirribonucléico (DNA) e/ou acido ribonucléico (RNA) em qualquer forma,
incluindo entre outras as formas de filamento unido, filamento duplo, filamen-
to triplo, linear e circular.

Na forma usada aqui, a expressao "sonda de referéncia" signifi-
ca uma sonda especifica para um local no genoma, de preferéncia a partir
de uma sequéncia auto-somatica, que é gravemente danificadora e de prefe-
réncia letal em qualquer outro nimero de cépias que ndo 2. A sonda de refe-
réncia pode ser derivada a partir de qualquer local cromossdmico de baixa

copia ou de copia unica, contanto que ela tenha um complemento cromos-
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sémico normal na amostra do paciente. Da dete'rminagéo do ndimero de cé-
pias genbémicas para o diaglnéstico de doenga constitucional, as sondas de
referéncia irdo ser tipicamente de origem autossémica a partir de um ou
mais genes que sejam necessarios para serem expressos a partir de dois
alemos durante o desenvolvimento normal. Para a determinagdo do numero
de copias genémicas para diagndstico de doenga neoplasica, as sondas de .
referéncia sdo selecionadas a partir de dominios cromossémicos com uma
escassez de oncogenes e que tenha um complemento cromossémico nor-
mal. ,

Na forma usada aqui, "marcador" se refere a qualquer grupo ou
parte quimica que tenha uma propriedade fisica que pode ser detectada ou
qualquer composto capaz de fazer com que um grupo ou uma parte quimica
exiba uma propriedade fisica que possa ser detectada, tal como uma enzima
que catalise a conversao de um substrato em um produto detectavel. O ter-
mo "marcador” também engloba compostos que inibem a expressdo de uma
propriedade fisica especifica. O "marcador" também pode ser um composto

que seja um membro de um par de ligagdo, o outro membro do qual conte-

~nhauma propriedade fisica detectavel. Os marcadores de exemplo inclu-

em grupos de massa, metais, grupos fluorescentes, grupos luminescentes,
grupos luminescentes quimicos, grupos 6ticos, grupos de carga, grupos po-
lares, cores, haptenos, ligantes de ligagdao com proteina, seqliéncias de nu-
cleotidios, grupos radioativos, enzimas, particulas particuladas e uma com-
binagdo dos mesmos. ,

Na forma usada aqui, 'fa‘mostra"' se refere a qualquer coisa que
possa conter um acido nucléico -alvo a ser analisado. A amostra pode ser
uma a ostra'biolc’)gica,'tal como um fluido biolégico ou um tecido bioldgico.
Os exemplos de fluidos bioldgicos incluem urina, sangue, plasma, sbro, sali-
va, sémen, fezes, escarro, fluido cérebro espihhal, lagrimas, muco, fluido
amnidtico, ou similares. Os tecidos bioldgicos sdo agregados de células, u-
sualmente de um tipo especifico junto com as suas substancias intercelula-
res que formam um dos materiais estruturais de uma estrutura de um ser

humano, animal, planta, bacteriana ou fungica, incluindo os tecidos conecti-
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vo, epitelial, da pele, muscular e de nervos. Os exemplos de tecidos bioldgi-
cos também incluem drgaos, tumores, nodos linfaticos, artérias e colecoes
de célula ou de células individuais, por exemplo, isoladas a partir do plasma,
sangue ou urina, ou através de tratamento de colagenase de tecidos sélidos.
Na forma usada aqui, "amplificagao” se refere a um método para
a duplicacdo exponencial de um analito de acido nucléico -alvo em uma a-
mostra para o0 aumento da sensibilidade da analise. Na forma descrita aqui,
muitos métodos diferentes para a amplificagdo de acidos nucléicos sdo co-
nhecidos na técnica. ' |

Na forma usada aqui, "conjunto" se refere a uma cole¢do de mi-

‘croesferas acolhendo um enderego espectral conjugado tanto com uma Uni-

ca sonda 1c¢ ou uma cole¢ao de sondas 1c.

| Na forma usada aqui, "copia baixa" ou "1¢" se refere a uma se-
guéncia que ira se hibridizar a dez ou menos intervalos de seqiiéncia no aci- |
do nucléico -alvo ou em localizagdes em um genoma. E de preferéncia que o
numero de copias seja de 10 ou menos, de mais preferéncia de 7 ou menos, -
ainda de mais preferéncia de 5 ou menos, e de maior preferéncia de 3 ou
menos. _ » _

Na forma usada aqui, "copia unica" ou "sc” se refere a uma se-
quéncia de acido nucléico que ira se hibridizar a trés ou menos intervalos de
sequéncia na seqléncia de acido nucléico -alvo ou em localizagbes em um
genoma. Dessa forma, o termo ird englobar as seqliéncias que sao estrita-
mente unicas (isto €, sequéncias complémentares a uma e somente a uma
sequéncia no genoma correspondente),. bem como as duplicacdes, e tripli-
cagoes.. '

_ Na forma usada aqui, "altamente reiteradas" significa presente
em mais do que dez copias.
DESCRICAQ RESUMIDA DAS FIGURAS DOS DESENHOS

A Figura 1 é um esquema de um ensaio de hibridiza¢do de son-
da de baixa copia acoplada a microesfera;

A Figura 2 é uma comparagao de proporgdes de medias geomé-
tricas (eixo x) com relagdo a pares de sondas de teste de baixa cépia (16-Ib,
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16-2b, PMP22, TEKT3) com relag@o a sondas de referéncia (HOXB1c) com-
piladas a partir de 170 reagdes; ‘
A Figura 3 contém histogramas da detecgao de fluorescéncia de

microesferas multiplexadas a sondas de baixa cépia hibridizadas a amostras

'(a) intactas para 16-2b (Amdsfra 47, proporg¢ao de 16-2b:HOXB1 = 0,86, Ta-

bela 2), (b) duplicagdo para TEKT3 (CMT1A, propor¢do de TEKT3: HOXB1 = .
1,40, Tabela 2) e (C) canceladas para 16-1b (amostra 33, propor¢cdo de 16-
1b: HOXB1 = 0,49, e usando HOXB1 como a sonda de referéncia gendmica
interna para cada uma das amostras; ,

A Figura 4 é um mapa da regido PWS/AS do Cromossomo
15g11-13; e

A Figura 5 é um resumo de todas as proporgoes QMH MFI obti-
das no Exemplo 2. | | ,
DESCRICAO DETALHADA DAS MODALIDADES DE PREFERENCIA

O exemplo que se segue demonstra as modalidades de prefe-

réncia da presente invengdo. Este exemplo demonstra a Ydetecgéo de "he-
mozigosidase", "triploidia”, duplicacdo, e inser¢do no genoma humano e a
quantificag@o de acidos nucléicos em uma solugdo. No entanto, este exem-
plo € somente para finalidades ilustrativas e a descricdo aqui, ndo deve ser
considerada como uma limitagéo quanto ao &mbito da presente invengéo.

Exemplo 1
Materiais e Métodos

Selecao, acoplamento e hibridizacdo de sondas conjugadas a microesferas.

Selecdo da sonda. Cinco sondas 1c foram desenvolvidas (Ro-

gan et al, 2001; Knoll e Rogan, 2004) e usadas neste estudo para distinguir
as diferencas no namero de cépias genémiéas nas amostras do paciente.
Elas incluiram: (i/ii) sondas do cromossomo 9g34 (16-1 e 16-2) a 'partir de
dentro do intron 1b do ABL1 e canceladas em um subconjunto de pacientes
de leucemia mielogénica crénica (CML) (iii/iv) sondas do cromossomo 17p12
reconhecendo TEKT3 e PMP22 que estdo dentro da regido duplicada do
CMT1A (Inoue et al, 2001),, e (v) um sonda de referéncia do cromossomo
7p15 reconhecendo HOXB1 (2 cpias de genoma dipldide). Os comprimen-
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tos das sondas, as temperaturas de hibridizagao e as coordenadas do ge-
noma estao relacionadas na Tabela 1. Cada sonda tinha um ndmero de cé-
pias de um como determinado com relagdo ao co'mprimento total da sonda
encontrada no genoma;no entanto, algumas sequléncias homdlogas de baixa
copia foram encontradas dentro de pequenos segmentos (< 200 bases) das
sondas.

Sintese de sonda de cdpia baixa (1¢). Um Uunico iniciador para

cada par especifico para a sonda 1c (22 a 24 nucleotidios de comprimento)
foi sintetizado com um modificador de 5' amino C-12 para o acoplamento as
microesferas (Integrated DNA Technologies, Coralville, lowa). A rea¢do em
cadeia de polimerase (PVR) usando Pfx(Invitrogen, Carlsbad, California) foi
executada com cada par de iniciador (modificado e ndo modificado) com a

utilizagdo de controle de DNA genémico humano (Promega, Madison, Wis-

* consin) como o gabarito para a sintese da sonda 1c. Os produtos da PCR

foram separados por eletroforese em baixa agarose EEO (Seakera, FMC
Bioproducts, Rockland, Maine) e extraido por centrifugacdo em coluna de
micro rotagéo(Qiagen, Valencia, California). Os produtos foram quantificados -
com a utilizagao de um espectrofotdmetro e em seguida conjugados para as
microesferas com uma média de 120,000 moléculas de DNA acopladas a
cada microesfera. |

Acoplamento das sondas as microesferas. Microesferas fluores-

centes, ‘cada uma com endere¢os espectrais separados (nomeadas como
R1 a R9: Molecular Probes, Eugene, Oregon) e revestidas com aproxima-
damente 200.000 sitios carboxi, foram conjugadas de forma individual a
sondés 1c diferentes. As sondas 1c purificadas modificadas com amino fo-
ram acopladas as microesferas corboxiladas através de um procedimento de

acoplamento de carbodiimida modificado (Dunbar et al, 2003; Fulton et al, |
1997). Cada sonda foi inicialmente desnaturada com calor e em seguida res-
friada de forma instantanea sobre gelo. Aproximadamente 3.125 x 10° mi-
croesferas com caracteristicas espectrais idénticas foram pipetadas dentro
de um tubo de micro centrifuga de 1,5 mI(USA Scientific, Ocala, Florida),
centrifugadas durante 2 minutos a 10.000 g e drenadas do sobrenadante.
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150 pl de 0,1 M de tampéo MES (&cido 2-(N-morfolino)etanosulfénico) pH

. 4,5 foram adicionados a cada tubo e as microesferas foram submetidas a

vortice seguido rapidamente por centrifugagdo durante 2 minutos a 10,000 g.

O sobrenadante foi removido e as microesferas foram ressuspensas por vor-

tice em 80 u de 0,1 M de témpéo MES. Uma Unica sonda 1c (0,5 nmol) foi

adicionada a cada tubo e misturada por vértice. Um volume de 1,25 pl de .
uma solugéo fresca de 10 mg/ml de cloridrato de 1-etil-3,3-dimetilaminopropil
carbodiimida (EDC) foram adicionados e a reac¢do foi submetida ao vértice
rapidamente e incubada no escuro durante 30 minutos com misturagdo oca-
sional. A misturacdo e a incubagdo do EDC foi repetida duas vezes com a
utilizagéo de 1,25 ul de uma solugao preparada de fresco de EDC cada vez. |
A reacao foi parada com a adigao de 500 pl de 0,02% de Tween 20 seguida
por vortice e centrifugagao durante 2 minutos a 10.000 g. E, seguida Va remo-
cao do sobrenadante, 250 ul' de SDS a 0,1% foram adicionados a cada tubo,
passados pelo vortice e em seguida centrifugados a 10.000 g durante 2 mi-
nutos. O sobrenadante foi removido de forma cuidadosa, 25 w de 0,1M de
MES pH 4,5 foram adicionados e o tubo foi passado pelo vé_rtice e armaze-

~ nado no escuro a 4°C. As concentracdes das microesferas acopladas foram

quantificadas através da adicao de 1 pl de cada microesfera a 100 pl de 1X

PBS e analisando no citdmetro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson,

San Jose, California), com a utilizagdo das condicées dadas abaixo.

- Preparacao do Gabarito do DNA Genbmico.

'O gabarito do DNA gendémico foi preparado a partir de péletes de
células fixadas com metanol e 4cido acético derivadas tanto de amostras do
paciente que restaram depois da caracterizagdo citogenética clinica ou a
partir de linhas de.células obtidas a partir da NIGMS-Coriell Cell Repository
(Camden, New Jersey). As células fixadas foram lavadas duas vezes com
1X PBS e as concentragdes das mesmas foram determinadas com um he-
mocitdmetro. O gabarito do DNA gendmico foi extraido a partir de ~600 célu-
las fixadas por amostra. Este DNA foi replicado in vitro com a utilizagéo do
kit GenomiPhi (Qiagen, Valencia, CA), e em seguida transladadas por enta-

“Ihe (1 pg) com dUTP de biotina-16 durante 60 minutos a 15°C para ser obii-
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do os produtos marcados de 300 pb a1 kb de comprimento (Knoll and Lich-
ter, 1994). 50 ng das amostras do paciente transladadas por entalhe foram
analisadas em cada ensaio de hibridizagéo. '

As amostras utilizadas para a validagao do método foram co-
nhecidas como exibindo diferencas no numero de cépias com relagdo ao
cromossomo 9434 e cromossomo 17p12,com base em andlise citogenética
de rotina e/ou hibridizagdo de fluorescéncia in situ (FISH). Os resultados ci-
togenéticos com relagcdo a essas amostras de teste estdo relacionados na
Tabela 12.

As amostras incluiram cinco de pacientes com CML, dos quais
dois tinham um cancelamento do cromossomo combinado 9q34 ABL1 (en-
contrado em 10% dos pacientes; Sinclair et al, 2000) além da translocac¢ao
caracteristica do cromossomo 9;22 (designados como Amostras 33,81) e

- trés tinham somente a translocacdo do cromossomo 9;22 sem o cancela-

mento (designados como amostras 38, 47 e 86); duas a partir de linhas de
celulas com “risomia" 9 completa (GM09286 e GM1 0186); uma a partir de
uma linha de células com uma duplicagdo do cromossomo 9q34 (GM06074); .
e 5 a partir de pacientes com a doenga de Charcot-Marie-Tooth tipo 1A e
uma duplicagcdo do cromossomo 17p12 (designada como CMTIA-l até 4, e
GM12214). Foi obtida a aprovagdo do Institutional Review Board para a utili-
zagao das células residuéis fixadas.

Reacdes de hibridizacdo. Para a hibridizagdo, 50 ng de cada

amostra foram diluidos em tampao (3 mols/I de cloreto de tetrametilaménio,
50 mmmols/! Tris-HCI, pH 8,0, 1 g/l de Sarkosila) contendo 5.000 microesfe-
ras aéoplada’s a sonda 1c. As reacgdes de hibridizagdo foram desnaturadas 2
95°C durante 3 minutos e em seguida hibridizadas de um dia para o outro a
45°C até 51°C dependendo da composicao do nucleotidio e do comprimento |
da sonda (Lewin, 1980) (Tabela 1).
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Tabeda 1: Caracteristicas da sonda de hibridizag3o

Gene Sonda Comprimeno (pb) | obndage” Cromossomo Coordenadas (Hg 12)

HOXB1 | HoxBila | 2286 51 17 43965662-43967948
HoxB1b 1343 45 7 43962053-43963398
HoxBic 102 50 17 43964237-43964330

ABLT 16-1a 2304 45 9 130623551-130625854
16-1b 100 50 ] 13062467 1-13062477 1
16-2a 1381 48 9 130627353-130628735
16-2b 101 50 9 130627353-130627454

TEKT3 | TEKI3 o8 50 17 15149108-15149206 |

PMP22 PMP22 101 50 17 15073475-15073576 |

As microesferas hibridizadas foram em seguida lavadas com 200

ul de 1,5 X TMAC (Dunbar et al, 2003) seguida por centrifugagéao a 10,000 g -

durante 2 minutos. O sobrenadante foi removido e 12 ul de uma diluicao de

1:50 de uma molécula de informacao, estreptavidina-ficoetitrina (SPE; Mole-

“cular Probes), em 1,5 X TMAC foram adicionados para detectar os objetivos

gendmicos que continham biotina. As reagbes foram incubadas nas duas
temperaturas de hibridizacdo durante 12 minutos. Em seguida a marcacéao,

250 ul de 1,5 X TMAC foram adicionados a cada reag¢do, misturados, e cen-

trifugados a 10.000 g durante 2 minutos. O sobrenadante foi removido e as

microesferas hibridizadas foram ressuspensas em 70 ul de 1,5 X TMAC.
Deteccao por citometria de fluxo de sondas de cépia baixa aco-

pladas a microesferas hibridizadas. As reagdes de hibridizagao foram dilui-

das em 300 pl de 1X PBS antes da analise em um citdmetro de fluxo FACS-
Calibur. Aproximadamente 5.000 microesferas de cada conjunto foram anali-
sadas por reacdo. O sinal de cada alvo, hibridizado a sua sonda complemen-
tar acoplada as microesferas, foi determinado a partir da intensidade da fluo-
rescéncia do SPE. Os enderecos espectrais da microesfera compativeis se-
lecionados para minimizar a superposi¢do com a emissédo de comprimentos
de onda de fitoeritrina» (PE) foram confirmados através da comparagdo dos
resultados obtidos com outros conjugados idénticos e microesferas hibridi-
zadas. Para cada reag¢édo, um tubo de reagdo com todos os componentes
exceto o DNA -alvo foi usado como um controle négativo para a determina-
cao da fluorescéncia de fundo no canal de deteccdo de FL2 (PE). Os pa-
drbes de contras fluorescentes (LinearFIow Flow Cytometry Intensity Calibra-
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‘tion Kit; Molecular Probes) foram usados para a calibragdo da intensidade de

canais de detecgao de fluorcromo diferentes do citémetro de fluxo. O instru-
mento também foi calibrado com padroes de referéncia de fluorescéncia
(Quantum R-PE MESF Medium Level Kit; Bangs Laboratories, Fishers, Indi-
ana), com base nas contas com marcacgdo na superficie calibrada em molé-
culas de unidades de fluorcromo soltvel (MESF) equivalentes. - |

As fixacOes das voltagens o6timas fotomultiplicadoras dos tubos
foram determinadas através da selecdo das voltagens fotomultiplicadoraé
dos tubos que minimizaram as diferengas entre as intensidades de fluores-
céncia de duas sondas hibridizadas diferentes com relacdo a uma amostra
de DNA de um unico paciente com um gendtipo normal. Essas fixagoes fo-
ram determinadas a partir de medi¢des de fluorescéncia derivadas de ins-

trumento (CellQuest; Becton Dickinson) de média aritmética, média geomé-

- trica, e média de canal do pico. As fixacdes tipicas das voltagens foto multi-

plicadoras dos tubos para o instrumento FACSCalibur foram FSC (difusao
dianteira) = EO0 (nenhuma amplificagdo do sinal), SSC (difusdo lateral) =
344 v, FLI = 727 V, FL3 = 640 V, FL3 = 300 V, e FL4 = 500 V. Os limites pa-
ra FSC, FL 1, FL2, e FL3 foram ajustados no comum de 52 V. O limite FSC
foi selecionado como o pardmetro primario e tinha um valor de 52 V e 0 pa-
rametro secundario foi ajustado a SSC com um valor de 125 V. A velocida_qe
de fluxo foi ajustada em'baixa e o fluido de bainha usado foi 0 FACsFIow
(Becton Dickinson). O sistema foi descarregado entre as rodadas com 2,5 ml
de agua destilada para a remocdo de quaisquer microesferas. residuais. O
CellQuest foi usado para o recolhimento e a analise de dados. A analise de
dadoé também foi realizada com a utilizagéo do pacote de citometria de fluxo
WinMDI2.8 (WinMDI; J. Trotter, Salk Institute, La Jolla, California).

A maioria das sondas testadas nao nécessitou de otimizagao |
significativa com relagdo a composicédo devido a que a qualidade da sonda
dependeu principalmente na natureza de copia baixa da seqiiéncia usada
para projetar a mesma. As propor¢des de intensidade da fluorescéncia cai-
ram fora dos intervalos de confianga estabelecidos ou de genétipos conheci-

dos com relagdo a seqiiéncias que foram paralogas a outros locais gendmi-
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cos (dados nao mostrados). Isso foi frustrado através da utilizacao das son-
das que eram estritamente ndo homologas a outros segmentos genémicos.

Os ajustes 6timos de voltagem resultaram em microesferas agloméradas

intimamente com endere¢os espectrais diferentes, como visualizadas com o

CellQuest usandd 0 mapa de difuséo lateral (SSC). Os parametros de volta-

gem n&o 6timos resultaram em picos FL2 mais largos ou dados nao lineares .
(Bagwell et al, 1989; Brown et al, 1994).

Primeiro mostrou-se que todas as sondas poderiam detectar o
produto de PCR correspondente em uma reagdo de hibridizagéo, estabele-
cendo por meio disso que a conjugac¢do de sonda e a hibridizagdo a micro-
esferas foram eficazes. Os produtos purificados ABL1 (16-1, 16-2), TEKT3,
PMP22, e HOXB1 foram amplificados a partir de DNA genémico normal
(Promega) com a utilizagdo de um unico iniciador 5' biotinilado. Os Pro_dutos
de PCR biotinilados foram hibridizados a sondas complementares conjuga-
das a microesferas e detectados com SPE. A contagem de microesferas hi-
bridizadas e as intensidades medias de fluorescéncia foram medidas com a

utilizacdo do software CellQuest (Becton Dickinson). A densidade dos produ-

~ tos de 1c hibridizados com relagdo a um conjunto de microesferas foi calcu-

lada através da comparagdo da quantidade de contas unicas (a partir da
contagem de contas do lado varrido fechado) ao: numero de contas hibridi-
zadas (contagem de contas de sinal fechadas e nivel }r1édio de intensidade
de fluorescéncia),que determinou a eficacia da conjugac¢ao do procedimento
de acoplamento por carbodiimida. A espeCificidade da sonda 1c conjugada
as microesferas com relagdo a sua seqliéncia -alvo foi determinada através
de comparagao da intensidade media de fluorescéncia de rodadas de cito-
metria de fluxo repetidas de analises de hibridizagéo com sondas homdélogas
versus sondas heterdlogas. A hibridizagdo de cada sonda foi otimizada atra-
vés de uma faixa de temperaturas de tempera (45°C até 60°C)

Verificacdo da especificidade e da sensibilidade da sonda

Experimentos de reconstrucdo genémica: Para testar a especifi-

cidade de sondas 1c em ambiente genémico complexo, microesferas aco-

pladas a sondas 1c foram hibridizadas aos seus produtos de PCR purifica-
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dos correspondentes na presenca de excesso de DNA de timo de bezerro
cisalhado (Amersham Biosciences, Piscataway, New Jersey). Reacdes inde-
pendentes de hibridizagdo foram executadas com relagdo a 16-1a, 16-2a e
HOXB1 e foram realizadas com 10.000 microesferas para cada sonda, 5 ng
do produto de PCR correspondente e 50 ng de DNA gendmico de timo de
bezerro transladado por entalhe. Para o calculo da quantidade detectavel
mais baixa de produto hibridizado, uma série de diluigbes dos produtos de
PVR (5 a 10 equivalentes gendmicos por reacdo de hibridizacdo) foram adi-
cionados a 10 ng de DNA de timo de bezerro cisalhado com uma proporgédo
molar de PCR para DNA de timo de bezerro cisalhados variando a partir de
~1:300 ate 1:10. ‘

Hibridizagbes multiplex com a sonda 1c conjugada com as mi-
croesferas com relagcdo a 16-1a, 16-2a e HOXB1 e 5 ng de cada um dos

~ seus produtos de PCR correspondentes também foram realizadas na pre-

senga ou na auséncia de 10 ng de DNA de timo de bezerro cisalhado. Além

disso, foram realizados experimentos de troca de microesferas, nos quais a

- sonda 1c 16-1a foi conjugada a dois conjuntos de microesferas com endere-

20

25

30

- ¢os espectrais diferentes (R2 e R9), hibridizadas aos produtos de PCR cor-

respondentes em uma reagao multiplex, e os niveis médios de intensidade
de fluorescéncia foram comparados com relagé@o a cada conjunto de micro-
esferas. | u

| A analise estatistica foi realizada com a utilizacdo de MATLAB
(MATHWORKS, Natick, Massachusetts). As propor¢coes médias de fluores-
céncia entre as sondas de teste e de referéncia foram registradas com a uti-
lizagéo das médias aritméticas no texto (Coder et al., 1994). Os residuais
foram calculados através do ajuste das propor¢des de fluorescéncia média e
valores de canal de pico com relagao a valores previstos com base em geno- |
tipos conhecidos.
Resultados
Especificidade do ensaio de hibridizacao

Os produtos da PCR homdlogos as sondas acopladas as micro-

~ esferas foram usados como DNA -alvo em reagoes de hibridizacao para e-
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xaminar a eficacia da marcagdo do procedimento de acoplamento por car-
bodiimida. Com base no sinal médio SPE (no canal PL2) acima a fluores-
céncia de fundo (> 10") e o nimero de microesferas hibridizadas aos.produ-
tos da PCR presentes na reagdo, 98% (+/- 4%) das microesferas tinham se
hibridizado ao produto da PCR -alvo (dados nao mostrados).
Os experimentos de reconStrugéo gendmica confirmaram que as

sondas 1c 16-1a, 16-2a e TEKT3 nédo sdo homdlogas, (> 75%) a qualquer
sequéncia no genoma do bezerro (Bos taurus). Com base na andlise de se-

quéncia, o genoma do Bos taurus ndo deveria conter sequéncias estreita-

mente relacionadas as sondas 16-1a, 16-2a, TEKT3 e PMP22. As intensida-

des medias de fluorescéncia abaixo dos niveis de fundo foram consistente-
mente observadas a partir desses sinais de SPE. Em contraste, a HOXB1
exibiu uma intensidade média de fluorescéncia de 12,81 ém um ehsaio de
hibridizagao, que era prevista uma vez que essa sonda € 90% homdloga as
sequéncias de HOXB1 no genomé do Bos taurus.

As sondas 1c¢ conjugadas 16-1a e 16-2a detectaram sequéncias
homdlogas semeadas dentro de um fundo genémico homdlogo. A sensibili-

~ dade de detecgao foi relacionada linearmente a quantidade da sonda pre-

sente, com base nos aumentos na intensidade média da fluorescéncia em
SPE com a concentragdo de produto (danos ndo mostrados). Os experimen-
tos de troca de microesferas mostraram que esses resultados foram inde-
pendentes do endereco espectral da microesfera. As intensidades médias do
sinal de hibridizagao com rela¢ao a intensidades diferentes de microesferas
conjugadas a mesma sonda deram valores muito similares em uma intensi-
dade do sinal. Por exemplo, para a Amostra 47, a hibridizagdo multiplex da
sonda 16-1a conjugada a microesfera R2 produziu uma intensidade média
de fluorescéncia de 32,8 e a microesfera R9 deu um sinal de fluorescéncia
média de 32,02, uma diferenca de ~ 2%. Com a amostra 33, a fluorescéncia
média dessa mesma sonda variou em ~ 13% (41,88 vs. 36,16) para microes-
feras com enderegos espectrais diferentes.

Otimizacao do comprimento de sonda.

Sondas de comprimentos varidveis foram conjugadas a microes-
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feras para o exame dos efeitos do comprimento da sonda sobre o sinal de
hibridizagao. As sondas 1c 16-2a (1382 bases) e 16-2b (101 bases), que sdo
sub conjuntos da sonda 16-2, foram acopladas a sUperﬁcie de microesferas
espectralmente distintas e multiplexadas em uma Unica reagao de hibridiza-
¢ao a Amostra 47 (que tem um genétipo normal no local 16-2). De forma
surpreendente, a proporcdo do sinal médio de fluorescéncia para a sonda

16-2b mais curta com relacdo a HOXB1 foi de aproximadamente o dobro da

‘ proporgao correspondente a 16-2a. Um experimento multiplex com DNA a

partir do cancelamento do cromossomo 9 do paciente (Amostra 33) mostrou
as sondas 16-2a e 16-2b como tendo sinais mais baixos ~ 52%n e 66% res-
pectivamente do que a HOXB1 de referéncia. Uma vez que o paciente do
cancelamento tinha um numero de cépias de 16-2 comparado a da 1c
HOXB1, o sinal obtido com a 16-2b mais curta parece refletor de forma mais
precisa o numero real de copias nesses individuos. Resultados similares
foram obtidos com os sub conjuntos das sondas 16-1 (16-1a [2304 pb] e 16-
1b [100 pb]) conjugados a microesferas quando hibridizadas independente- -
mente ao produto de PCR correspondente e ao DNA gendmico de controle.
Ambas as sondas se hibridizaram com sucesso a ambos os produtos de
PCR e ao DNA gendmico de controle, no entanto as distribuigdes de fluores-
céncia SPE com relagéo as reagdes da 16-1a foram muito mais amplas do
que elas foram com relag'éo a 16-1b. Descobriu-se que as microesferas con-
jugadas} as sondas mais curtas (~ 100 bases) produziram distribuicées de
média de fluorescéncia bem-definidas e valores PE consistentemente mais
altos. Esses conjugados também poderiam ser usados em reacdes de hibri-
dizagéo durante mais do que dois meses depois da conjugacido quando ar-
mazenados a 4°C no escuro, ou cohtrério das sondas conjugadas mais lon-
gas que mostraram uma eficiéncia de hibridizagdo degradada dentro de 2
semanas a partir da preparacgao.

As sondas de oligonucleotidios mais curtas (HOXB1 e 16-1c)
provaram ser mais adequadas para a caracterizagdo de genétipos de amos-
tras conhecidas. Essas sondas produziram testes com relacdo as propor-

- ¢Bes da sonda de referéncia MFI que poderiam distinguir 0 ndmero de cé-
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pias. Por exemplo, o DNA a partir da "trissomia” da linha de células 9',
GMO09286, foi hibridizado com a sonda de teste 16-1c (62 bases) e a sonda
de referéncia HOXB1 (62 bases), produzindo uma propor¢dao de MF1 de
1,28. Essa proporgao MF1 é consistente com a presencga de 3 copias da se-

'qﬂéncia 16-1c.

Deteccao de numero de copias gendmicas reduzido em amostras com um .

cancelamento de 9934.

Os gendtipos do cancelamento do cromossomo 9934 e as amos-

tras normais de controle foram baseados de forma a serem distinguidos com

base na comparagéo das intensidades de fluorescéncia. Em um estudo ce- -

go, microesferas conjugadas a 16-2b e a HOXB1 foram hibridizadas em rea-
¢cOes separadas ao DNA gendmico da amostra 33 e da amostra 47 (Figura
3). Nos histogramas da Figura 3, o sinal de intensidade de fluorescéncia (fi-
coeritrina FL2, eixo x) versus a contagem de microesferas (eixo y) é plotada
com relagdo a sonda de teste e é sonda de referéncia com relagao a cada .
uma das amostras. A proporc¢éo da fluorescéncia média da sonda 16-2b pa-
ra a sonda de referéncia HOXB1 (Tabela 2) indicam um m]_mero de cbpias

- mais baixo para a 16-2b na amostra 33 (proporgdo = 0,67), consistente com

um cancelamento de uma copia nesse local, a qual foi previamente demons-
trado com a por scFISH com a sonda 16-2a. Intensidades de sinal similares
foram encontradas para ambas as sondas na amostra 47 (propor¢do = 0,96),
consistentes com um genotipo normal. As proporgoes de fluorescéncia mé-
dia das sondas 16-1b para a HOXB1 nas amostras 33 e 81 também foram
consistentes com os resultados da FISH, demonstrando um cancelamento
de uma c6pia da 16-1a em ambos os pacientes.

As amostras 33 e 38 foram em seguida hibridizadas com as
sondas 16-1b, 16-2b e HOXB1c em reagdes multiplex separadas. Com rela-
¢ao a sonda HOXB1, a amostra 33 mostrou uma fluorescéncia média de
61% pata a 16-b1 e de 51% para a 16-b2. As hibridizacdes da amostra 38
mostraram niveis de fluorescéncia média similares para HOXB1 e 16-1b
(87%) e 16-2b (89%). Esses resultados sdo consistentes com os dados da

FISH que demonstram'que a amostra 33 tem um cancelamento hemizigdtico
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‘com relagdo a ABL1 e que a amostra 38 ndo tem.

A proporgdo da intensidade de sinal das 16-1 para a HOXB1 e
da 16-2 para a HOXB1 com relagdo as amostras com um cancelamento em
5'ABL1 e para aquelas em um cancelamento estdo graficamente represen-
tadas na Figura 2. Na Figura 2, as amostras sdo agrupadas por sonda de
teste (eixo y). Uma caixa (linhas interrompidas) esta desenhada em torno de
cada grupo de gendtipo separado (esquerda = cancelamento de cromosso-
mo. meio = normal, direita = duplicacdo de cromossomo). As linhas verticais |
indicam a propor¢cao MF1 tedrica para cada um dos gendtipos (0,5, 1,0 e 1,5
para amostras canceladas, norma e duplicadas, respectivamente). Como
indicado, as propor¢des MF1 para todas as amostras dentro de cada genoti-
po nao se sobrepéem com outros genotipos. Em geral, todas as amostras
testadas com um complemento dissdmico tem prdporgées com relagcao as
sondas derivadas de 16-1 ou 16-2 com relacédo as intensidades de fluores-
céncia medias da HOXB1 préximas de 1, e aquelas amostras com o cance-
lamento 5’ABL 1 tém proporgdes proximas a 0,5 (tabela 2).

Tabela 2: Proporcdes das medias de intensidades de fluorescéncia media

com relacao a diferentes Gendtipos.

Anormalidade Sonda(s)® s MFi%S8E (n) 95%(3.;

Genétipo especifica
para o local

(A) Comparacao das propor¢des de MFi com as brobor;éés previsias a panir de gendtipos conhecidos

1.014001(16) | 1.00~ 103

_ Bialéfico Nenhuma HOXBI
(ndo cancelamento) . ,
101 £ 0.01 (4) 097 -1.05
Nenhuma ‘ _HQ@I ) , i _ .
%1 (5 ABLT) 16:1%_ 16:2%b 0.59= 0,02 (11) 0.54-0.68
Cancelamento HQX__Q& )

- “ormtdup(9) | 16-1b/HOXBI 1372 0.05 () 125150
Lo lintdup17p12 | TEKT3or lissz00e0n | 146-161
,Trlalelico HOXB1 . |

intdupt7p12 | PMPRAIE - | 148200609 121178

] (B} Identx‘ﬁ'ca(_:éio de gendtipo.em estudo cego de 20 amostras de controle e 2 de an_ormalidades

. U S ; - B .‘!;' i o : l:‘. ,y 4 0‘0 N 6 o “ ‘ l.33 ! x' 0

* Media de proporcées de media geométrica de intensidades de fluorescéncia para sondas de teste e referéncia
‘Variagdes em proporgdes de MF1.entre conjuntos em triplicata foi de 6,5 x 10° até 1 x10°
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A média geométrica e a mediana proporcionam as medigoes
mais precisas da intensidade de fluorescéncia para sinal no ensaio de hibri-
dizagao, uma vez que essas medi¢gdes tém a menor variagao residual (0,10)

em regressao contra as proporgdes previstas com relacdo a todos os gendti-

'pos estudados.

Deteccéo de nimero de copias aumentado do cromossomo 9q34 em linhas -

de células "trissbmicas" 9.

Para determinar se 0 niumero de cépias trialélicas pode ser dis-
tinguido a partir do numero de cépias bialélicas, a sonda 16-1b foi hibridiza-
da ao DNA da partir de linhas de células trissdbmicas para 9934 e comparada

- com a Amostra 47, que é dissdmica para essa regido (Tabela 2). Ambas a

HOXB1c e a 16-1b foram multiplexadas em uma Unica reacdo de hibridiza-
¢ao. As linhas de células GM09286 (proporgédo = 1,34), GM10186 (pr_opor-
¢ao = 1,40) e GM06074 (proporgao = 1,26) cada uma exibiu uma fluorescén-
cia média significativamente maiskaita com relagdo a 16-1b quando compa-
rada com a HOXB1c, enquanto que ambas as sondas éxibiram sinais de

fluorescéncia média similares com relagdo a amostra 47 (proporgdo = 0,96).

- Sugere-se que um desvio a partir da proporgado prevista de 1,5 pode ser de-

vido tanto a estabilidade, isto é baixo teor de guanina-citosina (GC), da son-
da 1c 16-1b, ou com relagdo a estrutura secundéria da regido gendmica tes-
tada, resultando em menos: 'alvos ligados a microesferas. O ensaio confirma
os resultados citogenéticos e de FISH anteriores mostrando que a copia adi-
cional da sequéncia do cromossomo 9q34 em todas as trés linhas de células
e 0 numero de copias normal da _seqﬂénéia do cromossomo 9g34 em na
amostra 47 (Tabela 5)

Deteccdo do aumento do numero de cépias da regido do cromossomo
17p12 em pacientes CMT1A. |

O DNA gendmico de cinco pacientes de CMT1A com as duplica-
¢Oes do cromossomo 17p12 e a amostra 86 com um cariétipo normal nesta
regido do cromossomo foram hibridizados tanto com as sondas 1¢ TEKT3 ou
PMP22 e HOXB'Ic conjugadas a microesferas. Todas as amostras dos paci-

entes CMT1A mostraram elevacdes similares nos sinais de intensidade de
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fluorescéncia média (variando a partir de 28 a 40% maior do que da HOX-
B1c) para a hibridizagdo a TEKT3, refletindo a presenca de trés copias deste
I6cus (Figura 3). A mostra 86 exibiu somente uma d_iferenga de 2% em inten-
sidades de fluorescéncia média com relagdo as duas sondas (Tabela 3).

Tabela 3: Deteccédo por Citometria de Fluxo de Anormalidades do Cromos-

somo.
. ., intensidade media .
Amostra Achados citogenéticos - Sonda deteste ["S5ng7 56 Teste TSonda o8 referénga]  ProporgZo~]  Oendtpo

472 "] 1(8,22){q34;q11.2).ish der{95ABLY) 16-1b 48.72 50.84 0.96 wt
38.00 1(9:22)(q34:911.2).1sh der{S{FABL+) 16-1b 35.22 40.22 0.88 w
185.00 $(9:22)(q34:q11.2).ish der{9}{SABL+) 16-1b 124047 1179.37 1.05 wt
1953 bid 16-1b 112108 1132.1¢ 0.99 wt
CMT1A-1 nuc ish 17p12(PMP22x3) 16-1b 41.04 44.74 0.2 wt
177.00 49:22)(q34:q11.2).ish der(S)(ABL+) 1618 182.41 173.86 1.05 wt
1773 bid 16-1b 162.15 161.31 1.01 wt
86.00 49,22){q34;q11.2).ish dor{9{(SABL+) i6-1b 107.40 104.20 1.03 wi
863 ild 16-1b 124.63 114.80 1.09 wi
124.00 4(9;22)(q34:011.2).ish der{9)S'ABL+) 16-1b 721.63 878.48 1.06 wt
77.00 1(9:22)(q34;a11.2).ish der{8)(SABL+) 16-1b 122.30 119.63 1.2 it
47.00 $(8:22)(g34;q11.2).ish der(9)(SABL+) 6-2b 44.31 §1.74 0.88 w
38.00 £(9:22)(q34;q11.2).1sh der(9)(SABL+) 16-2b 40.22 44.89 0.89 wt
£7.00 4(9;22)(q34:011.2).ish den{8)(S'ABL+) 16-2b 27.41 26.77 1.02 wt
86.00 1(9:22(q34:q11.2).ish dor(8)(S'ABL+) PMP22 84.99 82.70 1.08° wt
81 $(9:22}(q34;011.2).ish der(9)(SABL-) PMP22 20347 202.15 1.01 wt
86— 49:22)(q34:q11.2).Ish den(8)(ABL+) PMP22 84.89 82.70 1.03 wt
86.00 bid PMP22 84.89 82.70 1.03 W
81.00 §(9:22)(q34:11.2).ish dar(9}(SABL-) PMP22 203.47 202.15 o 1.0 wt
813 ibid PMP22 180.66 184.03 0.98 w
85.00 1(9:22)(434;q11.2).ish des(S)(ABL+) TEKT3 §7.22 99.60 0.98 wt
33.00 _}(9:22)(q34;q11.2).ish de{8)(SABL-) 16-1b 12.87 26.35 0.49 del
3300 ibid 16-1b §8.76 91.18 0.64 de!
81.00 £(9:22}(q34;911.2).ish dar(9)(SABL- 16-1b 28.02 41.48 0.68 del
33.00 4(9:22)(q34.911.2).ish der(9){SABL- 16-1b 12.87 26.35 0.49 del
46.00 (9:22)(a34:911.2).ish der(9)(SABL-! 168-1b 8277 142.28 0.58 de!
332 1(8:22)(q34:911.2).ich der(9)(SABL-) 16-2b 69.43 103.80 0.67 del
81.00 1(9;22}(a34,611.2).Ish dar(9)(SABL-) 16-2b 46.78 - 91.18 0.51 __del

33,00 1(9;22}(q34;911.2).ish dar(9)(SABLY) - 16-2b 4878 88.81 - 053 del
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Tabela 3: Deteccao por Citometria de Fluxo de Anormalidades do Cromos-
somo.

fonenit Sonda | Weiskiade media N
Amostra Achados citogenéticos de teste I PR g [ —— Genétip
GMIDT68 . 47.XY,+8.5h sp o 1{DSZ 13} 1816 76523 1 6316 1 127 1 dp |
GM0B074 48.XX rec{S)duplBlny ins{8Hq22.$:034.3934.1) 184 1 97,95 7783 1.28 o
GM10168 ° 47, XY +8.1sh 8p11a01${0921x3) A8-1b | 10400 | 7487 140 an |
GAoe26s ° 47.XY,+8.Ish tp11g14(DOZ1x5) 161b | 6540 | 4872 134 Gup |
GMO9288 47, XY,+9.Ish 8p 11911082 1x3) 1 1eap 5547 1 3793 1 148 dup
GHi0188 47 XY 48 1sh 0p11q11(D921x3) i6-1b 57.04 | 358% 188 1
[eMTiaa T ish 17p12{PIAPZ2A) PMP22 | 96588 | 58481 1.71 e 1
CMT1A2 rcith 7pi2(PMP2RA) - PMP22 | 555.73 | 34257 1.63 D
CMT1AI Huc B 17p12{PMP22) PMPZ | BoaTe | 852122 185 | dm 1 -
{CHMTIA4 nwe ish $7p12{PMPR2X3) PMP22 | 6288t | Sse7f 1.7¢ ap
ICMTIA-T nLC I5h 17512{PMP22X3) PIAPZZ | 196.31 | 12158 1.6 op |
CMT A ’ nuc i=h 17p12{PMP22x3) PMPZe | 15939 | 11060 144 aup
CMT1AS fuuc I8t 370 T2PMPZ2) PMPZZ_ | 90.11 5404 141 aup
GM12214 01781223 PPz | 869.03 | 83040 | 1.64 dup |
{CMT1A- UG iEh 17p12(PMP22X3) TEKTS | 10400 | 7417 1.40 dup
[CMTIA1-1™ ot ish 37p12(PMPZ2ic3) TEKTS | 354354 | 188086 | 1.66 dup
icMriA-1 itid L TEKTS | 142558 | 7082 ‘1,58 dup
CMT 121" i TEKTS 7068 48.21 _1.47 dup
’cmwm’ b J Texys | toves | 7643 1A% dup -
CMT1A-2 —_Buc iah 17p12(PMP22X3) TEKTS. | 7065 4827 1AT dip |
CMT1AZ. i ' JEXTS | 12233 | s6.02 342 &
CMY1A-2" . ibid TEXT: 10800 1 7447 AL dup
CUMTIAZ g ‘ TEKYS | 10762 { 7438 ] 146 dup |
CIT 1A NS Bah 17p1 2(PYIP22x3) TEKIS § 12233 | &5.02 147 dup
{CNT1A O R 9791 2(PMP22x3) TEKTS | 10743 | 7643 4 dup
. jomeis D178122¢8" TEKTS | 18183 | 18118 1.38 dup
* Proporg3o da media étrica de fi

** HOXB1 usada como sonda de referéncia

*** 16-1b usada como sonda de referéncia
- **** HOXB1 usada como sonda de referéncia

wt tipo naturat; del: dupt: dupficagd

' Sonda HOXB1 incluida em cada hibridizag3o como referéncia para duas copias a n30 ser que anotado de outra forma
-* Rodada de amostras em estudo cego '

*Ri de em exp itos de reprodugdo com relagdo a hibridizago executada em dias diferentes

* Dupticagdes registradas no focal por lupskd et al., 1991. .

Resultados similares foram obtidos com relacao a uma ané'lise
multiplex das mesmas amostras de CMT1A testadas com PMP22 e HOXB1
(variando a partir de 28,5 até 54 % acima de HOXB1c; Ver a Tabela 2). Hi-
bridizagbes independentes com muiti esferas com TEKT3 e HOXB1 acopla-
das a micfoesferas hibridizadas a CMT1-A e CMT1-A2 demonstraram que
esses résu!tados foram reproduziveis, produzindo proporgdes de intensidade
média de fluorescéncia que variarar’ﬁ por menos do que 2% para CMT1A-2 e
por 16% para CMT1-A (Tabela 2). Essas proporgdes indicam um agrupa-
mento em torno do valor previsto de 1 ,5 (1,26 - 1,85) para as amostras con-
tendo as duplicacdes de 17p12 (Figura 2 ) (Tabela 5).

A média geométrica da propor¢do mediana de fluorescéncia foi
encontrada como sendo a melhor medida para o ensaio da hibridizagdo de-
vido a que ela proporciona os intervalos de confianga menores e residuais
para todos os genétipos sem sobreposicé@o entre os gendtipos (Figura 2). A

regressao linear multipla dos dados para cada uma das categorias de pro-
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porgéo contra as proporg¢des previstas sobre todos os genétipos deu coefici-
entes de correlagao de 0,86 para a média aritmética, 0,80 para a média ge-
ométrica, e 0,42 para a propor¢éo do canal do piCo. Os intervalos de confi-
anca de 96% com relacdo a propor¢do da média geométrica de fluorescén-
cia do teste para as intensidades de amostra de referencia para os espéci-
mes com gendtipos dipldides normais foi de 0,97 até 1,09,com relagéo aos
cancelamentos hemizigdticos foi de 0,5 até 0,64, e para as duplicagdes foi a
partir de 1,44 até 1,546. A media aritmética produziu intervalos de confiangav
ligeiramente maiores (variacéo residual = 0,13), e a fluorescéncia do canal
do pico foi encontrada como sendo uma medicdo subdtima do numero cé-
pias, devido a que varias reag6es de hibridizacao produziram residuais muito
maiores com relagao a esses genétipos.

Em um estudo cego, rea¢des em, triplicata de 22 amostrés ge-
némicas codificadas (consistindo em 20 amostras de pacientes normais e 2 |
CMT1A com duplicagdes previamente confirmadas) foram hibridizadas a
sondas TEKT3 e HOXB1. A capacidade de reproducdo para rodadas em
triplicata de cada uma dessas amostras foi excelente, com variacbes nas
proporgdes de MF1 variando a partir de 6,5 X 10, até 1 X 10°. As amostras
dos_pacientes com duplicagbes de CMT1 foram observadas de forma facil a
partir dos controles normais, com base nas proporgoes I\{I‘F1 de hibridizagao
de TEKT3 : HOXB1 comA,relagéo a esses grupos (resu;niaos na Tabela 5).
Esses dados séo cohsistentes com nossos resultados anteriores que nao:
mostram nenhuma sobreposicéo entre os dois genétipos-na andlise ndo ce-
ga (Figura 2). '

Distihquindo numero de cépias do gendtipo.

| A propor¢do e MF1 é uma medicdo robusta para a determinagéo
do numero de cdpias gendmicas, sem que se leve em conta quais locais es- |
tejam sendo analisados. O teste médio para a proporcdo da sonda de refe-
réncia MF1 foi de 1,0 + 0,06 )n = 21) em individuos normais no presente es-
tudo (Tabela 2). A proporgao foi de 0,57 + 0,08 (N = 8) com relagdo a todas
as amostras com cancelamentos hemizigéticos, e foi de 1,50 + 0,15 com

relagcdo as amostras trialélicas. Embora diversas sondas se mostrassem em
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um grau modesto de desvio das proporgdes MT1, as anormalidades foram
claramente observaveis a partir dos genétipos normais com relagdo a todas
as sondas 1c em um nivel de confianga de 95%, e com relagcdo aos genoti-

pos normais versus os genotipos cancelados, em um nivel de confianga de

98%.
Discussao

Suspensdes de microesferas codificadas de forma espectral,

' acopladas a sequéncias de DNA sintéticas, podem ser hibridizadas ao DNA

genémico e detectadas através de instrumentos citometria de fluxo conven-
cionais. Esta abordagem facilitou a "genotipagem" de alto rendimento de
polimorfismos de nucleotidio Unico (Vignali, 2000). No entanto, as metodolo-
gias da técnica anterior exigem que o DNA -alvo seja amplificado antes da
hibridizagdo do DNA -alvo para uma sonda de 1 a 50 nucleotidios abo_plada
a microesferas (Hadd et al, '2004; Rockenbauer et al, 2005). As sondas de
oligonucleotidios ndo podem quahtificar com precisao o numero de copias
gendmicas diretamente a partir das amostras de DNA do paciente (Earley et
al, 2002; Sekar et al, 2005; Vignali, 2000), devido a sensibilidade e a especi-
ficidade ndo adequadas. O calculo do nimero de copias de séqﬁéncias -alvo
também é complicado pelo fato de que a etapa necessarias de amplificacdo
pode ser dificil de ser controlada devidg a que ela ¢ inerentemente logaritmi-
ca. O numero de copias genbémicas bb&e sef determinado de forma equivo-
cada quando o DNA gendémico marcado diretamente é hibridizado sem a
amplificagdo precedente (Southern, 1975; White et al, 2004).

Examinou-se a possibilidade de que a hibridizacdo direta de
DNA derivado de paciente com relagdo a sondas mais longas acopladas a
microesferas poderia medir de formavquantitat'iva o numero de cépias (Figura
1) ou este nimero, cada sonda 1c é sintetizada através de PCR com a utili-
zacao de um iniciador avan¢ado modificado com amino e conjugado a mi-
croesferas carboxiladas espectralmente distintas. Na etapa (2) o DNA da
amostra é extraido a partir de péletes de células fitogenéticas fixadas, e
transladadas por entalhe para a incorporagdo da dUPT biotina. A etapa 3
ilustra que as microesferas acopladas a sonda 1c sdo hibridizadas ao DNA



10

15

20

25

30

51

gendmico preparado e manchadas com estreptavidina-ficoetitrina (SPE) e
lavadas para a remogao do SPE residual. Na etapa 4 as amostras sdo pas-
sadas pelo citdmetro de fluxo (detecgbes de laser duplo) para a deteccdo
dos enderecos espectrais separados e a quantificagao do alvo ligado através
de cada sonda de microesfera na etapa 5. Previamente, validou-se as son-
das (1c) de cépia baixa derivadas através de computador para detectar uma
ampla variedade de anormalidades cromossémicas através de fluorescéncia
na hibridizagdo in situ (FISH) com relacdo a muitas regides cromossémicaé
diferentes (Knoll and Rogan, 2003; Rogan et al, 2001). Neste estudo, desen-

volveu-se uma suspensao de microesferas com sondas 1c a partir de trés

‘regides cromossdmicas diferentes associadas com condi¢gdes aneusdémicas

e demonstrou-se o uso deste método para a detecgdo dos ganhos ou perdas
em numero de cépias em espécimes de arquivo citogeneético fixados em
metanol-acido acético. ' |

Com a presente invengao, foi desenvolvida um ensaio de hibridi-
zagao de microesferas em suspensao para detectar as diferengas em nime-
ros de copias gendmicas que utilizam sondas gendmicas de coépia baixa
(1c). A amplificagdo anterior de DNA -alvo ao local ndo foi necessaria uma
vez que as sondas 1c sao projetadas pafa se hibridizar a um local unico da
sequéncia hapldide qu genoma com uma alta especificidade. A perda ou
ganho de seqi.‘uénc'ias— dé copia baixa pode der detectada diretamente no
DNA genémico do paciente. Este ensaio pode seguir as andlises citogénicas
de rotina sem que sejam necessarias grandes quantidades de amostra do
paciente, retiradas adicionais de sangue, amplificacdo gendmica especifico
ao local ou métodos de purificacdo do DNA genémico que consomem tem--
po. Esses estudos foram realizados com a utilizagao de preparacdes de cé-
lulas fixadas que permanecem depois das analises Citogénicas.

Os experimentos de hibridizagdo demonstraram sensibilidade
adequada para discernir a presenga de uma versus duas cépias bem como
de duas versus trés copias de uma seqiéncia genémica. O uso de sondas
1c mdltiplas, independentes conjugadas a microesferas com assinaturas es-

pectrais distintas pode medir indepehdentemente as mudangas no numero
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de copias no mesmo ensaio de hibridizagdo. Os cancelamentos de cromos-
somos foram confirmados no gene ABL1 em dois pacientes de CML, "tris-
somia" do cromossomo 9q34 foi confirmada em trés linhas de células culti-

vadas e duplicagbes do cromossomo 17p12 foram confirmadas em células

de cinco pacientes de CMT1'A, incluindo uma linha de células. A mesma

sonda usada para a do canc.elament'o de um cromossomo hemizigodtico .
9q134 também detectou trés alelos em linhas de células com trissomia nes-
se local. As propor¢des de média de sonda ou de intensidades medias de
fluorescéncia foram consistentes com relagdo ao pacientes com o mesmo
gendtipo e foram agrupadas em torno dos valores previstos, sem levar em
conta a origem do cromossomo da sonda de teste.

Muitos parametros foram otimizados durante o desenvolvimento
do ensaio: (i) as sondas 1c conjugadas as microesferas mostraram especifi-
cidade com relacdo a sequéncias homédlogas quando examinadas em um
ambiente gendmico heterdlogo complexo, isto é, tdo pouco quanto 5 ng da
seqliéncia -alvo presente em 1 ug de sequéncia genémica heterdloga foram
detectado com sucesso; (ii) as sondas 1c¢ conjugadas aos conjuntos de mi-
croesferas com enderegos espectrais diferentes mostraram diferengas néo
significativas nas intensidades medias de fluorescéncia, sem levar em conta
de qual microesfera estava conjugada a sonda; (iii) o comprimento da sonda
1c fixada a superficie da microesfera afetou a eficacia da hibridizagdo, com
as sondas mais curtas ( ~100 pb) exibindo intensidades medias de fluores-
céncia maiores quando comparadas as sondas mais longas (1 a 2 kb). As
sondas mais curtas foram mais estaveis (duragdo em armazenamento mais
longa) resultando também em menos variagdo de lote para lote no estoque
de microesferas marcadas (iv) isso, por sua vez reduz o esforco necesséario’
para conjugar, quantificar e qualificar as microesferas ligadas ao DNA.
Exemplo 2 |

Este exemplo descreve uma aplicacdo clinica da hibridizagdo
quantitativa de microesferas para o exame da regido da sindrome de Prader-
Willi (PWS) e Angelman (AS) no cromossomo 15q11-13. 17 sondas de teste
de copia tnica ou de copia baixa (80 nucleotidios cada uma) cobrindo ~ 3,2
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Mb da regido PWS/AS e uma sonda de referéncia dissémica (HOXB1, cro-
mossomo 17qg21), foram cada uma conjugadas a uma de dez niveis de mi-
croesferas de poliestireno com enderecos espectralmente separados. Todas
as sondas foram hibridizadas a DNA genémico do paciente marcado com
biotina em reagdes multiplex de QMH , e a hibridizacdo foi detectada com a
utilizacao de estreptavidina marcada com ficoeritrina e analisadas através de
citometria de fluxo de laser duplo. As diferengas em numero de cépias foram
observadas através da comparacéo das intensidades medias de fluorescén-
cia (MFl) das sondas de teste com a sonda de referéncia. A proporcdo da
MFI com rela¢des a locais cancelados foi de 0,58 + 0,072 (n = 80) quando
comparadas com as proporg¢des de MFI com relagao a locais normais, 0,98 +
0,075 (n = 186).

Os rearranjos gendmicos do cromossomo 15g11-13 ocasiona-

- ram varios fendtipos, incluindo autismo, sindrome de Prader-Willi (PWS), e

sindrome de Angelman (AS). Essa regido cromossomica é submetida a uma
fixagao gendmica e caracterizada por combinages complexas de elementos -
de repeticdo de copia baixa (refs). As PWS e AS resultam tipicamente a par-
tir de um cancelamento =4Mb na regiao do cromossomo 15q11-13 paterno
ou materno (Nichols 1998), respectivamente, com pontos de rompimento
agrupados (HP) tanto a dois sitios préximos (BP1 e BP2) como a um sitio
distal (BP3) que permite a classificagdo dos pacientes do cahcelamento
(classesAI e ) (Knoll et al. 1990). Os pacientes do cancelamento de classe 1
sao cancelados com relagéo a regiao que se estende de PB1 até BP3 e os
pacientes de cancelamento de classe Il sdo cancelados com relacéo a regi-
ao qué se estende de BP2 e BP3 (Knoll et al. 1990). Além disso, as muta-
¢bes no interior do dentro de fixagéb'de parte dupla (1C) nesta regido pode
ocasionar qualquer um dos disturbios. Uma regiéo' deste 1C é necessaria |
para o estabelecimento e a manutengao da fixagdo paterna ou materna, e os
estudos apuraram a regido mais curta da sobreposi¢cdao (SRO) é que define
PWS-1C (PWS-SRO) e AS-1C (AS-SRO) (Mapendano et al. 2006). Além
disso, ambas a PWS como a AS podem aparecer a partir da dissomia de um

s6 progenitor (UPD) do cromossomo ,15, que é de origem materna em paci-
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entes de PWS (dissomia materna) ou de origem paterna em pacientes de AS
(dissomia paterna).
Materiais e Métodos

Selegéo de sonda, sintese e conjugac¢io de microesferas.
Uma éerie de 17 sondas de teste especificas para 0 cromosso-
mo 15g11-13 foi projetada, bem como uma sonda de referéncia dissémica .
para HOXB1 no cromossomo 17g21. cada uma das sondas tinha 80 bases
de cumprimento como mostrado na Tabela 4.
Tabela 4: Sondas QMH usadas neste estudo

Localizac&o cromossomica . .

Sonda (maio de 2004)" Numero de copias
Chr15Cen chrl5:19412079 sc
D158541 chrl5:20360015 sc
GCPS chr15:20402365 SC
AC006596-94501 chrl5:21418753 sC
AC006596-76610 chrl5:21436280 Sc
AC006596-75658 chrl5:21437980 SC
D15811 | chrl5:21625540 sc
 4737-13740 chrl5:22569559 sc
D15S63 chrl5:22658040 Ic
AS-SRO chrl5:22717169 'S¢
IC : chrl5:22736450 Ic
chr15:22736805 chrl5:22736805 Ic
PWS-SRO2 chrl5:22751461 sC
PWS-SRO chr15:22763150 _ sc
U41384 chrl5:22751151 sc
SNRPN-§' chr15:22736850 sc

AC004600 chrl5:23123664 -

OCA2 chrl5:26017960 sc
HOXB1 chr17:43963520 - le

* A coordenada indica o final 5' da sonda QMH. O comprimento de cada sonda é de 80 nucleotidios.

Houve somente um igualdade gen6mica com relagéo ao total de
80 bases para cada sonda, no entanto, pequenos segmentos de sonda po-
dem ser igualados em outras regiées do genoma. |

As sondas foram selecionadas com base na composicbes de
sequéncia de copia baixa das mesmas, contetido de GC (48 a 55%), a falta
de conformagdes de seqiiéncias secundarias potenciais estaveis como pre-

visto pelo software MFold (disponivel através de The Bioinformatics Center
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‘at Rensselaer and Wadsworth, Rensselaer Polytechnic Institute, Troy, NY), e

o comprimento das mesmas (80 nucleotidios). Cada sonda foi sintetizada
com a utilizagao de um iniciador avangadd marcado com 5'-C6-
amino(Integrated DNA Technologies, Coralville, I1A) para o acoplamento as
microesferas carboxiladas, e um iniciador reverso ndo modificado por PCR
(Promega RedTaq Ready Mix, Madison, WI) usando um DNA de controle
gendémico humano normal (Promega) como o gabarito. O produto da PCR foi
separado por eletroforese sobre gel (Seakem; FMC Bioproducts, Rockland,
ME) e extraido por centrifugacédo de coluna de microrrotagéao (QiaQuik; Qia-
gen, Valencia, CA), através de uma reacdo de acoplamento com carbodiimi-
da (Dunbar et al. 2003; Fulton et al. 1997). |

Cada sonda foi inicialmente desnaturada com calor e em seqgui-

da instantaneamente resfriada sobre gelo. Aproximadamente 3.125 X 105

- microesferas com caracteristicas espectrais idénticas foram pipetadas para

dentro de um tubo de 1,5 ml de micro centrifuga (USA Scientific, Ocala, Flo-
rida), centrifugadas durante 2 minutos a 10.000 g e drenadas do sobrena-
dante. 150 u de tampdo de 0,1 M MES(acido  2-(N-
morfolino)etanossulfdnico) pH 4,5 foram adicionados a cada tubo e as mi-
croesferas foram submetidas a voértice seguido rapidamente por centrifuga-
¢ao durante 2 minutos a 10,000 g. O sobrenadante foi removido e as micro-
esferas foram ressuspenéas po} vortice em 80 pl de 0,1 M de tampao MES.
Uma unica sonda 1c¢ (0,5 nmol) foi adicionada a cada tubo e misturada por-
vortice. Um volume de 1,25 pl de uma solugdo fresca de- 10 mg/ml de clori-
drato de 1-etil-3,3-dimetilaminopropil carbodiimida (EDC) foram adicionados
ea réagéo foi submetida ao vortice rapidamente e incubada no escuro du-
rante 30 minutos com misturagdo ocasional. A misturacao e a incubacdo do

EDC foi repetida duas vezes com a utilizagdo de 1,25 ul de uma solugado |
preparada de fresco de EDC cada vez. A reagao foi parada com a adicéo de
500 ul de 0,02% de Tween 20 seguida por vértice e centrifugagao durante 2
minutos a 10.000 g. E, seguida a remogédo do sobrenadante, 250 pl de SDS
a 0,1% foram adicionados a cada tubo, passados pelo vértice e em seguida
centrifugados a 10.000 g durante 2 minutos. O sobrenadante foi removido de
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forma cuidadosa, 25 ul de 0,1M de MES pH 4,5 foram adicionados e o tubo
foi passado pelo vortice e armazenado no escuro a 4°C. As concentragdes
das microesferas acopladas foram quantificadas através da adi¢éo de 1w
de cada microesfera a 100 pl de 1X PBS e analisando no citémetro de fluxo
FACSCalibur (Beéton Dickinsbn, San Jose, California), com a utilizagdo das
condigdes dadas abaixo. | |

Os procedimentos de controle de qualidade para cada sonda

' conjugada com as microesferas foi executado para assegurar uma fixagéo

apropriada das sondas as microesferas. Foi primeiro determinado que todas

as sondas poderiam detectar o produto de PCR correspondente em uma .

reacao de hibridizagéo, estabelecendo que a conjugacdo da sonda e a con-
jugagao as microesferas foi eficiente. Os produtos de PCR purificados espe-
cificos para cada uma das sondas QMH utilizadas neste estudo (Téb_ela 3)
foram amplificados a partir de DNA gendmico normal (Promega) com a utili-
zagao de um unico iniciador 5' bidtinilado. Os Produtos de PCR biotinilados
foram hibridizados a sondas complementares conjugadas com as microesfe-

ras e detectados com SPE. A contagem das microesferas hibridizadas e as

~intensidades medias de fluorescéncia foram medidas com a utilizagéo do

software CellQuest (Becton Dickinson). A densidade dos produtos 1c¢ hibridi-
zados com relagdo a um conjunto de microesferas foi calculado através de
comparagéglda quantidade de contas unicas (a partir da contagem de con-
tas do lado varrido fechado e nivel médio de intensidade de fluorescéncia), -
que determinou a eficacia da conjugagao do procedimento de acoplamento
por carbodiimida. A especificidade da sonda 1c¢ conjugada as microesferas
com relagdo a sua sequéncia -alvo foi determinada através de comparagao
da intensidade média de fluorescéncia de rodadas de citometria de fluxo re--
petidas de andlises de hibridizagdgo com sondas homélogas versus sondas
heterdlogas. A hibridizagédo de cada sonda foi otimizada através de uma fai-
xa de temperaturas de tempera (45°C até 60°C).

Além disso, foram realizados experimentos de troca de microes-

feras, para verificar se o valor de MFI era independente do nivel de microes-

feras usadas para a conjugagio, os detalhes com relacdo aos quais foram
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determinados previamente (Newkirk et al. 2006). Esses experimentos foram
executados com a utilizagdo da sonda 1c D15S63 conjugada a duas micro-
esferas com enderegos espectrais diferentes (L2 e L9). Ambos os conjuntos
de microesferas foram hibridizados ao produto de PCR correspondente em
uma reacao multiplex, e aos niveis de intensidade média de fluorescéncia
foram comparados para cada conjunto de microesferas. Ambas as reacdes
mostraram valores de MF1 similares para a mesmé sonda. Este experimento
foi repetido para a sonda 1c (Tabela 2) com resultados similares. N

Amostras de paciente e preparacédo de alvo genémico. O gabari-

to do DNA gendmico foi preparado com a utilizagdo de amostras do paciente
arquivadas (n = 21) ou usando péletes de células fixadas com metanol e a-
cido acético derivadas a partir de preparagdes citogenéticas da mostras de

medula dssea (n = 10). As péletes de células fixadas tinham sido armazena-

- das a partir de dois até oito anos em metanol e 4acido acético. Os genétipos

com relagdo a algumas amostras eram conhecidos antes dos estudos cito-
genéticos, e/ou de hibridizagdo Southern, enquanto que algumas eram des-
conhecidas (Tabélas de 4 a 7). As células fixadas foram lavadas duas vezes
com 1X de PBS e as concentracdes das mesmas foram determinadas com
um hemocitdmetro. O gabarito do DNA gendémico foi extraido a partir de
~600 células fixadas por amostra.

Para as amdstras de DNA arquivadas nao foi necessario ne-
nhum trétamento antes da amplificacao. O DNA gendmico total foi replicado
in vitro com a utilizacdo de um protocolvo modificado do kit GenomiPhi (GE
Healthcare, Piscataway, NJ), para permitir a incorporacdo direta da biotina
dentrb do DNA do gabarito. Primeiro, 1 ul'de cada amostra de DNA foi mistu-
rado com 9 pl de Tampé&o de Amoétra (GE Healthcare, Piscataway, NJ), e
desnaturado durante 3 minutos a 95°C. As amostras foram resfriadas instan-
taneamente sobre gelo durante 2 minutos seguido pela adi¢ao de 4 ul de 50
nmols de Biotina-16-dUTP (Roche, Indianapolis, IN), 9 ul de Tampéo de Re-
ac¢do (GE Healthcare), e 1 uL de Enzyme Mix (GE Healthcare). As reagdes

foram incubadas a 30°C durante 24 a 36 horas. A replicagdo com sucesso

~ do DNA do paciente foi verificada através de amplificacdo por PCR das son-
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das HOXB1 e PWS-SRO (tabela 3). Qualquer amostra que ndo produziu o
produto da PCR nesta etapa de controle de qualidade inicial ndo foi usada
para o0 QMH. Foi observado que as amostras que niao amplificaram com su-

cesso o prodUto da PCR nao produziram resultados de QHM precisos (da-

dos nao mostrados). A idade dos péletes de células fixadas é provavelmente

um fator de contribui¢do para a falta de amplificacdo de PCR em seguida ao
procedimento GenomiPhi modificado. A anélise dessas amostras por PCR e
eletroforese com gel indicou que o DNA extraido estava altamente degrada-
do e cisalhado, o que poderia por sua vez fazer com que uma sonda intacta
aparecesse cancelada no QMB. Foi observado que o DNA gendémico que
passou no controle de qualidade por PCR foi obtido a partir de péletes deA
células fixadas armazenadas mais recentemente (~ 2 a 5 anos) versus as
péletes de células mais velhas ( > 6 anos). As amostras de DNA que passa-
ram no ensaio de PCR para controle de qualidade foram cisalhadas para
~300 a 800 pb por sonicagéo (B-SOO, Bransonic, Danbury, CT), que foi moni- .
torada através Ide eletroforese sobre gel (Seakem). Vinte e cinco ng de cada
uma das amostras de DNA gendémico marcada e fragmentada foi usada por
reagao de QHM. . | 4
Reacdes de hibridizacéo e citometria de fluxo. O DNA gendmico

preparado foi diluido em 40 pl de tampéao de hibridizagao 1,5 XTMAC 3
mols/l de cloreto de tetrametilaménio, 50 mmmols/l Tris-HCI, pH 8,0, 1 g/l de
Sarkosila) contendo ~ 7.500 de microesferas acopladas a cada sonda. A a-
nalise multiplex de dois a dez niveis diferentes de microesferas conjugadas
as sondas com relacao as QMH foi possi\)el em uma unica reacdo com a
utilizacdo de microesferas CytoPlex (Duke Scientific; Palo Alto, CA). As son-
das incluidas nas reagGes de hibridizacéo foram selecionadas com base em
provas de gendétipo disponiveis em cada paciente ou familia pre\)iamente
caracterizados, e as amostras desconhecidas foram hibridizadas com c-
hr15Cen, GCP5, D15S11, D15S63, PWS-SRO, e OCA?2 inicialmente em um
esforgo para delinear os cancelamentos de classe |, classe Il e 1C (Tabela
3). As sondas QHM usadas nas reagdes de hibridizagdo subsequentes fo-

ram selecionadas adjacentes a ou no interior de quaisquer das regides can-



10

15

20

25

30

59

celadas detectadas na primeira reacdo de QMH com a finalidade de caracte-
rizas com precisao o intervalo de cancelamento (Figura 4). As reacgdes foram
desnaturadas com calor a 95°C durante 5 minutos e deixadas se hibridizar
de um dia para o outro a 50°C. As reagdes foram centrifugadas durante 2
minutos a 10.000 g, o sobrenadante foi removido, e 12 ul de uma diluigéo a
1:50 de uma molécula de informagéo, estreptavidina-ficoeritrina SPE; Mole-
cular Probes, Eugene, OR), em 1,5 X TMAC forarh adicionados para a de-
teccdo dos alvos genémicos que continham a biotina. As reacbes foram in- |
cubadas em suas temperaturas de hibridizacdo durante 12 minutos. Em se-

guida a marcacao, 250 pl de 1,5 X TMAC foram adicionados a cada reagéo,

‘misturados, e centrifugados a 10.000 g durante 2 minutos. O sobrenadante

foi removido e as microesferas hibridizadas foram ressuspensas em 70 ul de
1,5 X TMAC ,

As amostras foram avaliadas através de andlise por citometria
de fluxo com a utilizagdo de um FACSCalibur (Becton Dickenson, San Jose,
CA) e aproximadamente 20.000 eventos foram analisados em cada reagao.
As fixagdes tipicas de voltagem para o instrumento FACSCalibur foram FSC
(varredura para frente) = EQO (nenhuma amplificagdo de sinal) em Modo
Log, SSC (varredura lateral) = 344 V em Modo Linear, FL1 = 628 V em Modo
Logaritmico, FL3 = 710V em Modo Logaritmico, e FL4 = 500 V em Modo
Logaritmico foram fixados como o defaalt para 52 V. O limite FSC foi o pa-
rémetro‘primério com um valor de 50 V e o parametro secundario foi o SSC-
e ajustado a 130 V. A velocidade de fluxo foi fixada baixa. A compensagao
de cor como ajustada como se segue: FL1 = 1,9% FL2, FL2 = 21% FLI, FL2
= 0%'FL3, FL3 = 10% FL2, FL3 = 4,7% FL4, e FL4 = 3,6% de FL3. Os valo-
res de compensagao de cor minimizam a sobreposi¢cdo espectral dos valores
MFI medidos nos canais diferentes do citdmetro de fluxo. Esses ajustes fo-
ram determinados como 6timos com base em aglomerados distintos com
relagdo a cada um dos niveis diferentes de microesferas nao marcadas no
grafico de SSC vs. sinal de conta. Os padrdes de contas fluorescentes (Li-
nearFlow Flow Cytometry Intensity Calibration Kit; Molecular Probes) foram

usados com relagdo & calibragdo da intensidade dos diferentes canais de
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detecgdo do fluorcromo do citdmetro de fluxo. O instrumento também foi ca-
librado com padrdes de referéncia de fluorescéncia (Quantum R-PE MESF
Medium Level Kit; Bangs Laboratories, Fishers, Indiana), com base nés con-
tas com a superficie marcada calibradas unidades de moléculas de fluor-
cromo soluvel eqdivalentes (MESF). Depois da andlise de cada amostra. a-
través de citometria de fluxo, as propofgées da média geométrica das inten-
sidades de fluorescéncia (MFI) da sonda de teste com relagdo a sonda de
referéncia foram calculadas e as estatisticas (por exemplo, média, 95% de
intervalos de confianca, e desvio padrdo) foram geradas com a utilizacéo de
MS Excel como mostrado na Tabela 5-1 até 5-9 (referida coletivamente co-
mo a Tabela 5). '

Tabela 5-1. Cancelamento de PWS-IC

RO2-165-PWS R92-167-PWS _R92.188-PWS

Sondas MFi } Proporgao MF MFi Proporcao MFI MFI Proporcdo MF1
ChrisCen : N ’
D155541

GCP5__

ACO08596-84501
AC008586-76610 N '
AC008596-75658 877.68 0,92 775.268 0.98 447.16 1,03

D15811 - e

4737-13740 867.25 09 752.88 081 4421 102
015563 561.17 081 38725 0.49 407.53 0.84
AS-SRO _ _ - '
~ chr15:227 36805 554,11 0.61 36148 " 5.48
ic i
PWS-SROZ. 344.29 0.67 38753 - 0.66 N .
PWS-SRO 65411 051 400.98 0.51 4359 1

141384 86251 | 0.95 540.17 0.99 44647 1.03
ACO04600 812.56 0.9 766.7 0.873 454.03 1.05

oCAz . e '

HOXBt 953.07 1 786.03 1 433.77 1

HoxB1 004,58 1 543.68

HoxB1 953.07 ] ,

HOXBt B11.56

HOXBY -
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Tabela 5-2. Cancelamento de PWS-IC

R93-001-M0D R93-002-M0D RE301ZM00
Sondas MF1 Proporcio MFI MFi Proporcio MF1 MFt ___|Proporcso MF
Christen ' : 608.66 104
D155541 RN
GCPS 591,17 197
ACODBS06-84501 62374
ACO06596-76610 637.55 1
ACD06596-75656 65075 109
D15311 550.78
373745740 - 62924 054
015563 349.83 0.93 218.07 0.88 68585 1.1
AS-SRO 279,54 048 677.62 05 28744 054
ehr 533736805 X TZ 2NN 558 24 08 57646 0.62
ic 560.08 0,61 66884 | 058
PWS-SROZ 168.4 051 140,18 0.58 47484 0.87
PWS-SRO B11.92 0,52 560,08 0.81 57646 0,62
(41384 38357 059 628865 | 101 65662 103
ACD04600 6426 L
OCAZ T 58366 1
HOXB1 35559 1 82521 1 708.99 1
HoxS1 611.92 1 17.84 3 919.25 ,
HOXBT 1177 i 44,96 1 5835 3
HOXB1 33233 1 40.36 117182 1
HOXB1 62305 1
Tabela 5-3. Cancelamento de PWS-IC
_ RO3.014-MOD RS0-035-PWS
Eondas MF1 Proporcéo MFI | MFI Proporcdo MF1 |
Chri5Cen . ' » :
0155541
GCP5
AC006588-84501 1040,10 - 1.04
AC006596-76610 551.24 1
AC006596-75658 589.73 107
_ D15S11 - T e
473713740 548.96 1 . .
D158638 1089.32 1.08- 2218.29 0.96
___ASSRO 550.84 094 1 136926 0.91
chr15:22736805 - 1002.80 1.01 539.61 0.94
IC 228287 0.98 -
PWS.SR0O2 - _ 42072 0.68
PWS-SRO 550.84 0.84 2282 87 0.88
U41384 801.70 1.09 215666 0.93
ACD04800 1142.21 105
OCAZ )
HOXBT ~ 571.37 1
HoxB1 585.35 1 231837 1
HoxB1 58535 1 231887 1
HOXB1 871.38 1 81743 1
HOXB1 1004.81 1 »
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Tabela 5.4

o

C53-43-PWS

VK18

Sondas

MFi

Propor¢ao MFi

MFi

Proporgao MFI

Chr15Cen

1383.07

088

2253

1.02

D155541

__1410.88

0:735

S

134111

054

4987.03

0.84

AC006585-94501

174321

0.98

1923.16

047

ACD06596-76610

ACO06536-75658

721848

016811

1432.32

274342

067

4737-13740

1270.05

D15863

122886

i
1
06
088

AS-SRO

chr1522736805

iC

065

PWS-SRO

_PWS-SRO2

1923.18

202245

U41384

792.40

054

AC004800

1290.12

082

OCA2

854,81

. 053

1768.12

_2187.31

FOXE1

120638

2219.26

2018 1

HoxB1t

1187.70

4095.52

HoxB1

1418.39

P I

55413

1808

HOXB!

1782.89

——

422,31

HOXB

Tabela 5.5

Sondas

WJK-29

WJIK-38

MFi

Proporcédo MFI

MF}

Proporcéo MFI

© Chri15Cen

1877.33

0.83

1956.86

0.85

D153541

644.15

0.50

403.88

0.47

GCP5

1176.46

0.52

0.50.

AC006596-94501

_1164.56

AC006596-76610

ACU06596-75658

D15S11

- 0.54

0.82 -

4737-13740

1215.87

1429.98

‘D15883

AS-SRO

chr16:22736805

iIc

PWS-SRO2-

PWS-SRO

1306.65

0.58

1394.38

0.60 -

‘U41384

ACQ04600

OCA2

1035.14

0.46

1335.82

0.58

HOXB1

2265.51

2308.24

HoxB1

HoxB1

HOXB1

HOXB1
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Tabela 5.6

-  WIK-48 RIZABEPWS R82-184-PWS
Sondas MFI Proporcao MF MFL Proporcao MFi MFI Proporc3o MF1
ChriSCen 202274 0.8 1283.70 0.95 729530 1
0155541 276661 0.62 - 186.46 0.48
GCP5 698.20 1.03 1410.51 1.04 8896.12 060 .
AC006596-04501 23726.13 0567 46124 0.55
ACO06596-76610 -
AC006596-76658 __ L - -
T D15811 1. 225442 1068 1337.82 0.68 183117, 0.64
4737-13740 1845.7 0565
D15683 1816.35 0.64
AS-SRO ) 325.03 055
chr15:22736805 _ 370.83 084
ic 62557 1 043 902 065
PWS-SRO2 4_
PWSSRO 2038.45 0.59 82557 0.50 o0 0.63
U41384
ACO04600 70149 0.41 .
OCA2 1832.27 0.54 £03.48 0.43 864.81 0.63
HOXBT 3408.41 ) - 2851.18 1
FoxB1 3061.26 1 184153 1 1382.62 ;]
HoxB1 §76.06 T 1650,98 1 391.16 1
HOXBY 58861
HOXB1
Tabela 5.7
Desconhecido 1 Desconhecido 2 Desconhedido 3
Sondas : MFI___ ] Proporc30 MFT (&) Propor¢ao MF1 MFi___| Proporgao MFT
Chri5Cen 1681721 095 ,
D158541
GCP5____ 1677.97 0.97
ACO06398-84501
AC0DB596-76810
ACDUB596-75658 | -
015511 1828.09 105
4737-13740 .
D15563 1460.10 054 —_1109.36 094 503.29 087
AS-SRO 1347.48 0.57 85100 1 056 853.71 0.82
chri522736808 .
1C 668.84 - 057 .
PWS-BROZ 248,17 0.55 T 27347 056 58153 0,98
PWS-SRO 1 68884 0.58 665.00 0.57 895.97 0.86
Uat3se 1584.10 1 1123.51 0.96 1011.98 087
ACO04600 ) i
OCAZ 1677 21 0.87 . -
HOXB1 - 1179.61 ik 1175 1 104683 1
HoxB1 1844.28 1.06 488.95 ] 588.24 1
HoxB 1 : 1548.64 | 1
HOXB1 39237 1
Tabela 5.8
- . _Mm_ R80-024 o RO0-20PWS | RICD60-PWS RIV-053-PWS .b
Sondas WP [Poporcio MAI[ " MFT__ProporcioMii| MR [Proporcso FE] MFI TFI|BFL [Proporcao MFT
“ChrisCen
0155541
GCPS
ACO06596-84501
ACO0B583-76810
Di5S11 48557 0,69 40731 053 338.63 081 764,64 0.67 26758 0.5
4737-13740 5
DI5563 51565 0. 43388 i 33227 | 0.9 85367 108 27185 0.54]
ASSRO )
1522736605
C
WS SROZ
PWS-SRO
U41384
ACOD4600
HOXB1 558.67 1 43319 1 369.9% 1 785,74 1 mml b1
HoxB1 - v
HoxBY
HOXBT
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Tabela 5.9
RODDATPWS: | REGGLEPWS® | FESO0TPWS RESDIO-PWS RESO0PWE ]
Sondas ur__ [PopocionA| MR [Poocio M| wE [PopocioMrl]  MFL [PopocoMd]  MFI[Proporgio v

GCPS 585.85} 084]  aa017| 0B8] 53335] [ 288,30 056

0551 257.63 005] 47684 095 i34 0] su.«j‘ ) Y :
473713740 — —
D15563 484.20 104 4re.13] 05| _ 34658) 081]  30553[ 08| 52250 0.55

28
%E..
.18

49&49] o.ss 10145997 588
37895 [ ) ] 55104 1

£78.32

As Tabelas de 4-1 até 4-9 incluem, cada uma indicadores de
sonda na coluna mais a esquerda seguida pelo resultado das amostras em
colunas pareadas incluindo as intensidades medias de fluorescéncia e as
proporgcoes das intensidades medias de fluorescéncia. Os dados que mos-
tram 'bs' cancelamentos estao limitados por uma borda mais escura. Os valo-
res geomeétricos de MFI foram mostrados anteriormente como sendo mais
precisos para a ava‘liagéo dos dados a partir das andlises QHM uma vez que
os dados sdo coletados em modo logaritmico no citémetro de fluxo (Kirkwo-
od 1979; Coder et al. 1994; Newkirk et al., 2006).

Resultados

Deteccoes de grandes canceiamentos em pacientes de PWS/AS.

Uma série de sondas 1c conjugadas a microesferas cobrindo os
cromossomos 15q11 a q13 foram hibridizadas a DNA gendémico marcado a
partir dé pacientes na regiao PWS/AS. Em alguns casos 0s cancelamentos
foram. determinados por analise anterior (ver Métodos) (n = 8; WJKI 8, 35,
29, 36, 48, C93-49-PWS, R92-161-PWS, R92-144-PWS), e em outros paci-
entes, os gendtipos nao eram conhecidos, no entanto um diagndstico clinico
de PWS ou AS tinha sido feito (n = 3) (Nao conhecidos 2, 2 e 3).

Um mapa da regido PWS com as sondas esta provido na Figura
4. Nesta figura, as coordenadas cromossémicas com relacao as sondas 1C
conjugadas a microesferas (destacadas) bem como outros microssatélites e
genes sao indicados. As AS-SRO e PWS-SRO estao identificadas com es-

trelas grandes. As sondas conjugadas as microesferas estdo indicadas atra-
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ves de uma linha pontilhada vertical ligada a um circulo que representa o
nivel de microesferas que foi usado para a conjugagao (1 a 10). Os interva-
los de cancelamento da classe | e da classe |, bem como os seus intervalos
de pontos de rompimento (BP) estdo representados. As estrelas pequenas
indicam quais as microesferas conjugadas a sondas foram usadas em uma
analise 'QMH inicial para distinguir os pacientes de cancelamento da classe |
e da classe Il., Os resultados QMH ilustram as regides canceladas encontra-
das em pacientes examinados na presente analise. Os tridngulos colocadoé'
nos intervalos de cancelamento marcam os marcadores de microssatélites

tratados em cada grupo para definir os intervalos de cancelamento nos estu-

‘dos anteriores (ref.) O niumero de pacientes encontrados com cada tipo de

intervalo de cancelamento esta indicado entre parénteses e um "*" preto in-
dica se esses individuos sio relacionados. _

As reagdes multiplex iniciais de hibridizacdo pafa delinear os |
cancelamentos da classe | dos da classe Il em pacientes de grandes cance-
lamentos (n = 11) incluiram sondas de teste especificas para as sondas to
Chrl5Cen, GCP5, D15S11, PWS-SRO e OC A2, e para a sonda de referen- =~
cia HOXB1. O numero de copias para todas as sondas foi distinguivel com
facilidade com base nas proporgdes MFI em cada paciente (Tabelas 4-4, 4-5
e 4-6). A propor¢ao de MFI com relagdo as regibes canceladas neste grupo
de pécient_ééﬁvariaram a partir de 0,44 a 0,67 e para os segmentos genomi-
cos intaétos variaram a partir de 0,83 a 1,06 (Tabelas 4-4, 4-5 e 4-6).Usando
os resultados a partir da reacdo inicial de QMH, as sondas subseqlentes
foram escolhidas para ainda estreitar mais cada intervalo de cancelamento.

Por” exemplo nos pacientes WJK-29, WJK-36, e R92-144-PWS, Chri5Cen

estava intacta porém, GCP5, D15S11, PWS-SRO e OCA2 foram encontra-

dos como estando cancelados (Tabelas 4-5 e A- 6).Para delinear ainda mais |
esses intervalos de cancelamento, foi usada uma sonda QMH especifico
para D1S541 entre Chrl 5Cen e GCP5 em uma segunda reacgéo. Os resulta-
dos a partir dessa reagdo de hibridizagao revelaram que WJK-29, WJK-36, e
R92-144-PWS também sédo cancelados com relagdo a D15S541, que é res-

ponsavel por um intervalo de cancelamento de ~ 5.66 Mb, e que classifica
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esses dois pacientes como classe |(Amos- Landgraf et al. 1999). Nos paci-
entes WJK-18, 35, 48, e R92-161-PWS, os resultados iniciais de QMH indi-
caram que Chrl 5Cen e GCP5 estavam intactos, porém D15S11, PWS-SRO,
e OCA2 foram cancelados (Tabelas 4-4 e 4-6). Depois de uma segunda rea-
¢ao de QMH, os résultados combinados mostraram um cancelamento a par-
tir de AC006596-94501 até OCA2 (~4,'6Mb), que é considerado um cance- .
lamento de classe Il (Knoll et al., 1990). |

Os resultados de QMH para um paciente revelaram um cance-
lamento n&o classico quando comparado ao segmento tipico cancelado com
relagao aos pacientes de classe | e classe ll(Tabela 4). No paciente C93-49- -
PWS, as sondas para D15S63, 1C, U41384, AC004600, e OCA2 estavam
presentes em uma cdpia cada uma, enquanto que Chr15Cen, GCP5,
AC006596-94501, AC006596-76610, D15S11, e AC004737- 13740 estavam
dissémicas (Tabela 4-4). O intervalo de cancelamento cobriu ~ 3,36 Mb e
pode representar uma subclasse de cancelamentos Il.

Deteccao de cancelamentos 1C em pacientes PWS.

Um total de seis pacientes PWS previamente encontrados como
tendo cancelamentos 1C através de andlise de microssatélité foram usados
para QMH (R93-001-MOD, R93-002-MOD, R93-013-MOD, R90-035- PWS,
R92-166-PWS, e R92-167-PWS) (Tabelas 4-1, 4-2 e 4-3). Para a primei'ra_ﬁ
familia as sondas de teste especificas para ACO06596-75658, AC004737-
13740, D15S63, chrl 5:22736805, PWS- SRO, U41384, e AC004600, bem
como a sonda de referéncia HOXB1, foram hibridizadas a DNA gendmico
marcado, a partir de cada membro de cada familia (Tabela 3). Nos R92-166-
PWS e R92-167- PWS, um cancelamento a partir de D15S63 até PWS-SRO
foi identificado (~ 93kb). Os resultados anteriores de microssatélite indicam
um cancelamento em D15S63 e DI 5SI 28, de tal forma que os resultados de
QMH prolongaram o cancelamento encontrado pela "genotipagem” de mi-
crossatélite em ~ 70 kb. O membro da familia ndo afetado(R92- 168-PWS)
foi encontrado como normal com relagdo a todos os locais testados (Tabela
4-1).

Outra familia com uma mutacio 1C PSW identificada anterior-



10

15

20

25

30

67

mente através de hibridizagdo Southern e analise por microssatélite foi ana-
lisada por QMH (R93-001-MOD, R93-002- MOD, R93-013-MOD, e R93-014-
MOD) (Tabelas 4-2 e 4-3) (Ohta et al., 1999; Rogan and Knoll, 2003). As
reagoes iniciais de hibridizacao incluiram sondas de teste para AC006596-
94501, 1C, PWS-SRO, e AC004600, além da sonda de referéncia HOXBI.
Os resultados mostraram que todas as amostras analisadas estavam intac-
tas com relacao a AC006596-94501 e AC004600, porém a 1C e PWS- SRO
foram canceladas em R93-001-MOD, R93-002-MOD, e R93-013-MOD. Rea-
¢bes QMH subseqlientes com as sondas de teste circunscrevendo este in-
tervalo de cancelamento refinaram o limite do cancelamento 1C a partir de
AS-SRO até PWS-SRO (~50kb), que prolonga os resultados anteriores em
~45 kb (Buiting et al 1995; Ohta et al. 1999).

A QMH foi usada para a analise do menor intervalo de cancela-

~ mento PWS-SRO documentado até agora (~ 4,3 kb), R90-035-PWS (Tabela

4-3) (Ohta et al. 1999). Uma hibridizagdo inicial incluiu sondas especificas
para D15S63, AS-SRO, 1C, PWS-SRO, chrl5:22736805, e U41384 além da
sonda de referéncia HOXBI e (Tabela 3). As propor¢oes de MFI indicaram
que todas as sondas de teste estavam intactas e desse modo outra sonda
dentro da regido que separa as AS-SRO e PWS-SRO, PWS-SR02, foi proje-
tada e hibridizada para esse paciente. A sonda PWS-SRQ esta localizada
em 14,5 kb 3' (“telométricé") da sonda As-SRO, e 4 11,7 i{by("centométrica"),
da sond'a PWS-SRO QHM original. Uma proporgdo MFI de 0,68 revela que:
este locus esta presente em uma copia (Tabela 4-3). A sonda PWS-SRO2
também foi hibridizada a outros paciente de cancelamento 1C no corrente
estudb (R92-166-PWS, R93-013-MOD, R93-002-MOD, e R93-001-MOD) e
encontrou canceladas como previsto com proporgbées de MFI variando de
0.51 até 0,67 (Tabelas 4-1 e 4-2). | |
Um paciente AS clinicamente diagnosticado, Desconhecido 1,
testado como normal por analise FISH e normal com relacdo a UPD, mas no
entanto foi encontrado um teste SNRPN de metilagdo anormal (Tabela 4-7).
As amostras da mae e do pai do Desconhecido. 1 foram identificados como
Desconhecido 2 e desconhecido 3,Arespectivamehte. (Tabela 4-7). Esta
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combinacao de resultados de testes tornou esse paciente um candidato ideal
para a nova analise da presénte invengdo. Com a utilizacdo de QMH, este
paciente desconhecido (Desconhecido 1), e os progenitores do péciente
(Desconhecido 2 e Desconhecido 3), foram inicialmente submetidos a tria-
gem com Chr15Cen, GCP5, D1 5S1A1, PWS-SRO, e OC A2, e a sonda de
referéncia HOXB1. Os resultados indicaram que todas as sondas estavam
intactas, exceto com relagao a PWS-SRO (Tabela 4). Foi feita uma segunda
analise QMH focalizada na regidao 1C com as sondas AS-SRO e 1C. As pro-
por¢des de MFI indicaram que essas sondas foram canceladas no paciente
e na mie, o que constitui um cancelamento de ~19 kb em torno da regiao
AS-SRO (Tabela 4). Este resultado foi confirmado por uma terceira hibridiza- |
¢dao QHM com a sonda PWS-SRO2, circunscrita pela sonda 1C e PWS-
SRO, e encontrada cancelada em ambos o paciente e a.mée (Tabela 4),
bem como na analise _scFISH com a sonda AS-SRO.

Deteccao de cromossomos 15qg proximais cancelados.

Um paciente, B2002-00905, com um cancelamento de um cro-
mossomo proximal 15q, B2002- 00905 foi inicialmente caracterizado através

- de andlise citogenética de rotina e em seguida analisado com a utilizacéo de

QMH. Uma analise QHM multiplex incluiu sondas de teste especificas para
Chri5Cen, D15S541, GCP5, D15S11, D15S63, AC004600, e OCA2 além da
sonda de referéncia. Os resultados indii:a;am que todas as sondas de testes
canceladas, responsavel por uma cobertura de cancelamento de > 6,6Mb,
no entanto, ndo puderam ser identificadas seqliéncias de coépia baixa 5'
(centométrica) da sonda Chr15Cen devido a sequéncia heterocromatica den-
sa com repeticoes nessa regido, e desse modo a quebra centométrica nésta
inversdo nao pode ser refinada. |

Avaliacdo da Temporizacdo de Replicacdo Assincrona em Dissomia Mater-

nal em Familias de Paciente PWS.

Estudos anteriores (Knoll et al., 1990) examinando a temporiza-
¢ao da replicagéo especifica (ASR) para alelo dentro do cromossomo 15q11-
13 revelaram padrbes de temporizagdo de replicagdo paternal antecipada/
maternal atrasada em D15S 11 & D15563. Usando sondas QMH especificas
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‘para esses dois locais, quatro pacientes PWS com dissomia maternal no

cromossomo 15 (R89-007-PWS, R89-008-PWS, R90-019- PWS, R90-041-
PWS) e os membros da sua familia foram testados para ver se as propor-
¢coes de QMH afetadas por ASR em individuos afetados (n = 10) (Tabelas 4-
8 e 4-9) A sonda de referéncia HOXB1 foi usada em estudos de hibridizacdo
FISS para a verificag@o da aplicagdo sincrona da temporiza¢do. Os resulta-
dos de QMH com relagéo aos individuos com diséomia materna indicaram
que nao existe uma diferenga discernivel nas propor¢gdoes de MFI quando
comparados com os progenitores normais. Por exemplo, as proporgdes da
MFI para D15S11 e D15S63 em R90-041-PWS foram de 0,95 e 1,01 (Tabela
4-9), respectivamente, o que é realmente mais elevada se comparada a do
pai, R90-059-PWS, (0,93 e 0,94) porém ligeiramente menos do que da mae,
R90-060-PWS, (0,97 e 1,08) (Tabela 4-8). Os resultados QMH com relagdo

- as outras duas familias estudadas (R90-059-PWS, R90-041-PWS, R89-008- |

PWS, R89-010-PWS, R89-009-PWS) foram sinénimos com os resultados
para essa familia. _ ,
Anélise Estatistica dos Resultados de QMH com Relacéo a Locais Normais

e Cancelados.

Na Figura 5 as propor¢des de MF| estao plotadas no eixo y e o
numero de hibridizagdes QMH esta plotado ao longo do eixo x. Nao houve
sobreposicao nas prépgrgﬁées MFI com relagao as sondas normais ou cance-
ladas, pbr isso 0 numero de copias em cada local foi distinguivel de com fa-
cilidade. O desvio padrao médio e os intervalos de confian¢a de 95% com
relagdo aos locais normais e cancelados estdo indicados na Figura 5.

| A analise dos valores da MFI com relacao a todos os locais nor-
mais testados por QMH (n = 191) mostraram uma média de 0,98 + 0,075
com um nivel de confianga de 95% de 0,011 (Figuré 5) e os valores de MDI
para todos os locais cancelados (N = 80) tiveram uma média de 0,58 + 0,072
com um nivel de confianga de 95% de 0,016 (Figura 5). Nao foi observada
nenhuma sobreposicdo entre os valores de MFI com relacdo aos locais nor-
mais e cancelados (n = 27) e os genétipos foram distinguiveis com facilidade
com relagdo a todos os pacientes que passaram pela etapa inicial do contro-
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le de qualidade PCR (Figura 5). Foi observado‘que as analises QMH com
relagdo as amostras dos pacientes armazenadas em metanol/ acido acético
durante um periodo de tempo mais curto (~2 a 5 anos) antes da extra¢éo do
DNA produziram propor¢ées de MFI que estavam consistentemente mais

préximos a 1,0 e 0,5 com relagao aos locais normais e cancelados, respecti-

vamente, quando comparados aqueles armazenados durante periodos de

tempo mais longos ( > 5 anos). Isso é provavelmente devido a qualidade

A comprometida (isto é, condi¢cdo degradada e cisalhada) do DNA obtido a

partir de péletes de células fixadas que tinham sido armazenadas durante

periodos de tempo excessivos. Nenhuma amostra de paciente armazenada

~ durante > 6 anos passou na etapa de controle de qualidade inicial por PCR e

por esse motivo ndo puderam ser usadas para as analises QHM.

Discusséao _
Este estudo se aplica a analise quantitativa de hibridizagao de

microesferas (QMH) desenvolvido anteriormente para a detecgao de mudan-

¢as no numero de copias na regido PWS/AS do cromossomo 15q11-13.

Com a utilizagcdo da QMH, os cancelamentos de classe | e de classe 1l foram

~ distinguiveis com facilidade em uma Unica andlise e refinada de forma mais

precisa em uma segunda andlise QMH. Cancelamentos menores dentro do
AS/SRO cobrindo ~ 19 kb foram definidos bem como cancelamentos tao pe-
qu'er‘mos quanto 4,3 kb no interior da regido PWS-SRO. Um paciente exibiu
um intervalo de cancelamento ndo usual a partir de D15S63 até OCA2
(~3,36 Mb), que poderia representar uma nova classe ou subclasse de can-
celamentos. Os experimentos de hibridizagao ilustraram uma sensibilidade
adequada para distinguir uma vs. duas copias de uma sequéncia genémica
com relagdo a regides canceladas grandes e pequenas. A QMH, no entanto,
néo foi capaz de discernir padrées de temporizacdo de replicagéés assin-
cronas (ASR) em pacientes PWS aparecendo a partir da dissomia materna.
Estudos futuros irdo-incluir a sincronizagdo de células antes da extragéo do
DNA -alvo para examinar ainda mais essa aplicacdo potencial da QMH. O
uso de microesferas separadas codificadas espectralmente permitiu uma

analise precisa de até nove sondas de teste e uma sonda de referéncia em
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‘um unico tubo.

Este estudo da regido PWS/AS é a primeira explicacdo clinica
da analise QMH e verifica que ela é uma alternativa diagnéstica com relagao
a outros métodos de determinacdo do nimero de cépias que ndo necessi-
tam da identificagcdo de sequéncias dependente do contexto. Outras técnicas
para a avaliacdo do numero de copias na mesma regiao incluem FISH, hibri-
dizagao Southern, microagrupamento, aCGH, MLPA, e MAPH. A QMH de-
tectou de modo confidvel as diferengas no nimero de copias em uma reso-
lugdo gendmica de > 80 pb, o que excede a resolugdo que pode ser alcan-
¢ada atraves de FISH, hibridizagdo Southern, e aCGH (que ¢ limitada pelo

tamanho e a densidade das sondas clonadas), e é similar a MAPH e MLPA

em densidade de sonda. A QMH com a utilizagdo de sondas 1¢ ndo necessi-
ta tanto da amplificagdo do DNA -alvo ou da adi¢do de DNA competidor (isto
€, Cot-1 DNA) para a supressao de sequéncias repetitivas. A adigcdo de DNA
competidor tinha mostrado comprometer a precisdo e a capacidade de re-
produgdo das andlises de hibridizagdo gendmica (Newkirk et al. 2005), o que
ndo poderia ser ideal com relagdo a um teste para diagndstico clinico.

A QMH nao foi facilmente adaptavel a regido PWS/AS, a despei-
to da alta densidade das seqiiéncias repetitivas circundantes e nimero limi-
tado de regides de cépia baixa disponiveis para o projeto da sonda. A otimi-
zagao do ensaio foi ml’nirha (Ver Métodos), e os resultados foram réproduzi—
veis de vforma consistente entre as amostras com gendétipos similares com
diferengas despreziveis entre as proporgées da MFI (Figura 5; 0,98 + 0,075
para locais intactos; 0,58 + 0,072 para locais cancelados). Com a excecdo
de DNA gendmico -alvo degradado, nenhum resultado positivo falso e ne-
nhum resultado negativo falso foram obtidos com relagdo as amostras anali-
sadas neste estudo. Isso ilustra a exigéncia com rélagéo aos experimentos |
para o controle de qualidade antes da analise por QMH para serem assegu-
rados resultados precisos. A analise QMH da presente invengdo é um diag-
ndstico inicial ideal para a triagem de altos resultados de pacientes com
PWS e AS. Este teste permite o refinamento dos intervalos de cancelamento
de PWS/AS com a utilizagdo de andlises QMH subsegiientes, e a FISH pode
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ser usada para a confirmagcado do contexto cromossdmico dos cancelamen-
tos detectados pela QMH. |

A plataforma de hibridizagdo de microesferas pode ser rhais a-
propriada em algumas situagdes diagnosticas no lugar da FISH, hibridizagéo
gendmica compafativa de _cbhjunto (aCGH), analise Southern, hibridizagao
multiplex de sondas amplificaveis (MAPH), hibridizacdo multiplex de sonda .
de ligagdo (MLPA) e PCR quantitativa (QPCR). a analise com microesferas
da presente invengdo aumenta a resolugdo, aumenta a proporcdo de sinal
para ruido, e € facilmente receptiva a multiplexagdo, tornando a mesma uma
abordagem de alto rendimento. A capacidade de multiplexar as sondas con-
serva o material-do paciente disponivel e diminui o tempo necessério para.
fazer o diagnostico. Além disso, a contaminagdo de sequiéncias genémicas
heterdlogas mostrou nao impactar a eficiéncia da hibridizagéo no enéaio.

No ensaio QMH,‘ as diferencas em nimero de copias sao detec-
tadas com uma resolucao genémi'ca tdo pequena quanto 100 pb em um ni-
vel de menos do que 5 equivalentes gendmicos por reagéib de hibridizagao.
O nivel de resolugdo alcangado com FISH e hibridizagdo Southern é de ~20
kd até 650 kb. Com a aCGH, a resolugéo fica limitada ao tarhanho e a den-
sidade das sondas clonadas e a variabilidade em niveis de sinal de fluores-
céncia pode afetar a precisdo da interpretagéq. A MAPH tem uma resolugao
de aproximadamente 50 kb, e a MLPA, emboré tenha uma resolugdo mais
alta do que as outras técnicas, é sensivel a polimorfismos de nucleotidio Uni-
CO No ou proximo aos sitios de ligagdo o que pode levar a resultados negati-
vos falsos. Da mesma forma, deve ser tomado cuidado com a qPCR para
impedir a contaminagdo, e nenhuma das técnicas é multiplexada com facili-
dade. ' .

Com arranjos gendmicos de sondas 1c¢ de sondas de hibridiza-
¢ao conjugadas com suspensdes de microesferas, deve ser vidvel delinear
com rapidez a extensdo das anormalidades cromossémicas que alteram o
numero normal de copias. A hibridizagdo de um conjunto denso de sondas
1c que cobrem uma regido cromossémica pode ser usada para a triagem

inicial com relagdo aos limites de um dominio aneussémico. Estudos FISH
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subsequentes podem em seguida prover um contexto cromossémico com
relacdo a essas alteragbes genéticas. Esta invengdo proporciona a ela pro-
pria aplicacoes de alto rendimento uma vez que, em teoria, 3840 produtos
diferentes podem ser analisados em uma unica placa de micro titulagdo de
alta densidade com a utilizagdo do nosso atual conjunto de 10 contas codifi-
cadas espectralmente distintas em cada cavidade. Com a instrumentagédo
atual, presumindo um minimo de resolugdo de sonda de 20 kb, uma Uunica
placa pode prover a determinagdo de numero de copias de alta resolugéo'
com relagdo a um dominio de 20 mb dentro de 90 minutos. Com base na
sensibilidade e a precisdo demonstradas do método, a hibridizacdo com
suspensao de microesferas pode ser naturalmente extensivel a outras apli-
cagoes, tais como a detec¢édo e quantificacdo de sequéncias de mRNA de
cdpia baixa ou rara (~ 5 equivalentes de genoma por reacdo de hibridizagao)
em cDNA. | |
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LISTAGEM DE SEQUENCIA

Children's Mercy Hospital
Newkirk, Heather

<110>

atggggatat

knoil, oan'

' <120> Quantificagdo da hibridizagao de suspensao de microesferas e usos das mesmas -
<130> 36401-pPCT
<150> 60/708,734
<151> 2005-08-16
<160> 28
<170> PatentIn version 3.3
<210> 1
<211> 2287
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 1
aatagatgca atgggggtga gagagaatgt tcacttgcca agggaatgag ggcagacaag - 60
agaaaggaaa attgagatgg gaggaggtga cctgcagagg aattgaagag aaagaaatta | 120
ttgaggtaag agcaagctta tttctttcta ttttactttt tcggggagaa gatttgcaga 180
tgcttcatcc tttcatttta agatgtcttc cacagacgct aagaataact tgtctggagg 240
aatctagggc ttgtcttcta accccaaatt tgaacaaggce ctgtatctga tctggcagcc 300
ctgcttctga gagacttgag acttgttcac cttccacctt ttcctcatcc cggggagaat 360
cttctcaccc catcctttge cttcataatt aagggaacaa tttgaggtct aaaggaagaa = 420
gtgaatttca aatcagttta ataaaacagc acaaatctgg gaattgagga atgcattccc 480
tttataacag ctgaagtcac caacaatcta ttattcatga cagcaagcaa agactgaggc 540
aaaagtgccc taagttggct gggtgcagtc ccagcacttt ggaaggccaa ggcaagagga 600
tcacttgagc ccaggacttc gagaccagcc tgggcaagat ggtgagacca catctctaca 660 -
aaaataaata aataCaaééiiltagctgggt gtggtggtgc'ctccétgaag tcccagetge 720
tcagaaggga ggatggcttg agcccaggag ttcaaggctg caatgagcta tgaccacacce 780
actgcactct agcctgggtg acagagaacc tgtctctatt taaaaaaaaa ‘aaaaaagtgc 840
ctcaégttat actgtcaatt gcagtgattg cctcagcttt ccaaattcac tatgceteccce 900
aattcatccc tgagtcatgc caccttctct tgtgttagﬁa gggacattaa aacttgccca 960
aattcctgcet ggctctccca gccccagcag aaaagactgg gagaaccaag caactttget-- 1020
ccctaggttc ccaatctcct cctcctccct aaaagaagct tcgctgactg gaataaccta 1080
tggcccatag gatttttggt ggaccaaatt aaactcacca gagagggtct gggtggaccc - 1140
aacaccaaaa tgaaataaag ttgatgtcct agtttgtatg atctgcttgt acataaaaga 1200
gagcaaggag aacatagaca tgtttggaac tgaagttatc tttgacagtt ttcactcctt - 1260
atcacactga gaatgcaggc aaggaaacta tctagc;aga attagaagtt 1320



taacctcaga
gcaatctaaa
tagggaggcc
taatcccagce
cagcctgacc
gtggtggcag
acccgggagg
cagagcaaga
aattttttcc
tagagtgcaa
ctccecacctce
ctatgagatg
" attaaactgt
gattagtgct
ttrttttttt
tctcggeecg
aagtagc

<210> 2

<211>
<212>
<213>

<400> 2
cggttctgga

DNA

accctceggg
tgccttgtgg
ttegetaggg
gcttececctec
gtcaaagttc
tccccatact
aggaagtggg
agacctcacc
aagagaagaa
~ ggceccggag
ccttcatcca

ccttgtecte

1344

ttctggtect
ttctctcatt
aaacccaaga
actttgggag
aacatggtga
gcacctataa
cggaggttgc
ctcaaaaaaa
ttctttcttt
tggtgtaatc
agcctectga
aattgttttt
cataaatctg
agctatgtgg
tttaatacag

ctgcaacctc

Homo sapiens

accaaatctt
cccggctcag
tgaagttggt
gcggggcagg
tcccgggget
ccagggacca
tccatcccecc
gtgtgtatgg
tgacctgaga
cccagcccag
aaggggtggce
gtcgaaggtc
ggagaggaga

ttctgtgaag
agaccttaaa
tcaaaggttg
gccaaggagg
aacccccatc
tcccagetac
agtgagctga
aaaaaaaaaa
cttrtetttt
acggctcect
gtaggtagga
gttgctgtta
gttgagaacc
gccagaatag
ggtctcactt

tgccteccag

gacctgtgtt
gtacttgttg
gcggaggcca
gégaaaggcc
ggétctggac
ccaggtaccc
atgcacacca
aaacttactc
cgtaggttgt
acccaggaca
cacatctgag
cgggccgtgg
tcagcatagg

79

gaagctgctt
tgtctctatc
gggctaggcc
gcagatcacc
tctactaaaa
tcaagaggct
gatcgcacca
gttggggctt
caggcagggt
acagctttga
ctacaagfat
gagaaaggat
ttagactgta
ttgggttcaa
tgtcacccag

gcccaagcaa

tcattgagct
aaatggaact
ctgggcgagce
aggtcaattc
ctccatttge
ccatggtgat
ggtcctgggt
ctggggtgac

gctcttacct

tgtcactgca
ccctacctgt

gggtgttagg
ccggtgcaaa

cagctggggg
tgctctccee
agtgaggtgg
tgaggtcggg
aatacaaaaa
gaagcaggag
ttgcactcca
aggaagtaaa
ttcgetctgt
cctecetggge
gcaccaccac
atttctttta
tgtagtacat
gceccttgett
gctggagtge
tccteccace

ccagggtggc
ccttttccag
ccaggcctgg
tctcacctct
cattctgccc
caccaagtct
ctgtgctggg
cggttacata
gfgfctaccé
ggggaagcag
cttgggtggg
ttctgaaggg
gctcgeggtc

cttggcagga
agcccaaatc
ctcatgcctg
agttcaagac
ttagccgggt
aatcgcttga
gcctgggega
gaatattcat
tgccccagge
tcaagcgatc
aagtttttca
atgcaagcta
attgtaatgg
ggccattttt
agtggcgcaa

tcCaacctccc

ggcaatctcc
ttctgtcage
ctctgacacc
ttctecttec
aagtacagtt

ggagcagcct

‘tgcacagatc

ctgggtgggg
gégccgctga
agatgctttg
tttctcttaa
cagggtgttt
tgctegttcec

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860

1920

1980
2040
2100
2160
2220

2280

2287

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780



cataaggggg
cggacaagcc
ctgattgacc
cataccccga
cgggatagcc
cgcttgcata
gggcgctgta
tattatagtc
tgccctacaa
gctcgectgg
2 4,
<212> DNA
<213>

<400> 3
ttatcctctce

ccctatatct

<210> 4
<211>
<212>
<213>

<400> 4
gtggcttatg

DNA

caggagttca
agaaattagc
gagggtcact
gcagcctggg
gaaagtctat
gtctgtgttg
catttttgta
aggattttac
aactttctct
tcttataata
tataatccca
accagcttga
gtggttgcag
acccaggagg

2304

atgctgcegga
ccctagetgg
cagagggtag
gggcgeggag
ggagttctge
gctgtcaacc
ggcgctgggt
catgcgtcaa
cctttcggcea

gcaagcgcett

Homo sapiens

tctagecatc

ctctagagag

Homo sapiens

cctgtaattt
agatcatcct
cagacgtgtt
tgagctcggg
taacagagca
caagaaggca
tggtgagtag
aaacaaaaat
accgaaattt
ttttggtttg
cgaaaaattc
gcactttggg
ccaagaaggt
gtgcctgtag
tcgaggttgc

ggatatggcc
gccccgtage
tactgagaag
ctggggaagg
tgaaacgcag
gcctgagccg
ccccggttac
ggccgeagga
gtatgtcaca

ccct

catagctgta

ccacaatgag

cacactttgg
gggcaacata
atcacacctg
aggccaatge
agaccccatc
catagggatg
aaaaaaagca
atctgtttat
ttatctctag
tgtgatgttc
gaagatttaa
aggttgacac
aaaaccctgt
tcccagetac

aacgagctga

80

ccggaceggce
tcgagggatg
gcccgtaget
gcacccccag
ggctggacag
agcttggggg
agagtgggta
gggtcggcec
gcgetgggge

gctggctcac

caca

gaggccaaag
agaagaccct
tgttcccage
tgcagtgagé
tcaaaacaaa
tttgttgctg
atttgaaaat
ttgtgtatgt
ggacttggag
caagtgtctt
aaactgaggc
atgtggatca
ctctactaaa

tcgggaggcet
gattgcacgc

tccacctgct
aaaatagcct
ggggctgcag
ggtcgaaggc
ccceecaceg
aaaggaggtt
ctctaagaag

gtttggggga
tcgaatccat

tcactcagac

gcaggtggat
gtctctacaa
tacttgagtg
catgatcacg
gtttgagaac
aagtactaac
cattatttat
ccaggaaaaa
ctttaggtgg

tttacaacaa

caggcacggt

cctgaggtca
aatacaaaaa
gagacaggag

cactgcactc

ccgtagccat
ccgtctectt
gcggcaggag
ggctgctggg
tagcggccct
ggggcgcetgt
gagttcatcc
gacaccctct

ggcctgaccce

ttaaataact

tgcttgagec

caagaacaaa
gctgaggtgg
ccactgcact
tgttgctatg
actgaatgat
ggtatggccc
aaagtatgga
aatcggagaa
acttgggtta
ggctcatgcc
ggagtttgag

ttagctggge

agttgcttag
ccagcctggg

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1344

60
94

60
120
180
1240
300
7360
420
480
540
600
660
720
780
840
900



tgaaaatgca

caggctggag

tgatcctctt
gccatgtatg
atggccttct
gaaaacagaa
aaagagtttt
tgtgaaatca
gtgaacacac
gagagggatg
attttctgtg
aggaggtctc
tgttecgtccc
cctacctgcet
ggtgggacgg
cctattagta
ctacttggga
ctgtgatcat
taaaaaacaa
tcceeectcec
ttctgeccett
tatttcctaa
gtt

<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 7
atttggaaag

7
102
DNA

tgaaaatgca

<210> 8
<211> 99
<212> DNA
<213>

<400> 8
accaactttc

gtctgaatcc

aaattggagg
tgtagtggca
gccttagect
tacatttttt
tatttttcat
gtttcaattg
acttcattta
ttttgtatca
tgatgtgttg
tgttaacatg
actagggggt
ccgaaggect
tgcctttttg
ggccaggtgce
tcctctgaga
ctaaaaataa
ggctgaggca
atcattgtac
acaaacaaac
cttctgaaac
gtaactcttc
tagttttatg

Homo sapiens

attatatcca

aaattggagg

Homo sapiens

atgccctagg
atgggatcta

tatgtacttt
cagtcatagc
cccaaagcaa
ataagcattc
gaaaccttac
tggggtaagt
aatgaagcat
gttcaggaca
tgaagtgtgt
atttagctgg
aaaaagatta
tctctgeect
gtagttgtgc
agtggctcac
ccaggagttt
aaaagttagc
gaaggattac
tccagectgt
aaaaaacaaa
catattttac
tgcaacacaa

tgagtttcat

tctacttaat

tatgtacttt

tgaaacggag

ctaagaacaa

81

attttagaga
tcactgcagc
tgggatcgta
agttgtttcc
tacccatttt
aaagaaagat
gttgtcaaag
gaaccgtgct
tgcaaataga
gaattaaacc
aaatggctac
gtgectctge
ccctgatgtc
acctgtaatc
gagagagtgg
taggcataat
ttgagtccag
gtgataaagc
cctgettaac
atctctggtc
atgaatacat

ggaagagagt

gctagggatt
attttagaga

gacgtcttgg

gacccagac

cagggtcttg
cttgaactcc
caggtgagcc
aatagtctaa
aagaaatttg
gatcaaagat
aaaatgaaag
tgtgcttcag
agcatttttt
cataggaatg
tgaggatggg
agttccctga
actccectgt
ccagcacttt
cctggacaac
aatgtcctgt
gagttcgagg
aagaccctat
ctttcaacac
Ctcattaaat
aatcatatac

gttgaaacgt

ggattgtggc

ca

gaggtagaga

ctttgtcacc
tgggctccag
attgﬁacctg
tacattttgt
taatatagaa
gatttgacca
tgggaaaaaa
atctccaagt
gaatgggagg
tgtcgggcat
cttcagtaag
ctccttgetg
gtgttcagat
gggaacccaa
atagcaacac
gcttgtctag
ctgaagcaaa
cctttaaaag
tctcttccag
tttctgtaac

ttcctagtag

aggtaggttt .

acgtggactg

gttgcccaag

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1383

60
102

60
99



<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 9
agggcagctc atgacatgec

9

102

DNA

Homo sapiens

gagagggttg aactaaatga

<210>
<211>
<212> .
<213> Homo sapiens

<400> 10
aaaggcgatc tcctcctget

10
81
DNA

tcctgagcac ggcaaggacce

<210>
<211>
<212> .
<213> Homo sapiens

<400> 11
attcatacca gcaacagcag

11
81
DNA

tttgcactgg tgattgcagt

<210>
<211>
<212> .
<213> Homo sapiens

<400> 12
gcaatagtgg tggacaagtt

12
81
DNA

tttagtactg gagtagcaga

<210>
<211>
<212>
<213> Homo sapiens

<400> 13
tacccaccac cctctaacca

13
81
DNA

tagacacggt ggaatcttta

<210>
<211>
<212>
<213> Homo sapiens

<400> 14
cggcagctag gggcaggagt

14
81
DNA

gtgaattgct gagttctggg’

<210> 15

tccatgtttt

atactcaagt

cctgctagag

C

tggcatgatg
g

ggcacctcga

a

ccaaatggtc
t

gcaagaatga

g

82

ccatgtgggt

gccttecagt

cgcagcgage

cgggcaggat

ttgtctcagce

tatcctagat

tgtatccttt

catcaaacaa

ccC

gcacggcgtt

tgccagtgtc

tcaaggttct

ggtgaagttg

caagtatcat

cagagcacca

tccgeagtaa

cgtgcatgcg

gcacaaagtg

ggttaattgt

gaccatcggg -

60
102

60
81

60
81

60
81

60
81

60
81



<211> 81
<212> DNA
<213>

<400> 15

taagtccttg gcattactta

ttgcagctgg gaagtaagcc

<210> 16
<211> 81
<212> DNA
<213>

<400> 16

gaaacagtca tcgagtggga

ggtatgcatc ccctcagggt

<210> 17
<211> 81
<212> DNA
<213>

<400> 17

tggcgtctge taggagtctc

tttacccgta aacattttcc

<210> 18
<211> 81
<212> DNA
<213>

<400> 18

aaaagcataa gttttagtca

atcaatagat atcttgaaat

<210> 19
<211> 81
<212> DNA
<213>

<400> 19

ttcggagagt tacccaggtg
ctggaggtgt atgatatttt

<210> 20
<211> 81
<212> DNA
<213>

<400> 20

ggttttgatt ttgatatact

Homo sapiens

Homo sapiens

Homo sapiens

Homo sapiens

Homos&piens

‘Homo sapiens

aagaaggcca
t

tgacaacttg

g

ctatccggeg
t

catcaaaata

t

tagtaccctt

C

ccagtttatc

gtagtcaaga aatcattgcc a

<210> 21
<211> 81
<212> DNA

83

ttagatatat

gaaaggcttt

tttgtgcecge

taaacaatct

ccaagtagat

tatttttgtg

gtcacgtgtg

gtgggccttt

agaaaacctt

tgaaattaat

aatgattgaa

tttccttage

agagtgaggt

gtgacctcat

taacctgegt

tcataagtaa

agagtatgtg

ttttggtgtt

60
81

60
81

60
81

60
81

60
81

60
81



<213>
<400>

Homo sapiens

21

tgcattcttt ttaaaaaata

acttgtagga ctacgtgcag

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

22

81

DNA

Homo sapiens

22

cttgctgttg tgccgttctg

ccatccgccc ccaactgtgg

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

23
81
DNA
Homo sapiens

23

ggttactgat tcataggggt

gatgattggt ttacatattt

<210>
<211>

<212> -

<213>
<400>

24

81

DNA .
Homo sapiens

24

ggccgcagag QCaQQCtQQC
ctgcagcgag tctggcgcag

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

25

81

DNA

Homo sapiens

25

agtatttcaa atgtgacttg

tctgaccagg agttctgaca

<210>

<211>

<212>
<213>

<400>

26
81
DNA
Homo sapiens

26

caaacactgg gacccagaat

tttttagtct
t

ccccgatggt
t

atgtcgaggg
t

gcgcatgcetc

a

taggactacg

a

agtaccctgt

ctcacaggtc tttgacagaa ¢

<210>
<211>
<212>
<213>

27

81

DNA

Homo sapiens

84

ttacatttca

atcctgtccg

cttttgtctg

aggcggggat

tgcagtgagg

Qgtcatagtg

gaatcagtat

ctcgcattgg

gaattccctg

gtgtgcgaag

aagattgtta

cccacagttc

ttcaaatgtg

ggcgcegtccc

cttaccagta

cctgeegetg

atcatcctat

actaagcacc

60

81

60
81

60
81

60 -

81

60
81

60
81



85

<400> 27
tttacctgcg cacttgcaga tctttctcca ggagtgagtt taaggtccgc acctccgetc

tggatggtga gcggagcaca g

<210> 28

<211> 81

<212> DNA

<213> Homo sapiens
<400> 28

aagacacttc aatcacccge agcccatcca tctgagageg acatggaage gtcaaaaaca

tctttcttca aagacttttg g

81

60
81
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| REIVINDICAGCOES

1. Método para quantificar o nimero de uma cépia de uma se-
qﬂéncia-alyo de acido nucléico em um genoma, o referido método compre-
endendo as etapas de:

extrair o acido nucléico que contém a referida seqtiéncia-alvo de
&cido nucléico a partir de um sujeito,

fixar um marcador a referida seqiéncia-alvo de acido nucléico,

prepara_rv um conjugado particulado, cépia baixa, sonda de acido

nucléico de seqliéncia conhecida, selecionada para complementar a referida

- sequéncia-alvo de acido nucléico,

hibridizar a referida sonda do referido acido nucléico-alvo para
formar um produto de uma reagao de hibridizagéo,

identificar o referido produto através da detecgdo do referido par-

ticulado, e

quantificar o referido nimero da cépia da referida sequiéncia-alvo |
de &cido nucléico através da detecgdo do referido marcador no referido pro--
duto. o | | A
2. Método de acordo com a reivindicagdo 1, no qual o referido
particulado compreende uma particula nano cristalina. -
- 3. Método de acordo com a reivindicagdo 1, no qual o. referido
particulado cbmpreende uma nanoesfera.
4 Método de acordo com a reivindicagdo 1, no qual o referido-
particulado compreende uma microesfera. A
5. Método de acordo com a reivindicagdo 1, no qual o referido

“particulado compreende uma microesfera de polimero espectralmente distin-

ta.

6. Método de acordo com a relvmdlcagao 2 no qual a referida
microesfera compreende um pollestlreno

7. Método de acordo com a reivindicagdo 2, que compreende
ainda a etapa de ligar um fluorocromo a uma parte bioldgica sobre a superfi-
cie da referida microesfera.

8. Método de acordo com a reivindicagdo 2, que compreende
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ainda uma etapa selecionada a partir do grupo qUe con‘siste em conjugar as
referidas sondas as referidas microesferas através de uma reagdo modifica-
da de carbodiimida, na qual a referida microesfera tenha sido carboxilada e
conjugar a referida microesfera a referida sonda utilizando uma corda eletro-
filica, em que a referida corda‘ compreende N-cloroacetamidohexil fosforami-
dita. _ ' v

9. Método de acordo com a reivindicagdo 1, no qual o referido

' particulado compreende uma pérola de poliestireno,' fluorescente, tingida

internamente tendo um enderego espectral determinado. ,

10. Método de acordo com a reivindicacéo 1, no qual o referido. .
acido nucléico-alvo extraido compreende um DNA selecionado a partir do'
gfupo que consiste em DNA genémico e DNA complémentar.

11. Método de acordo com a reivindicagdo 1, no qual o referido
acido- nucléico-alvo é »marcado através de um processo selecionado a partir
do grupo que consiste em marcagéo através de uma translagao "nick" com
um marcador de identificagéo, marcada diretamente durante uma reagéo de
replicagéo de &acido nucléico in vitro, marcagdo final e marcagao aleatéria.

12. Método de acordo com a reivindicagéo 1, no qual o referido
marcador € selecionado a partir do grupo que consiste em fluoréforos, con-
jugados enzimaticos, nucleotidios marcados com fluoréforo, anticorpos mar-
cados de forma fluorescente ligados a nucleotidios contendo um antigeno,
biotina - ,dUTP,>d'igoxigenina - dUTP, e as combinagdes dos mesmos.

'13. Método de acordo com a feivindicagéo 1, no qual a referida
sonda de copia baixa tem um nimero de cépia de 10 ou menos."

14. Método de acordo com a reivindicagdo 1, no qual a seqién-
cia de 4cido nucléico da referida sonda é complementar a uma sequiéncia de
copia Unica no genoma do referido sujeito,

15. Método de acordo com a reivindvicagéo 1, no qual um &cido
nucléico-alvo contendo o cancelamento de um ou mais pares de base exibe
uma propor¢ao de resposta de cerca de 0,2 até cerca de 0,75 em compara-
¢ao a uma sonda de referéncia tendo um complemento normal da referida

sequéncia-alvo de acido nucléico.
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~16. Método de acordo com a reivindicagdo 1, no qual um Acido -
nucléico-alvo contendo uma inser¢do ou uma duplicagdo de um ou mais pa-

res de base exibe uma resposta de cerca de 1 25 até cerca de 1,65 em

- comparagédo a uma sonda de referéncia tendo um complemento normal da

referida sequéncia-alvo de acido nucléico.

17. Método .de acordo com a reivindicagéo 1, no qual multiplas
sondas tendo seqiiéncias de &cido nucléico separadas conjugadas a particu-
lados que tenham ufn ou mais enderegos espectrais separados sdo hibridi-
zadas com relagdo a acidos nucléicos-alvo. , o

18. Método de acordo com a reivindicago 1, no qual o referido
particulado compreende uma conta révestida éom estreptavidina ou carboxi-
lada ligada a uma parte de biotina no terminal 3' ou 5' da referida sonda de
acido nucléico. . .

19. Método de acordo com a reivindicagdo 1, no QUaI a quanti- |
dade da seqiéncia-alvo detectada por 1 ug de uma sequéncia de 4cido nu- |
cléico genémico heterdlogo esta dentro da faixa de 50 pg até 50 ng.
| 20. Método de acordo com a reivindicagéo 1, no qual as diferen-

¢as em numero de cépia sdo detectadas com uma resolugcdo genémica de

~ tdo pouco quanto 60 pb.

21. Método de acordo com a relvmdlcagao 1, no qual a referida
etapa de quantlflcagao mclumdo a etapa de detectar o enderego espectral do
referido produto com a utilizagcdo da citometria de fluxo.

' 22. Método de acordo com a reivindicagdo 1, no qual a referida
sonda tendo um comprimento entre 50 e 2500 bases.
| 23. Método de acordo com a reivindicagdo 1, no qual o referido
particulado tendo um didmetro entre- 50 nme 1 um. |

24. Método para detectar uma anormalidade cromossémica sus- |
peitada em um &cido nucléico ‘dérivado de um sujeitovou complementar, o
referido método compreendendo as etapas de:

~ preparar uma microesfera fluorescente, codificada para es_pec-
tro tendo um primeiro enderego espectral, '

identificar uma seqiiéncia de sonda-alvo de acido nucléico ge-
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némico através da determinagdo da sequéncia, nucleotideo por nucleotideo
de. uma sequéncia-alvo de &cido nucléico na qual a anormalidade é suspei-
tada de permanecer,

sintetizar uma sonda-alvo de seqliéncia conhecida de baixa cé-

pia de acordo com a seqléncia de sonda-alvo de acido nucléico gendmico -

alvo identificada,

conjugar a sonda- alvo a uma microesfera que tenha um primeiro

' enderego de espectro,

sintetizar uma sonda de referéncia selecionada para se hibridizar- :
a uma sequencna de acido nucléico de referéncia tendo um numero de copia
conhecndo da refenda sequéncia-alvo de &cido nuclelco |

conjugar a sonda de referéncia a uma mlcroesfera que tehha um
segundo endereco de espectro, ,

réagir a sonda -alvo com uma sequiéncia cromossdmica-alvo que
contenha a anormalidade, fazendo com que, desse modo que a sonda-alvo .
se hibridize a sequencua -alvo,

reagir a sonda de referéncia de seqiiéncia conhecida com um

- sequiéncia de referéncia cromossémica que contenha a referida seqléncia

cromossOmica-alvo e dessa forma fazendo com que a sonda de referencna
se hibridize a sequencua de referéncia,

detectar a sonda-alvo hibridizada para confurmar a exustencna da
anormalidade no cromossomo,

‘detectar a sonda de referéncia hibridizada, e

quantificar a sonda-alvo hibridizada através da comparagéo da
resposta da sonda de referéncia hibridizada detectada com a resposta da
sonda de referéncia hibridizada detectada.

25. Método de acordo com a reivindicagdo 24, a referida anor-
malidade sendo selecionada a partir do grupo que consiste em diferengas
nos numeros de cépia de seqliéncias no interior dos referidos acidos nucléi-
cos gendmicos ou complementares, duplicacdes, cancelamentos, inversoes,
transposi¢des, translocagdes e as combinagcdes das mesmas.

26. Método de acordo com a reivindicacgéo 24, o referido método
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‘detectando as referidas anormalidades com uma resolugdo gendmica tdo -

pequena quanto 60 pb.

27. Meétodo de acordo com a reivindicagéo 24, no qual as referi-

- das etapas de deteccgdo utilizando a citometria de fluxo.

28. Método de acordo com a reivindicagdo 24, no qual a referida

sonda tem um numero de cépia de 10 ou menos.
~ 29. Método de quantificagdo gendmica direta ‘de anormalidades
cromossdmicas atraVés de detecg¢do por citometria de fluxo de seqﬁéncias¥
alvo de acido nucléico marcadas hibridizadas a sondas de &cido nucléico

- gendémico ou complementar de baixa cépia de seqiiéncia conhecida, conju-

gada a microesferas, o referido método compreendendo as etapas de:
- preparar uma microesfera codificada de forma espectral, tendo
um diametro entre 50 nm e 1 um, _
sintetizar-uma sonda- alvo de baixa cépia selecmnada para se |
hibridizar a uma sequéncia de acido nucléico especifico no ObjethO no qual a
anormalldade € suspeita de permanecer,

conjugar a sonda-alvo a microesfera,

hibridizar a sonda-alvo auma seqﬂéhcia-alvo de acido nuqléico;

detectar a sonda-alvo hibridizada através de citometria de fluxo,
e o ’ | -

quantlflcar a refenda anormahdade com base nos resultados da
referida cntometna de fluxo.

30. Método de acordo com a reivindicagdo 29, no qual a se-
quéncia de &cido nucléico de uma sonda é de um comprimento definido en-
tre 50 e 2.500 bases.

31. Método de acordo com a reivindicagdo 29, a referida anor-
mahdade sendo selecuonada a partir do grupo que consiste em diferengas
nos numeros de cépia de seqiiéncias dentro do referido acido nucléico ge-
némico ou complementar, duplicagbes, cancelamentos, inversées, transpo-
sicoes, translocagdes, e as combinagbes das mesmas. .

32. Método de acordo com a reivindicagdo 29, o referido método

detectando as referidas anormalidades com uma resolugdo gendmica téo
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pequena quanto 60 pb. »
33. Método para a detec¢do de anormalidades cromossémicas,
o referido método compreendendo as etapas de: |
preparag@o de uma sonda de hibridizagdo pelo acoplamento de

uma microesfera de poliestireno codificada e forma espectral a uma seqiién-

cia de DNA sintética,
hibridizagao a refenda sonda ao DNA gendmico,
detecgéo o produto da referida hlbndlzag:ao através de citometria .
de fluxo. .
34. Método de acordo com a reivindicagdo 33, a referida anor-

- malidade sendo selecionada a partir do grupo que consiste em diferengas
- nos numeros de copia de sequéncias dentro do referido acido nucléico ge-

némico ou complementar, duplicagdes, cancelamentos, inversdes, transpo-
sigées,‘_translocagées,e as combinagdes dos-mesmos. - - -

35. Método de acordo com a reivindicagdo 33, o referido método
detectando as referidas anormalidades com uma resolugdo genémica tio
pequena quanto 60 pb.

36. Método de acordo com a reivindicacdo 33, éompreendendo_
ainda a etapa de comparar os resultados a partir da referida citometria de
fluxo com os resultados da citometria de fluxo, a partir de um produto de hi-
bridizagéo tendo um numero de cépia conhecido que corresponda a referida
anormalidade. . ,

37. Método de acordo com a reivindicagéo 33, no qual a referida

- sonda é complementar a 10 ou menos localizagées no DNA gendmico.

38. Método de acordo com a reivindicagdo 33, o referido DNA
sendo nao amplificado. |

39. Método de acordo com a reivindicagéo 1, em que a referida
sonda é de sequiéncia conhecida antes da hibridizaczo.

40. Método de acordo com a reivindicacdo 1, em que as condi-
¢Oes sob as quais a hibridizagéo acontece sdo direcionads para a seqiiéncia
particular da sonda.

41. Métodb de acordo com a reivindicagdo 40, em que o ponto
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de fuséo é conhecido antes da hibridizagéo.

42. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que o referido
genoma é o genoma humano. |

43. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em qué o conteudo
de G-C da sonda é conhecido antes da hibridizac&o. '

' 44, Método de acordo com a relvmdlcagao 1, em que ha uma

hlbndlzagao espec:flca para a referida seqléncia-alvo de acido nucléico.

45. Método de acordo'com a relvmdlcagao 1, em que a sequen- |
cia-alvo de acido nucléico é conhecida antes da hibridizagao.

46. Métedo de acordo com a reivindicagdo 1, em que ainda
compreende um arranjo de suspensdo tri-dimensional. _

47. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em quem que a

hibridizagZo da referida sonda é o resultado de uma reagao de hibridizagao.
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_ RESUMO
Patente de Invengdo: "QUANTIFICAGAO DA HIBRIDIZA(;RO DE
SUSPENSAO DE MICROESFERAS E USOS DA MESMA".

A presente invengdo refere-se a novo ensaio de hibridizagédo de
suspenséao que foi usado para a determinagdo de nimero de cOpia de acido
nucléico através de citometria de fluxo: O ensaio foi validado com produtos

‘de baixa cépia (1c) variando em comprimento a partir de 100 até 2304 pares

de base conjugados a microesferas de polietileno epectraimente separadaé.
No exemplo provido aqui essas microesferas conjugadas foram usadas co-

- mo sondas de hibridizagdo multiplex para detectar sequéncias homélogas

em DNA gendmico extraido a partir de péletes de células citogénicas e mar-
cadas cém biotina-dUTP. A hibridizagao foi detectada com estreptavidina
marcada com ficoeritrina e analisada através de citometria de fluxo. As dife-
rengas em-ndmero de cépia-puderam ser-distinguidas através da compara- .
¢ao das intensidades medias de fluorescéncia das sondas de teste com uma |
sonda de referéncia dipldide em DNA gendmico de amostras de pacientes e
linhas de células anormais. O ensaio é capaz de distinguir um Unico alelo e -
trés alelos no local do teste a p'artir. de uma _seqﬁéncia bialélipa de refe‘rénci‘a,
sem levar em conta o contexto cromossémico. O ensaio é um aperfeicoa- -
mento de&méfodos precedentes que requerem a amplificagdo antecipada do
DNA-alvo especifico paré_a localizagdo, devido a"que, as sondas 1clpropor-
cionam uma eépecificidade e sehsibilidade adequada para uma determina--
¢éo, precisa do nimero da copia de homélogos-alvo. Devido a sua elevada
sensibilidade e precis@o, o ensaio é util para a determinagdao do ndmero de

copia de um ‘&cido nucléico com relagdo a uma variedade de aplicagdes, in-

cluindo a determinagdo do numero de cépia gendmico em seres humanos,
modelos animais de doengas e na solugéao, medigdo de niveis de transcritos,
analise de DNA em medicina legal e analise de controle de qualidade na a-

gricultura.
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