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"Processo de preparac?o de um 4cido
nucleico de cadeia dupla e processo
de amplificagdc de um segmento de

dcido nucleico”
para que

SISKA DIAGNOSTICS, INC., pretende obter

privilégio de invengZo em Portugal.

RES UMD

0 presente invento refere-se ao processo de preparacdo
de um dcido nucleico de cadeia dupla que compreende proporcio-
nar, hibridar e prolongar 4cidos nucleicos. 0 invento refere-

-se ainda a um processo de amplificacZo de um segmento de 4cido

nucleico.
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MEMORIA DESCRITIVA

Este pedido & uma continuac®o do Pedido, de acordo com a
35 U.,S.C. 120/121 dos E.U. 07/064141 depositado a 19 de Junho de

1987, cujo contelGdo & aqui incorporado para referfncia.

Ambito do Invento

0 presente invento relaciona-se, na generalidade, com prog

gressos em biologia molecular e em genética molecular.

Mais particularmente, o presente invento refere-se a novos
métodos e conjuntos contendo reagentes e meios necessarias para

aumentar o ndmero de c6pias in vitro ou x-vivao, isto &, amplifica

¢3o, de, pelo menos, um segmento seleccionado (sequencia) de é4ci
do nucleico ou do seu complemento, ou para hibridag3c de segmen-
tos homélogos, numa amostra incluindo um ou mais 4cidos nuclei-

Cos, que podem incluir ARN, ADN ou ambos.

Entre as aplicag®es nas quais os m8todos e conjuntos des-
te invento s¥o Gteis estZBo: (1) em andlise de tecidos e fluidos
do organismo para detecg3o de sequBncias de Acido nucleico espe-
cificas, caracteristicas duma dada doenga ocu condig3do, genética
ou patogénica, por ensaios de hibridag3c de sondas de 4cido nuclei

Co in vitro ou x-vitro; (2) na clonag3o selectivea de genes de

cépia dnica ou de rara ou reduzida expresszo.

Antecedentes do Invento

Muito do trabalho em bioclogia molecular, genética molecu-
lar e suas aplicac®es, como por exemplo, ensaios de hibridacgao
de sondas de 4cido nucleico para patogénios do sangue (blood- bor
ne) ou genes defeituosos, envolve a detecgdo ou isolamento duma
sequencia particular de 4cido nucleico. Unm problema fundamental
em tal trabalho é detectar ou isolar e depois quantificar uma se
quéncia de 4cido nucleico de interesse. 0O problema tem sido di-
ficil de resolver porque os materiais biolégicos, como culturas
de células, espécimes de tecidos e amostras de sangue, centém, ti
picamente, uma mistura complexa de ARN e ADN, dos quais, no méxi
mo, apenas uma fracg¥o mindscula apresenta uma sequ®ncia com in-

teresse.

Na verdade, as aplicagBes pré&ticas de ensaios de hibrida-
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¢330 de sondas de 4cido nucleico t&m sido limitadas porque a sen-
sibilidade dos ensaios, guando realizados com reagentes adeque-

dos para uso de rotina e durante perfodos de tempo aceitavelmen-
te curtos, & demasiado baixa para detectar sequéncias de interes

se a baixa concentrag®o com que elas surgem nas amostras reais.

Duas abordagens fundamentalmente diferentes foram feitas
para tratar o problema da deteccZoc de uma sequBncia de 4cido nu-
cleico de interesse ("segmento alva") presente num baixo nfvel

numa mistura complexa de 4cidos nucleicos.

Na primeira abordagem, a quantidade de 4cido nucleico
(incluindo o segmento alvo) duma amostra nZo & alterada; em vez
disso, um sistema gerador de sinal & associado com o segmento al
vo e produz um sinal detectdvel representativo do ndmero de molg
culas do segmento alvo. Por exemplo, uma sonda de dcido nuclei-
co com a sequéncia complementar & de um subsegmento do segmento
alvo & ligada a uma enzima como a fosfatase alcalina e misturada
com a amostra sob condig®es de hibridagZo gue vd@o produzir a hi-
bridagdo entre a sonda e o segmento alvo (mas nZo apreciavelmen-
te entre a sonda e outras sequéncias de 4cido nucleico da amos-
tra). Apés remocHo da sonda ligada & enzima que n%o hibridou,
um substrato cromogénico para a fosfatase alcalina & adicionado
sob condig®es apropriadas e, em principio, um grande ndmero de
moléculas coradas e detectdveis & rapidamente produzido para ca-

da molécula de sonda hibridada com o segmento alvo.

S@o também conhecidos na técnica numerosos outros siste-
mas para detecg¥o de sequfncias de 4cido nucleico sem al terag%o
da quantidade de 4cido nucleico alvo da amostra. Outroc exemplo
€ a vulgar marcag¥o duma sonda de 4cido nucleicao com &dtomos ra-
dioactivos como 329, seguida de detecgBo da sonda hibridada com
0 alvo por meio do sinal amplificado iniciado pela desintegracdo
dos ndcleos radioactivos. Ainda outro exemplo envolve a ligac3o
4 sonda para o segmento alvo de um outro dcido nucleico que & ca
Paz de replicag8®o de tal modo que possa ser prontamente detecta-
da por técnicas conhecidas. S%o conhecidos alguns ARN que s3o
susceptiveis de replicag¢¥o induzida por replicase (auto cataliti
camente) por meio de certas polimerases, tal como ARN polimerase
dependente de ARN de bacteriéfago, tal como U3 replicase e a rg
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plicase do virus do mosaico da cevadinha (Bromus) (BMY). Nesse
sistema, tanto um ARN como o ARN da sequBncia complementar sZo
moldes para replicag3o pela ARN polimerase; consequentemente, a
quantidade de ARN replicado aumenta exponencialmente com o tempo
(enquanto o ndmero de moléculas molde de ARN n%o exceder o nlme-
ro de moléculas de ARN polimerase num sistema). Ver Miele e co-
lab., J. tol. Biol. 177, 281 (1983). Um sistema no qual a sonda
para um segmento alvo estd ligada a um ARN capaz de ser replica-
do pela Q3 replicase & descrito por Chu e colab., Nucl. Acids
Res. 14, 5591 (1986) e pela BMV replicase & descrito por Marsh e
colab., Positive Strand RNA Viruses, Alan R, Liss (edit., Nova
Iorque) (1987; actas do Simp6sio da UCLA, 1986).

A primeira abordagem apresenta duas desvantagens sérias.
Em primeiro lugar, em muitos casos, o ndmero de c6pias do segmen
to alvo numa amostra de tamanho prético & tZo baixo que, até pa-
ra sistemas geradores de sinais razoavelmente répidos, o tempo
necessério para produzir um sinal detectével que esteja signifi-
cativamente acima do "fundo" & impraticavelmente longo. Em se-
gundo lugar, a gerag¥o de sinal a partir das moléculas geradoras
de sinal do "fundo" e a partir das moléculas geradoras de sinal
associadas com o alvo, ocorre essencialmente % mesma velocidade.
Em qualquer ensaio para um segmento alvo, um sinal proveniente
do "fundo" & inevit4vel"; isto &, invariavelmente aparece algum
sinal proveniente da sonda que adere, n3o especificamente, a fil
tros ou outros suportes s6lidaos ou hibrida com segmentos de se-
guéncias muito semelhantes 3 do segmento alvo. Se o ndmero de
cbépias do alvo & demasiado baixo, a razZo constante no tempo, en
tre o sinal proveniente do alvo mais o "fundo" (isto & "sinal")
e o sinal proveniente do "fundo" (isto & "rufdo") serd muito bai
xa para ser significativamente detectédvel acima do fundo. Estas
e outras desvantagens conduziram os especialistas da té&cnica a
uma segunda abordagem para tratar o problema da detecgdo dum se-
gmento alvo presente com um nfivel baixo numa mistura complexa de

dcidos nucleicos.

Fsta segunda abordagem 6 fundamentalmente diferente e

implica o aumento do ndmero de cépias do préprio segmento alvao,

preferencialmente numa extens®o maior que a de outras sequBncias
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da amostra, particularmente daquelas gue possam erroneamente ser
detectadas como segmento alvo devido % similaridade na sequéncia.
Exemplos desta segunda abordagem incluem vArias técnicas de cul-
tura nas quais as células que albergam o segmento alvo s¥%o aumen
tadas em ndmero, por vezes mais rapidamente do que v4rias outras
células, ou em que certos 4cidos nucleicos (por exemplo, plasmi-

deos, ARN) tendo nesles o segmento alvo s3o aumentados em ndmero.

Tais técnicas de cultura t8m os inconvenientes de serem
inc6émodas, problemiticas e demoradas e manifestam o inevitével:
4cidos nucleicos diferentes dos que incluem o segmento alvo s#o
simultaneamente aumentados em némero de c6pias, e portanto & po-
tencialmente aumentado o "fundo". Outro inconveniente 6 o cres-
Cimento de organismos potencialmente perigosos como um passo ne-

cessério para alcangar a amplificac3o.

Outro exemplo desta segunda abordagem & a amplificacg®o de
um segmento alvo de ADN numa denominada "reacg8o em cadeia de po
limerase” ("RCP"). Esta técnica & uma adaptac®o de processos co
nhecidos que ocorrem naturalmente no processo de replicagZo de,
por exemplo, genomas de ADN de cadeia simples de certas entidades
virais, e em todos 0s casos representa um aplicag%o semelhante
para preparagdo de ADNc por Hong, Bioscience Reports 1, 243 (1981);
Cooke e colab., J. Biol. Chem. 255, 6502 (1980); e Zoller e co-
lab., Methods in Enzymology 100, 468-500 (1983). Por esta técni
ca, um segmento particular aumenta exponencialmente o ndmero de
cépias com vérios ciclos, cada um dos quais compreende: (1) hi-
bridar um primdrio de ADN a um subsegmento terminal 3' de ca-
da segmento alvo e seu complemento (isto €, 0 segmento de sequén
cia complementar 3% do segmento alvo); (2) prolongar cada um dos
primérios com uma ADN polimerase; e (3) transformar em cadeias
simples, por desnaturacfo térmica, os duplex resultantes do pas-
so (2). Esta técnica & descrita por Saiki e colab., Science 230,
1350 (1985), e Mullis e colab., Publicag®o do Pedido de Patente
Europeia nfs. 200362 e 201184. Ver também Patentes dos EUA
4683195 e 4683202. Como reportado, na aplicac%o da técnica du-
rante 20 ciclos por cerca de 3 horas, o nlmero de c6pias de um
segmento alvo pode ser aumentado num factor de cerca de 105. Em

consequéncia, apenas agueles segmentos com os quals hibrida um
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primério especifico com uma estabilidade suficiente para iniciar
0 prolongamento da cadeia pela polimerase para formar o comple-
mento e que t8m um complemento com o qual hibrida outro primério
especifico de modo semelhante para produzir segmento alvo por
prolongamento da cadeia, aumentam exponencialmente em ndmero de
cépias enquanto outros segmentos n%o alvo gue n3o hibridaram er-
roneamente com o primirio empreque aumentam, se assim for, no mé
ximo, linearmente em ndmero de c6pias em fungZBo do ndmero de
ciclos. A técnica da reacc®o em cadeia com polimerase pode au-
mentar muito numa amostra n%¥oc sé o ndmero de cépias do segmento
alvo mas também a proporg®o da quantidade de segmento alvo em re

lag3o aos segmentos originandoc o "fundo".

Clarc que esta segunda abordagem pode ser aplicada a uma
amostra em conjungdo com o uso da primeira abordagem aplicada
com o segmento alvo amplificade para originar um sipal de detec-

¢80 ainda mais forte.

E objectivo do presente invento resolver os problemas
apontados pelas técnicas anteriores e ultrapassar as desvanta-
gens enumeradas em anteriores objectiyos de pesquisa orientados
para a resolugdo de tais problemas. E ainda objectivo do presen
te invento fornecer uma técnica simples que possa ser utilizada
num intervalo de tempo aceitavelmente curto, empregando comoda-
mente reagentes conhecidos e tendo a precisZo necesséria para al
cancgar resultados cientificos consistentes; uma técnica que pos
sa ser utilizada num meio de ensaic reprodutivel e que seja
adaptével para uso em conjuntos para andlises clinicas/laborato-
riais.,

£ portanto um objectivo do presente invento aumentar a
detectabilidade de certas sequfncias de &cido nucleico (segmen-
tos alvo) por amplificag3o das referidas sequ@ncias alvao num sis

tema in vitro ou x-vivo destitufdo das desvantagens enumeradas

até aqui das tentativas da técnica anterior.

0 presente invento refere-se a uma nova técnica para rea-
lizar a segunda abordagem a fim de detectar um segmento alvo pre
sente, a um nivel baixo, numa mistura complexa de 4cidos nuclei-

cos. Utiliza um noveo passo de produgdo do transcrite de ARN em
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conjungdo e derivedo de uma c6pia de ADNc de cadeia dupla sinte-

tizada a partir da sequ®ncia alvo como cicloc completo.

Podem ser empregues v&rios ciclos. Em virtude do passo
de transcrig®o ser o aspecto dominante da novidade, & convenien-
temente referido aqui como sistema de amplificacX®o baseado na
transcric3o (TAS). A nova técnica do presente invento, TAS, re-
sulta num aumento répido do ndmero de c6pias de um segmento alvo
seleccionado utilizando duas propriedades da ARN polimerase de-
pendente de ADN: (1) aprecidvel iniciag3o de transcrig%o a par-
tir somente de um pequeno ndmeroc de sequBncias especificas para
cada polimerase (ver, por exemplo, Brown e colab., Nucl, Acids
Res. 14, 3521 (1986); e (2) rdpida produgdo de um grande ndmero
de transcrltos a partir de cada cépia de um promotor (geralmente
10 -lD por hora) reccnhecido por uma ARN polimerase. Ver, Mil-
ligan e colab., Nucl, Acids. Res. 15, 8783 (1987). A técnica do
invento pode também utilizar a capacidade dos ARN com certas se-
qutncias de serem rapidamente (auto cataliticamente) replicados
por ARN replicases dependentes de ARN. Ver também Miele e co-
lab., acima. Em adigc®o, fornece uma técnica padronizada que tor
na possfveis medigB®es n3c ambiguas da quantidade de ADN alvo pre

sente numa amostra.

0 presente invento (a menos que se empregue a replicaco
(autocataliticamente) induzida origina um transcrito de ARN de
cadeia simples ou um duplex ARN-ADN, formados a partir dele
quando ndc s8o tomadas medidas para evitar a sua formag¥o, que
tem um subsegmento que tem a sequfncia do segmento alvo ou a se-
quencia complementar % do segmento alvo e que estd presente em
grande excesso relativamente ao 4cido nucleico com um subsegmen-
to de sequencia complementar.

Este excesso, inicialmente, de transcrito de ARN de cadeia
simples é vantz joso em certos m&todos para detectar o produto am
plificado com sonda de Acido nucleico marcada devido a estar pre
sente um pequeno segmento de sequBncia complementar para compe-
tir com a sonda na hibridac®%o com o produtc amplificado. Também
0 procduto do transcrito do ARN de cadeia simples estd divididoe
mais ou menos continuamente e leva & detecgdo directa do segmen-

to alvo sem a necessidade de ciclos RCP repetidos propensos a er
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ros e separagdo de cadeias inconvenientes. Estas vantagens n%o
sdo fornecidas pela técnica RCP que produz ADN de cadeias duplas
(uma cadeia que contém o segmento alvo e outra cadeia que contém
o complemento do segmento alvo) que necessitam de ser separadas
antes da detecgZo, e sé depois de um grande nimero de ciclos re-
petidos, necessérios para alcangar nfveis de amplificag®o aceita

veis.

As técnicas do presente invento proporcicnam amplificacZo
de um segmento alvo seleccionado numa extens3o pelo menos tZo
grande como na técnica RCP, no mesmo perfodo de tempo, mas de
uma maneira muito mais simples e reprodutfvel, e distinta de pro

cessos naturais ou de outras técnicas.

Sumdrio do Invento

Verificdmos como a ADN polimerase dependente de ADN de
bacteriffago pode ser utilizada para rapidamente amplificar (is-
to &, aumentar o nGmero de cépias) uma sequ&ncia de 4cidos nuclei
cos alvo seleccionada (sequencia ou segmento alva) presente numa
amostra de 4cidos nucleicos. Além disso, verificédmos como a ARN
polimerase dependente de ADN de bacteriéfago pode ser utilizada
em conjunto com a ARN polimerase dependente de ARN de bacteriéfa
go para obter o mesmo resultado. Até agora ainda n%o tinha sido

avaliado que a ARN polimerase podia ser utilizada para este fim.

0 invento refere m&todos baseados nestas verificag@es e

conjuntos para rezlizar os métodos.

Estes mé&todos e conjuntos s3o particularmente Gteis apli-
cados em conjung¥o com ensaios de hibridagdo de sonda de 4cido
nucleico para um 4cido nucleico que inclul um segmento alvo am-
plificedo de acordo com o invento. Assim, o invento também refe
re métodos, e conjuntos para aplicar os métodos, para detectar a
presenga ou aus@ncia de um segmento numa amostra de um &cido
nucleico que inclui um segmento particular, por intermédio de
uma sonda hibridada coro segmento ap6s amplificac¥o de acordo com

o invento.

0 presente invento & baseado na novidade de certos trans-

critos de ARN, sua produgdo, replicac8o facultativa, e usa, para
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realizar a amplificag3o desejada e detecg3o da séquéncia de é&ci-
do nucleico alvo correspondente (em sequ8ncia). O invento & usa
do em meios quer in vitro quer x-vivo, e 6 empregue conjuntamente
com a sintese de uma cépia de ADNc de cadeia dupla de sequtncia
alvo, de maneira a produzir um molde de &cido nucleico de cadeia
dupla, usado por sua vez para produgZo dos referidos transcritos
de ARN. Este processo de sintese de ADNc de cadeia dupla e trang
crigd@o de ARN constitui um ciclo simples do presente sistema de
amplificag@o baseado na transcrigZo (TAS). Se desejado, este
ciclo pode ser repetido de maneira a alcangar ainda maiores ni-
veis de amplificag®o. Em virtude do métedo pelo qual eles sZo
produzidos (e reproduzidos), os transcritos correspondem (identi
camente ou complementarmente) em sequBncia a uma sequéncia de
dcido nucleico alvo contida numa amostra original de entre uma
mistura de &cidos nucleicos, e, portanto, a presenga de transcri
tos em forma amplificada leva & sua detecgdo, e daf, por corres-

pondéncia, & detecg¥o in vitro ou x-vivo da presenga da sequén-

cia de é4cido nucleico na referida amostra.

Assim, o presente invento envolve a detecgdo in vitro ou
X-vivo de, pelo menos, uma sequfncia de 4cido nucleico espacifi-
ca (sequBncia ou segmento alvo) numa amostra contendo 4cido nu-
cleico. 0O presente invento reduz-se a um método que compreende
a preparag3o de um &cido nucleico de cadeia dupla contendo uma
sequéncia correspondente a uma sequBncia alvao operacionalmente
ligada a um promotor para tal, empregaram o referido &cido nuclei
co de cadeia dupla como um molde de &cido nucleico de cadeia
dupla para a preparag¢3o de uma pluralidade de transcritos de
ARN, cada um destes contendo uma sequéncia de ARN correspondendo
a referida sequlncia alvo e detectar a presenga da referida se-

quéncia de ARN e por analogia a presenga de sequBncia alvo.

0 presente invento & dirigido a todos os métodos e meios
associados com a preparag®o e uso destes transcritos de ARN. Lo
9o, o presente invento 6§ dirigido ao método, facultativamente
repetitivo, de preparagZo do referido molde de 4&cido nucleico de
cadeia dupla definido acima, compreendendo proporcionar um pri-

meiro primlrio de 4cido nucleico contendo uma sequlncia promoto-

ra, operacionalmente ligada a uma sequ8ncia correspondendo a um
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segmento de uma sequBncia alvo, como definida acima, hibridar

sob condigBes adequadas, o referido primeiro primédrio de 4cido
nucleico com a sequBncia alvo numa amostra contendo 4cido nuclei
co prolongar o hibridado do referido primeiro 4cido nucleico nu-
ma reacgdo de prolongamento com polimerase complementarmente &
sequéncia alvo para formar o correspondente 4cido nucleico duplex,
separar as cadeias do referido duplex, hibridar com o promotor se
parado, contendo a cadeia de sequBncia, saob condig®es adequadas,
um segundo primdrio de dcido nucleico na extremidade oposta & re
ferida sequ&ncia promotora, e prolongar o referido sequndo primé
rio de 4cido nucleico hibridado numa reacgdo de prolongamento

com polimerase, complementarmente 3 referida sequl@ncia, contendo

o promotaor.

0 presente invento & ainda dirigido a outros mé&todos e
meios alternativos de preparag3o do referido molde de dcido
nucleico de cadeia dupla (acima), por exemplo, uma reacg3o essen
cialmente em recipiente Unico compreendendo proporciocnar um pri-
meiro primédrio de 4cido nucleico que contém uma sequBncia promo-
tora operacionalmente ligada a uma sequéncia complementar a um
segmento de uma sequfncia alvo, e um segundo primério de 4cido
nucleico tendo uma sequBncia id&ntica a um segmento de uma sequ-
éncia alvo, correspondendo os ditos primérios a diferentes regi-
8es da referida sequBncia alvo, mas n3o se sobrepondo ou n%o se
sobrepondoc substancialmente na sua correspond&ncia ao alvo e sen
do seleccionados de modo que um produto de prolongamento de um,
quando separado do seu complemento, pode servir como molde para
um produto de prolongamento do outra, fazer contactar uma amostra
contendo 4cido nucleico que inclui a sequBncia alvo, com os refg
ridos primérios sob condigBes de hibridagd3o sequencial e de sepa
ragd3o de cadeias, de modo a produzir, por sua vez, produtos de

prolongamentos dos primirios referidos.

U presente invento & também dirigido a m&todos e meios de
emprego do referido 4cido nucleico de cadeia dupla (acima) como
molde para a preparacg%o, a partir dele, de uma pluralidade de
transcritos de ARN, numa reacgZo catalisada por uma ARN polimera
se dependente de ADN que reconhece o seu promotor, e detectar e

medir a presenga dos referidos transcritos de ARN.
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0 presente invento é ainda dirigido a métodos e meios para
padronizar a quantidade de sequfncia alvo detectada (por corres-
pondéncia com a quantidade de transcritos de ARN detectados) por
correlagdo adicional com a presenca de 4cido nucleico conhecido,
utilizado como padrZo interno. O nfimero de c6épias do padr%o é
predeterminado e o padr3®o experimentara as mesmas condigBes (6.
para isso destinado) que a sequ®ncia alvo, durante a prética
deste invento, e deverd servir portanto como meio de avaliagdo na
determinag®o de quantidades relativas de transcritos preparados

em paralelo, para ela e para a sequ8ncia alvo.

0 presente invento é ainda dirigido 2 replicacg8o adicio-
nal dos transcritos obtidos de ARN acima referidos por intermé-
dio da presenga de sitios de reconhecimento da replicase. Isto
€ convenientemente realizado fornecendo o referido primeiro pri-
mdrio de 4cido nucleico, definido acima, tendo adicionalmente
uma sequ@ncia de sfitio de rsconhecimento da replicase, preferen-
cialmente entre a sequ®ncia promotora e a sequBncia corresponden
te & sequ8ncia alvo, e/ou contendo adicionalmente um sf{tio de re
conhecimento da replicase no sequndo primdrio de 4cido nucleico,
acima referido. Na subsequente transcric®o, os transcritos con-
sequentes cont@m os sftios de reconhecimento da replicase; de
tal modo que a presenga de uma replicase (no lécus da reacc¢do
ou no conjunto, por exemplo) (autocataliticamente) induz replica
¢d0 dos transcritos produzindo c6épias adicionais para maior faci
lidade de deteccgZo.

O presente invento & principalmente dirigido a conjuntos
compreendendo os reagentes indispensdveis e meios Gteis associa-

dos na detecgZo in vitro ou x-vivo de, pelo menos, uma sequBncia

de dcico nucleico especifica (sequBncia alvc), numa amostra con-

tendo &cido nucleico, empregando os métodos e meios acima defini
dos.
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Descric¥o Detalhada do Invento

l., Breve descric®o dos desenhos

fFiguras 1A, 1B e 1C ilustram um método de acordo com o
invento para amplificacZo de um segmento alvo de um 4cido nuclei
co (ACldD Nucleico A), o qual & um ADN ou ARN, no qual s3o fei-
tas muitas cépias de um primeiro ARN (ARN I) com um segmento com

uma sequéncia complementar 3 do segmento alvag.

Figuras 2R, 2B e 2C ilustram a outra amplificag%o, de
acordo com o invento, de um segmento dum ARN I, feito como ilus-
trado nas figuras 1A, 1B e 1C, para produzir muitas cépias dum
segundo ARN (ARN II) com um segmento com uma sequéncia igual %
de um subsegmento do segmento alvo, o qual foi amplificado para

produzir o ARN I,

Figura 3 representa auto-radiogramas mostrando vArias con
centragBes de ARN de HIV amplificado por TAS simultaneamente com

uma concentragdo fixa do 4cido nucleico de /2 =globina humana.,

Figura 4 mostra uma estratégia geral por meio da qual o
ARN produzido por uma ARN polimerase dependente de ADN origina
uma molécula de ARN que pode servir como um molde para uma repli

case dependente de ARN.

2, Métodos Gerais e Definic8es

é feita referfncia a livros de texto cldssicos da biologia
molecular que cont&m definig¥®es, métodos e meios para realizar as
técnicas bésicas do presente invento tais como: preparag3o da
sonda de ADN ou de ADN primirio, incluindo sintese de ADN; meto-
dologia de hibridacg®o incluindo variag®es nas condig®es de rigor
para produzir maior ou menor certeza de hibridag%o dependendo do
grau de homologia do primério para uma sequéncia de ADN alvo;
identificacg®o, isolamento ou preparagdo de promotores, ou mais es
pecificamente de promotores ou sftios reconhecidos pela ARN poli-
merase dependente de ADN de bacterib6fago e ARN polimerase depen-
dente de ARN de bacteriéfago, ou pelo emprego de sistemas eucarif
ticos, de polimerases dependente de ADN e ARN virais, por exemplo,
ARN polimerase codificada por adenovirus, ARN polimerase de virus
do mosaico da cevadinha; condigBes conducentes 3 pProdugdo de
transcritos de ARN, incluindo as denominadas sequBncias mel horadg
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ras da transcrig®o; o mecanismo e metodologia para replicac3o in
duzida; métodos de reacg®o em cadeia de polimerase incluindo os
reagentes nela utilizados; e assim por diante. Ver, por exemplo,

Maniatis e colb., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold

Spring Harbor Laboratory, Nova lorque (1982) e as vérias referfn-
cias af citadas; Patente dos EUA 4683195; Patente dos EUA ]
46832025 Hong, Bioscience Reports 1, 243 (1981); Cooke e caolab.,
J._Biol, Chem. 255 6502 (1980); Zoller e colab., Methods in Enzy-
mology 100, 468-500 (1983); Crea e colab., Nucleic Acids Res. 8,
2331 (1980); Narang e colab., Meth. Enzym. 68, 90 (1979); Beai-
cage e colab., Tetrahedron Letters 22, 1859 (1981); Brown e co-
lab., Meth. Enzym. 68, 109 (1979); Caruthers e colab., Meth.
Enzym. 154, 287 (1985); Hitzeman e colab., J. Biol. Chem. 255,
2073 (1980); Lee e colab., Science 239, 1288 (1988); Milligan

e colab., Nucleic Acids Res. 15, 8783 (1987); Miller e colab.,
Virology 125, 236 (1983); Ahlquist e colab., J. Mol, Biol. 153,
23 (1981); Miller e colab., Nature 313, 68 (1985); Ahlquist e
colab., J. Mol. Biol. 172, 369 (1984); Ahlquist e colab., Plant
Mol. Biol. 3, 37 (1984); Ou e colab., PNAS 79, 5235 (1982); Chu
e colab., Nucl. Acids Res. 14, 5591 (1986); Publicac%o do Pedi-
do de Patente Europeia Ne, (EPA) 194809; Marsh e colab., Positi-
ve Strand RNA Viruses, p. 327-336, Alan R. Liss (publ.; New York)
(1987; Actas do Simp6sio da UCLA, 1986); Miller e colab., J.
Mol. Biol, 187, 537 (1986); Stoflet e colab., Science 239, 491
(1988); e Murakawa e colab., ADN 7, 287 (1988).

Todas as publicag®es supracitadas s#o por este motiveo in-

corporadas por referfncia inclusa.

Pelo termo "promotor" pretende-se significar uma sequBncia
de 4cido nucleico (ocorrendo naturalmente ou produzida sintetica-
mente ou um produtc de digest®o de restrig®¥o) que € especificamen
te reconhecida por uma ARN polimerase que se liga a uma sequBncia
reconhecida e inicia o processc de transcrig®o pelo qual um trans
crito de ARN é produzido. Pode, facultativamente, conter bases
do nuclebétido prolongando-se para além do verdadeiro sftio de re-~
conhecimento, para proporcionar estabilidade adicional para os

processos de degradagZo., Em principio, pode ser empregue qual-

quer sequéncia promotora para a qual exista uma polimerase conhe-
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cida e disponfivel que seja capaz de reconhecer a sequ&ncia de
iniciagdo. Promotores cenhecidos e tteis, tipicos, s3o aqueles
que s8o reconhecidos por certas polimerases de bacteriéfago como
bacteri6fago T3, T7 ou SP6., Ver Siebenlist e colab., Cell 20,
269 (1980). Estas sHo s6 exemplos das polimerases que podem ser
utilizadas na prética do presente invento em conjunto com as se-

quéncias promotoras associadas.

0 transcrito de ARN referido &8 a sequéncia de 4cido ribo-
nucleico produzida apés iniciag3o da transcrigdo apés o reconheci
mento da sequéncia promotora pela ARN polimerase (ver acima). A
produgdo de tais transcritos 6 mais ou menos contfnua, dependendo

em parte da quantidade de polimerase presente.

0 termo "primério" no presente contexto significa uma se-
quencia de 4cido nucleico {ocorrendo naturalments ou produzida
sinteticamente ou um produto de digest3o de restrig®o) que tem ho
mologia suficiente com a sequ®ncia alvo de modo que, sob condig@es
de hibridag3o adequada, & capaz de hibridag8a, isto & ligac®o %
sequéncia alvo. Um primédrio tipico tem, pelo menos, cerca de 10
nucleotidos de comprimento, e preferencialmente tem aproximadamen
te 35 ou mais bases de nucleétidos, de comprimento, e nas concre-
tizag®es mais preferidas, apresenta identidade ou tem homologia
muito elevada com a sequencia alvo. Ver, por exemplo, EPA 128042
(public. 12 Dez. 84).

0 termo "ligado operacionalmente", em particular em rela-
¢80 & ligag¥%o de uma sequBncia promotora dentro de uma sequBncia
priméria, refere-se & funcionalidade do "molde de &cido nucleico
de cadeia dupla" bdsico do presente invento, de modo que ele, o
molde, & capaz de produzir transcritos de ARN correspondentes
quando o promotor & reconhecido pela polimerase adequada (ver aci

ma).

A reacg3o de prolongamento do primério para produzir um
duplex é conhecida "per se", Ver referBncias acima, Polimerases
Gteis para este prop6sito incluem ADN polimerase I de E. coli,
fragmento de Klenow de ADN polimerase I de E. coli, ADN polimera-

se de T4, transcriptase inversa e assim por diante.

As técnicas para formar um sinal de detecg¥o, tais como
por meio de marcag3o radioactiva ou meios cromogénicos usando uma
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enzima cromogénica susceptfvel, sZBo também bem conhecides e docu-

mentadas. Ver discuss3o acima.

A utilizagZ%o de uma "replicase" para indugda (autocataliti
camente) de replicagdo de transcritos de ARN do presente invento
8, na generalidade, conhecida dos especialistas no assunto. Exem-
plos adequados de tais replicases que s#o Gteis no presente invepn
to incluem a denominada replicase de virus 0/3 s que reconhece
certos siftios da sequBncia de 4cido nucleico em ambas extremida-
des 3'- e 5'- de um dado transcritoc de ARN e as denominadas repli
cases do virus do mosaico de cevadinho (BMV) e dos virus oL, que
se pensa reconhecerem sitios da sequ®ncia de 4cido nucleico, na
extremidade 3'-, de um dado transcrito de ARN, Estas replicases
servem para replicar, isto & reproduzir, os transcritos e comple-
mentos de ARN, bem como para multiplicar as suas cépias. Quando
tal enzima estéd presente no lugar da reacgZo durante o processo
de transcrig®o, pode-se prever que os miltiplos transcritos que
sd0 produzidos durante a transcrig¢¥%o podem ser eles préprios sub-
metidos a replicagZ®o de maneira a aumentarem exponencialmente a

quantidade de produto de transcrito de ARN.

A padronizag®o interna & definida como o processo que 6
utilizado para: a) assegurar que o processo de amplificacgZo de
TAS n%o falhou devido a um erro operacional, e, b) medir os ni-
vels de 4cido nucleico alvo em relag8o a uma quantidade predeter-
minada de &cido nucleico o qual est4 sempre associado com a amos-
tra de interesse. Tal padronizag#®o interna ocorre por co-amplifi
cag3o de uma porg¥o da sequ®ncia alvo, bem como de uma sequBncia
endbgena, na mesma reacgdo. Por exemplo, conhecendo a contagem
de células presentes numa amostra biol6gica, um gene de cbpia dni
ca (por exemplo, /> -globina) podia ser utilizado como um padr3o
interno e, dado que nZ3o & expresso sob a forma de ARN, o seu ndme
ro de cbpias inicial & igual a duas vezes o ndmero total de célu-
las na amostra. Por co-amplificag®o de porgBes das sequncias de
/3—globina e alvo, de interesse, as proporg®es dos sinpais amplifi
cados podem ser comparadas para quantificar os nfveis da sequén-
cia alvo de interesse. Dado gque cada célula tem duas cépias (nas
células dipl6ides) deste padrZ%o interno, independentemente de a

amostra biolfgica conter sequfncias alvo separadas (por ex., HIV),
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cada amostra deverd produzir um sinal de amplificacgXo positivo,
resultante do padr¥o interno. Ver Groudine e colab., Nucleic
Acids Research 12, 1427 (1984), e McKnight, Cell 31, 355 (1982).
Ver também Public, do Pedido de Patente BritAnico n2., 2187283 A
(public. 3 Set. 87).

3. Descricg3o detalhada dos aspectos preferidos

Num dos seus aspectos, o invento & um método para amplifi-

cacd@o dum segmento de 4cido nucleico alvo de férmula I:

3'-(primeir0 subsegmento)t-(segundo subsegmento)t-(terceiro sub-
segmento)t-S'
I

na qual o (primeiro subsegmento)t é um segmento de 4cido nucleico
de sequ®ncia conhecida com pelo menos 10 nucleftidos contiguo ao
terminal 3'- do (segundo subsegmento),, o (segundo subsegmento)t
€ um segmento de 4cido nucleico com O ou mais nucle6tidos, e o
(terceiro subsegmento)t € um segmento de 4cido nucleico de sequ8n
cia conhecida com pelo menos 10 nucle6tidos, contfguo ao terminal

5' do (segundo subsegmento)t, método que abrange:

(1) hibridac%o do (primeiro subsegmento)t do referido
segmento alvo com o primeiro primério, que & um ADN de cadeia

simples que compreende um subsegmento do terminal 3', de f6rmula
II:

5'-(promotor)l-(subsegmento variével)l-(3'-subsegmento primério)l—
-3
II

na qual o (promotor)l € um segmento de ADN de cadeia simples com
a sequéncia da cadeia mais de um promotor especifico da ARN poli-
merase dependente de ADN do bacteriéfago, o (subsegmento varié-
vel)l € um segmento de ADN de cadeia simples com 0O a 100 nucled-
tidos contiguo ao nucleétido do terminal 3' do (promotor)l e ao
nucledtido do terminal 5' do (3'-subsegmento primério)l, e o
(3'-subsegmento primério)l € um segmento de ADN de cadeia simples
com pelo menos 10 nuclebétidos com uma sequéncia que & complemen-
tar da sequ&ncia de um subsegmento do (primeiro subsegmento)t que

termina com o nucleétido do terminal 3' do (primeiro subsegmento)t;



67 879
File N2, 47104

-]17~

o referido (promotor)l é contfiguo ao terminal 5' do referido (3'-
-subsegmento primério)l, se o referido (subsegmento variével)l

tem 0 nucleébtidos;

(2) extens#o do referido primeiro primArio, hibridado de
acordo com o passo (1), numa reacgdo catalisada com uma primeira
ADN polimerase para originar um primeiro segmento complementar de

ADN, que compreende um subsegmento de fé&rmula III:

5'-(promotor)l-(subsegmento variével)l-(primeiro subsegmento)tc-

-(segundo subsegmento)tc—(terceiro subsegmento)tC-B'
I1I

na qual o (primeiro subsegmento)tc € o segmento de ADN com
a sequlncia complementar % do (primeiro subsegmento)t, o (sequndo
subsegmento)tc € o segmento de ADN com a sequ®ncia complementar &
do (segundo subsegmento)t, e o (terceiro subsegmento)tC & o seg-
mento de ADN com a sequ®ncia complementar 3 do (terceiro subseg-
mento)t, sob a condig3o de, se o segmento alvo & um segmento de
ARN, a referida primeira ADN polimerase & uma transcriptase inver

sa;

(3) transformar em cadeias simples o duplex formado na

reacgBo do passo (2);

(4) hibridac%o do (terceiro subsegmento)tc do referido
primeiro ADN complementar de f6rmula III com um sequndo primério,
gue & um ADN de cadeia simples com pelo menos 10 nucleétidos de
férmula IV:

3'-(5'-subsegmento primério)z-(subsegmento variével)z-S'
Iv

na qual o (5'-subsegmento primario)2 tem a sequ®ncia de um sub-

segmento do (terceiro subsegmento)t que termina com o nucleétido
do terminal 5' do (terceiro subsegmento)t e na qual o (subsegmen
to variével)2 € um segmento com 0 a 100 nucle6tidos que € conti-

guo ao terminal 5' do (5'-subsegmento primério)zs

(5) extens®o do referido segundo segmento primério, hibri
dado de acordo com o passo (4), numa reacgd@o catalisada por uma

segunda ADN polimerase para originar um segundo segmento comple-
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mentar de ADN que compreende um subsegmento de férmula V:

5'-(subsegmento varidvel) -(tercelro subsegmento) (segundo sub-
segmento) —(prlmelro subsegmento) —(subsegmento varlével)

-(promotor) =3
v

na qual o (subsegmento variével) 6 o segmento de ADN com a se-
gutncia complementar & do (SUbSBngan varlével)l, e o (promotor)
€ o segmento de ADN com a sequ8ncia complementar 3 do (promotor)
sob a condig®@o de a referida segunda ADN polimerase ser igual ou

diferente da referida primeira ADN polimerase; e

(6) utilizag%o do produto de cadeia dupla do passo (5) co
mo molde para a reacg¥c catalisada por uma primeira ARN polimera-
se dependente de ADN de bacteriéfago, que reconhece o promotor do
qual uma cadeia & o (promotor)l, para originmar um primeiro produ-
to de ARN de f6rmula VI:

5'-(subsegmento varifvel) r-(prlmEer subsegmento) tor -(sequndo
subsegmento) cp-(terceira subsegmento)t cp-(subsegmentao varidvel),
=30,

VI

na qual o (subsegmento varléuel) 6 o segmento de ARN com a se-
gqu8ncia do (subsegmento varlével)l, o (prlmelro subsegmento)t cr é
0 segmento de ARN com a sequ@ncia complementar 2 do (primeiro sub
segmento)t, o (segundo subsegmento)tcr € o segmento de ARN com a
sequéncia complementar 3 do (segundo subsegmento)t, o (terceiro
subsegmento)t cr é o segmento de ARN com a sequéncia complementar
3 do (terceiro subsegmento)t, e o (subsegmento varlével) cp €0
segmento de ARN com a sequ#ncia complementar 2 do (subsegmento va

rléuel)

Noutro dos seus aspectos, o invento refere-se a um método
no qual o (primeiro subsegmento)t tem, pelo menos, 10 nucleétidos

em comprimento e & de férmula XIII:

3'~(primeiro subsegmento)tz-(prlmelro subsegmento)
XIII

l
tl””

na qual o (primeiro subsegmento)t2 tem 0 ou mais nucleétidos e,

se mais de 0, é contfguo ao terminal 3' do (primeiro subsegmento)tl,
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e o (primeiro subsegmento)tl tem pelo menos 10 nucle6tidos de com

primento; em que o (terceiro subsegmentc)t & de férmula XIV:

3'-(terceiro subsegmento)tl-(terceiro subsegmento)tz-S',
X1V

na gqual o (terceiro subsegmento)t2 tem 0 ou mais nucleétidos e,

se mais de 0, & contiguo ao terminal 5' do (terceiro subsegmento)tl,
e o (terceiro subsegmento)tl tem pelo menos 10 nucle&tidos em com-
primento; na gqual o (3'-subsegmento primério)l tem a sequtncia
complementar & de um subsegmento do segmento alvo o qual compreen
de todo o (primeiro subsegmento)tze 0 ou mais nucleétidos do (pri
meiro subsegmento)tl; na qual (5'—subsegmento primério)2 € um
subsegmento que compreende todo o (terceiro subsegmento)t2 e 0 ou
mais nuclebtidos do (terceiro subsegmento)tl; € na qual, apéds os
passos (1) a (6) j& referidos, o subsegmento de ARN de férmula
VII:

5'-(primeiro subsegmento)tlcr-(segundc subsegmento)tcr-(tercelro
subsegmento)tlcr-B'
VII

na qual o (primeiro subsegmento)tlCr é o segmentao de ARN com a se
quencia complementar % do (primeiro subsegmento)tl e o (terceiro
subsegmento)tlcr € o segmento de ARN com a sequBncia complementar
3 do (terceiro subsegmento)tl, € adicionalmente amplificado por

um método que compreende:

(7) hibridag%o do referido primeiro produto de ARN de fér
mula VI com um terceiro primério, que & um ADN de cadeia simples

que inclui um subsegmento do termipal 3' de férmula VIII:

5’-(promotor)3-(subsegmento variével)3~(3'-subsegmento prima-
rio)3—3'
VIII

na qual o (promotor)3 € um segmento de ADN de cadeia simples com

a sequéncia da cadeia mais dum promotor especifico da ARN polime-
rase dependente de ADN de bacteriéfago, sendo a referida sequ@ncia
do (promotor)3 igual ou diferente 3 do (promotor)l, o (subsegmento
variével)3 € um segmento de ADN de cadeia simples com 0 a 100
nuclebtidos que & contfquo ac nucle6tido do terminal 3' do (promg
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tor)3 e ao nuclebtido do terminal 5' do (3'-subsegmento primério)B,
e o (3'-subsegmento primério)3 € um segmento de ADN de cadeia sim
ples que tem a mesma sequncia que o (terceiro subsegmento)tl e é
contfguo ac nuclebftido do terminal 3' do (promotor)3 se o (sub-
segmento uariéuel)3 tem 0 nucle6tidos;

(8) extens®o do referido terceiro primdrio hibridado de
acordo com o passo (7) numa reacgdo catalisada por uma terceira
ADN polimerase, que é uma transcriptase inversa e & igual ou dife
rente das referidas primeira e segunda ADN polimerases, para ori-
ginar um terceiro segmento de ADN complementar que inclui um sub-

segmento do terminal 3' de férmula IX:

S'-(promotor)3-(subsegmento variavel)B-(terceiro subsegmento)tl—
(segundo subsegmento)t—(primeiro subsegmento)tl—(primeiro sub-
segmento)t2—(subsegmento variével)lC—B'

IX

na qual o (subsegmento variével)lc € um ADN com a sequ®ncia com-

plementar & do (subsegmento variével)l;

(9) transformag® do duplex formado na reacgdo do passo

(8) em cadeias simples;

(10) hibridac®o do terceiro ADN complementar produzido
na reacg®o do passo (8) com um quarto primérioc de férmula X:

5'~(subsegmento variével)a-(B'-subsegmento primério)q-B'
X

na qual o (subsegmento varidvel), & um segmento de 0 a 100 nucle§
tidos e o (5'-subsegmento primério)4 € um subsegmento de sequén-
cia conhecida que 6 contfguo ao nuclebtido de 3' do (subsegmento
variével)a, se o (subsegmento variével)4 tem mais de 0 nucleéti-

dos, e que inclui pelo menos 10 nucleédtidos do segmento de férmu-
la XX:

5'~(subsegmento variéuel)l-(primeiro subsegmento)tzc-(primeiro
subsegmento)tlc-B',
XX

na qual o (primeiro subsegmento)tzc é um segmento de ADN com a se

quéncia complementar % do (primeiro subsegmento)t2 e o (primeiro
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subsegmento)tlc € o segmento de ADN com a sequlncia complementar
4 do (primeiro subsegmento)tl, com a condig®o de que pelo menos
um dos referidos pelo menos 10 nucleftidos estd em ou 2 5' do

nucle6étido do terminal 5' do (primeiro subsegmento)tlc;

(11) extens¥o do referido qﬁarto primério hibridado de
acordo com 0 passo (10) numa reacgdo catalisada por uma quarta-
ADN polimerase, que & igual ou diferente das referidas primeira,
segunda e terceira ADN polimerases, para originar um quarto ADN

complementar gque inclui um segmento de f6érmula XI:

5'-(primeiro subsegmento)tlc-(segundo subsegmento)tc—(terceiro
subsegmento)tlc-(subsegmento uariével)BC-(promotor)Bc-B',
XI

na gual o (segundo subsegmento)tc € o segmento de ADN com a sequ-
encia complementar 3 do (segundo subsegmento)t, o (terceiro sub-
segmento)th é o segmento de ADN com a sequBncia complementar 2
do (terceiro subsegmento)tl, o (subsegmento variéuel)3C é o seg-
mento de ADN com a sequfncia complementar 2 do (segmento variével)B,
e o (promotor)38 € o segmento de ADN com a sequBincia complementar

3 do (promotor)3; e

(12) utilizag3o do produto de cadeia dupla do passo (11)
como molde numa reacgBo catalisada por uma segunda ARN polimerase
dependente de ADN de bacteriéfago, que & igual ou diferente da re
ferida primeira ARN polimerase dependente de ADN de bacteriéfago
€ que reconhece o promotor do qual uma cadeia & o (promotor)3, pa
ra produzir um segundo produto de ARN com um subsegmento do termi
nal 5' de f6rmula XII:

5'~(subsegmento variavel)Br-(terceiro subsegmento)tlr-(segundo
subsegmento)tr-(primeiro subsegmento)tlr-xlz-(subsegmento varié-
Vel)acr~3"

XII

na qual o (subsegmento variével)3r & o segmento de ARN com a se-

quencia do (subsegmento varidvel)s, o (terceiro subsegmento)tlr

)
tl
o (sequndo subsegmento)tr € o segmento de ARN caom a sequéncia do

& o segmento de ARN com a sequBncia do (terceiro subsegmento

(segundo subsegmento)t, o (primeiro subsegmento)tlr é o segmento
de ARN com a sequtncia do (primeira subsegmento)tl, o (subsegmen-
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to Variéuel)acr € o segmento de ARN com a sequfncia complementar
a do (subsegmento variével)a, e X12 € o segmento de ARN com a se-
quéncia complementar do subsegmento do (5'—subsegmento primério)a

que estd a 5' do terminal 5' do (primeiro subsegmento)tlc.

Como notado anteriormente, o invento também fornece conjun
tos para a realizag¥o dos métodos de amplificac®o do invento. .No
caso do método do invento que compreende a produc®o dum primeiro
produto de ARN, um conjunto do invento conteria os dois primérios,
a correspondente ARN polimerase dependente de ADN de bacteriéfago,
e a ADN polimerase. Um conjunto para @ realizag%o do método de
acordo com o invento que permite a produgZo de ambos um primeiro
e um segundo produtos de ARN, conteria quatro primArios adequados
(dois conjuntos de dois) com as polimerases correspondentes neces

sdrias.

Métodos e conjuntos de acordo com o invento para a reali-
zag¥o de ensaios de hibridagZo de sonda de 4cido nucleico que asse
guram a amplificag3o de um segmento alvo de acorde com o invento,
permite em adigdo aos passos e componentes, respectivamente, dos
métodos e conjuntos para amplificacZo, passos e componentes neces
sdrios para a detecgZo do produto de ARN resultante da amplifica-
¢%o de acordo com o invento. Os especialistas compreendem o0s vé-
rios passos e componentes adicionais, respectivamente, que s¥o ng
cessérios para detectar ARN a partir dum processo de amplificagdo
por qualquer dos numerosos métodos de ensaio de hibridagdo de son
da de dcido nucleico conhecidos. Um mé&todo de ensaio de hibrida-
¢30 de sonda de 4cido nucleico preferido, envolvendo a amplifica-
¢%o de ARN marcado e capturado por pérolas, & ilustrada no Exem-
plo II.

Prefere-se que o (3'-subsegmento primério)l, o (5'-sub-
segmento primério)z, o} (3'-subsegmento primério)3, e o (5'-sub-
segmento primério)4 tenham entre 20 e 40 nuclebtidos, e mais pre-
ferivelmente cerca de 30 nucleétidos para melhorar a especificida
de com que os vérios primlrios se ligam 3s extremidades dos seg-

mentos alvo que se pretendem amplificar.

£ também preferido que o segmento alvo dum &cido nucleico

de interesse, que & seleccionado para amplificac®%o (em virtude da
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seleccdo do (primeiro subsegmento)t e do (terceiro subsegmento)t
serem seleccionados de maneira que o (sequndo subsegmento)tr tem
pelo menos 30, e mais preferivelmente pelo menos cerca de 50,
nucle6tidos. Isto permite a utilizag®o do (segundo subsegmento)tcr
ou do (segundo subsegmento)tr no produto de ARN amplificado como
alvos para sondas de 4cido nucleico que n%o possuirZo sequéncias

que se sobreponham &s de qualquer subsegmento primério.

Enguanto que 2 ARN polimerase dependente de ADN de bacte-
ri6éfago pode utilizar moldes com mais de 1000 pb, a sua efici8n-
cia de transcrig¥o diminui & medida que o molde se torna mais com
prido. Portanto, segmentos alvo com menos de 1000 pb de compri-

mento s3o preferidos.

é preferivel utilizar um conjunto de prim&rios id8&ntico ao
usado na sintese de ARN, para num segundo ciclo de TAS produzir
ARN. Como foi dito na secgBo que descreve a produgZo de ARN, o
par primdrio n3o se dever4 sobrep8r. Na realizacZo do m&todo do
invento em gque 2 produg®o de ARN & desejada, & possfvel que o
subsegmento do segmento alvo com a sequfncia complementar & do
(5'—subsegmento primério)a esteja na direcg%o 5'- desde o e n3o
se sobreponha ao, subsegmento do segmento alvo com a sequéncia
complementar & do (3’-subsegmento primério)l. De modo similar, &
preferido que o subsegmento do segmento alve com a sequ@ncia iqual
a do (3'-subsegmento primario)3 esteja na direc¢Zo 3' desde o, e
ndo se sobreponha ao, subsegmento do segmento alvo com a sequéncia
igual 3 do (5'-subsegmento primério)z. Esta estratégia pode ser
preferida porque reduz a competigZo dos diferentes primérios para
os mesmos sftios e, portanto, pode melhorar significativamente a
eficitncia da amplificag®o de acordo com o0 invento. Onde existe
alguma sobreposig¥o entre conjuntos de primArios afins & preferi-~
vel remover qualguer primeire conjunto de primérios n3o usado, an

tes de empregnar o segundo conjunto.

0 foco do presente invento est& na ARN polimerase dependen
te de ADN de bacteriéfago devido 2 sua alta especificidade para
certos promotores. Outrazs polimerases que semelhantemente tém al
ta especificidade para promotores particulares, podem ser utiliza
das de acordo com o invento em lugar da polimerase de bacteriéfa-

go e entende-se gque o invento abrange também essas outrzs polime-
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rases.

As ARN polimerases dependentes de ADN de bacteribéfago pre
feridas sdc as de 17, T3 e SP6, Us promotores preferidos para
utilizag®o com estas polimerases estdo descritos nos exemplos e
nas reivindicag®es, mas conhecem-se na especialidade e podem tam-
bém ser empregues, numerosos outros promotores para estas polime-

rases.

Além disto, polimerases de bacteriéfago gue ndo as trts
preferidas e promotores reconhecidos por ‘tais polimerases, podem

ser utilizados de acordo com o invento.

Nos métodos do invento é preferida a utilizagZo para ADN
polimerase de transcriptases inversas e ADN polimerase sem acti-
vidade de exonuclease de 5' para 3'. é preferfvel que uma dnica
ADN polimerase seja utilizada em todos os passos do processo. As
ADN polimerases preferidas s%oc a transcriptase inversa de AMV e a
transcriptase inversa de MMLV recombimante. Outras polimerases
sdo0, contudo, aceitéveis, tais como a ADN polimerase termo-esté-

vel de Thermus aquaticus (ver Chien e colab., J. Bacteriol. 127,

1550 (1976)), ADN polimerase de T7 recombinante da marca Sequena-
seTM da U.S. Biochemicals Corp., Cleveland, Ohio, E.U.,A., e a bem
conhecida ADN polimerase I do fragmento de Klenow de E. coli, e

ADN polimerase o de timo de vitelo.

Os "subsegmentos varidveis" que sZo facultativamente incly
fdos nos vérios primdrios servem tré@s fungBes. De facto, eles po
dem ser mais adequadamente denominados "subsegmentos para fins
mdltiplos". Em primeirc lugar, para o primeiro e terceiro primé-
rios, os quais incluem os promotores, os subsegmentos dos promotao
res incluem preferencialmente sequ&ncias de iniciagZ%o da transcri
G30 gque sdo preferidas pela ARN polimerase correspondente ao pro-
motor. E&m segundoc lugar, para todos os primérios, um subsegmento
varidvel pode facultativamente conter um segmento particular pelo
qual o produto de ARN da amplificacg®o pode ser detectado num en-
saio de hibridag¥o da sonda de 4cido nucleico. De facto, amplifi
cacfo (e ensaiog) pode ocorrer simultaneamente para v4rios segmen-
tos alvo diferentes com a utilizag®o de conjuntos primdrios gue

diferem nos seus segmentos de reconhecimento (por ex., (3'-sub-
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segmento primério)l) mas que incluem um subsegmento varidvel co-
mum. 0 subsegmento varidvel pode também conter uma sequfncia de
poliligandos que convenientemente contém uma pluralidade de si-
tios de restrig®o para facilitar a clonagZ®o subsequente. Final-
mente os subsegmentos varidveis podem ser utilizados para incor-
porar no produtc de ARN da amplificeg¢Zo sequBncias necessédrias.
para permitir que o produto de ARN seja (autocataliticamente) re-
plicado por uma ARN polimerase dependente de ADN de bacteriéfago,
tais como a Q/> replicase (ver Miele e colab., acima) e sequénci-
as de BMV do cromossoma 3 de ARN do virus da planta que promove a
sintese de ARNm de revestimento. Ver Ahlquist e colab., J. Mol.
Biol. 172, 369 (1984); Ahlquist e colab., Plant Mol. Biol. 3,

37 (1984); Ahlquist e colab., J, Mol. Biol. 153, 23 (1981);
Miller e colab., Nature 313, 68 (1985); Miller e colab., Viro-
logy 125, 236 (1983); e Ou e colab., PNAS 79, 5235 (1982).

No caso da Q/A replicase, que & conhecida na especialida-
de, é realizada preferivelmente pela inclus%a, no (subsegmento va

riéval)z, da sequ®ncia

5'-CGCGCTCTCCCAGGTGACGCCTCGAGAAGAGGLCGCGACCTTCGTGE=-3" e no (sub-

segmento variével)l da sequBncia

S'—TGGGGAACCCCCCTTCCGBGGTCACCTCGCGCAGC-B', e depois replicacgZo
(autocataliticamente) do primeiro produto de ARN (isto &, ARN I

na figura 1; ver também figura 4), ou inclusBo no (subsegmento
variével)a da sequtncia
5'-CGCGCTCTCCCAGGTGACGCCTCGAGAAGAGGCGCGACCTTCGTGE=3" & no (sub-
segmento variével)3 da sequtncia
5'-TGGGGAACCCCCCTTCGGGGGTCACCTCGCGCAGE-3", e depois replicag8%o (ay
tocataliticamente) do segundo produto de ARN (isto &, ARN II na
figura 1; wver também figura 4).

No caso da utilizac®o da replicase de BMV, também conheci-
da, é realizado de preferBncia pela inclusZo da sequBncia seguin=-
te para BMV na sequtncia varidvel 2 (bases 1-25) (no uso especifi
co do exemplo de HIV abaixo):
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Promator de BMV TCS = 87-29 (HIV-especifico)

l | I l

5'-AAGATCTATGTCCTAATTCAGCGTA‘ACAGCRTATGTATGTTCAGGGA

50

AAGCTA-3' (53 bases), como uma sequBncia ndcleo; adicionalmente
sequéncia rica em AU a 5' pode ser utilizada para aumentar a ac-
tividade da replicase de BMV, Este oligo deve ser utilizado co-
mo sequndo primédrio. O primeiro primirio usado com este segundo

primério & um primério HIV-especifico, baseado em T7.

Promotor T7 TCS = 87-34

+18S | | |
10 ‘2? 3¢ 4g 5?
[ l |
TAATACGACTCACTATA[GGGAICACCTAGGGCTAACTATGTGTCCTAATAAGG
(52 bases).

Pormenores adicionais, n%o restritivos, para auxiliar 2

compreens3@o do invento s#o fornecidos nos exemplos seguintes:

4. Exemplos
EXEMPLO I

10 ml de sangue dum paciente suspeito de estar infectado
com um virus de imunodeficifncia humana tipo 1 (HIU-l) é fraccio-
nado com um aparelho SepracellTM (Sepratech Corp., Oklahoma City,
Ohlahoma, £.U.AR.) ou, alternativamente, com um gradiente de Fi-
coll, para isolar os linfécitos. Os linf6citos s%o em segquida
lisados e o seu 4cido nucleico 6 isclado com um aparelho extrac-
tor (Molecular Biosystems Inc., San Diego, California, E,U.A.)
ou, alternativamente, os linfécitos s3o lisados por tratamento pa
drdo com enzima-dodecil sulfato de sédio (SDS) e o &cido nucleico
€ isolado por cromatografia de fase inversa em celulose DEAE. Is

to &€ feito como se segue:

Centrifugar as células: 5k rpm durante 4' a partir de 1 ml de so
lugdo salina tamponada com Tris (TBS), pH 7,5.

Retirar o sobrenadante.
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Ressuspender a pelota em:
500 ul NaCl 0,3 M/Tris 20 mM, pH 7,5 Mexer bem
100 ul SDS a 2% e depois adi
ZDO‘ﬂl proteinase K a 5 mg/ml cionar 2
200 sl 0,25 M EDTA pelota.

Submeter a vortex vigorosamente e incubar a 502 durante 45', sub-

metendo a vortex durante 10-15 sequndos em cada 10'.

Carregar numa coluna de extractor drenada e permitir a2 entrada.
Lavar a coluna 1 vez 4 ml de NaCl 0,3 M/Tris 20 mM, pH 7,5.
Eluir ADN/ARN com 4 ml de NaCl 0,5 M/Tris 20 mM, pH 7,5.

Para eluir adicionar: 5 ml de glicogénio
400 ml NaOAc 3 M
9,0 ml de EtOH gelado

mexer bem

Precipitar a -2092C durante toda a noite. Pode ser utilizado um

banho de gelo seco/etanol durante uma hora.

Centrifugar ADN/ARN durante 15' a 10 000 rpm num rotor de tina

basculante; escoar o EtOH e secar num "kimwipe" durante ~2°'.
Liofilizar durante 10°'.

Ressuspender a pelota em l7O/Ml de TE.

Incubar a 372C durante 5°'.

Verter uma coluna de centrifuga de 1 ml como se segue:

Tapar uma seringa de 1 ml com uma pegquena gquantidade de 1% de
vidro (esterilizacZo em autoclave).

Encher a seringa com TE (Tris-EDTA) tratado com dietilpirocar-
bonato (DEPC).

Adicionar rapidamente Sephadex G-50 fino (em TE; esterilizado
em autoclave).

Continuar a adicionar até que a matriz sélida ultrapasse o topo
da seringa.

Centrifugar 30 segundos a 1000 rpm numa centrifuga de mesa IEC.
Lavar com lDD/%l de TE, centrifugar durante 1' a velocidade mé&-
dia (cerca de 1000 rpm). Rejeitar a lavagem.



67 879
File N2, 47104

-28-
Carregar o extracto na coluna. Centrifugar novamente durante 1°'.

Lavar com 150 ul de TE, centrifugar a ~1000 rpm durante 1'. Reti
rar a lavagem e a primeira fracgd3o. Amostras para mdltiplas reac

¢0es podem ser retiradas neste passo.

Adicionar 1/10 volume de LiCl 8 M. Misturar com 2,5 x vol. EtOH
a 100%. Submeter a bom vortex. Precipitar com gelo seco/EtOH’

durante 30°'.

Centrifugar durante 15' & velocidade médxima numa microcentrifuga

a 49C, Secar a pelota.

Ap6s o isolamento, o 4cido nucleico total da amostira & dis
solvido em 100 .1 de tamp%o TE (Tris.Cl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8).
10 ul dos 100 ml de 4cido nucleico total s%o dissolvidos até um
volume final de lDD/Ml contendo:

Tris.Cl 40 ml, pH 8

NaCl 25 mM

MgC12 10 mM

ditiotreitol (DTT) 10 mM

espermidina 2 mM

lDD/Mg/ml de albumina de soro bovino

400 mM de cada de dATP, dCTP, dGTP e TTP

adiciona-se ADN de cadeia simples com 101 bases 30 nM com a se-
gutncia 5'-GAACGCGGCT ACAATTAATA CATAACCTTA TGTATCATAC ACATACGATT
TAGGTGACAC TATA GAATAC TTTCGTAACA CTAGGCAAAG GTGGCTTTAT C =3¢ pri
mério A, Adiciona-se ADN com 29 bases 30 nM com a sequ&ncia
5'=-ACACCATATG TATGTTTCAG GGAAAGCTA-3', primArio B, O primério B,
que é o segundo primirio, tem a sequfncia de bases 5151-5179 no
gene SOR do HIV-1. Um segmento alternativo para o segundo primé-
rio, correspondendo s bases 5357-5387 do gene SOR do HIV-1, tem
a sequéncia 5'-GCACACAAGT AGACCCTGAR CTAGCAGACC A-3', e, se utili
zado, estd também presente a 30 nM. O primério A & o primeiro
primério; os seus 64 nuclebétidos em S5' formam a cadeia mais dum
promotor para o ARN polimerase dependente de ADN de SPé6. 0 seu
segmento de sequBncia S5'-GAATAC-3' & o (subsegmenta alternativo)l,
que inclui o sitio de iniciag3Zo da transcrigsio (o 5'-G) e outras

bases aparentemente favorecidas pela ARN polimerase de SP6 no ter

minal 5' das sequfncias por ela transcritas. Finalmente, os 31
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nucle6tidos do terminal 3' formam o (subsegmento primério)l e

tém a sequéncia complementar & das bases 5577-5547 no gene SOR
dum HIV-1 isolado (ver Ratner e colab., Nature 313, 277 (1985) pa
ra a sequBncia completa). (0 HIV isolado € referido nestes Exem-
plos como "HIV-1"),

De notar que todos os oligonucledtidos empregues nestes-
exemplos s&o feitos por sintese de fase s6lida num sintetizador
automdtico (Modelo n®., 380A) de Applied Biosystems, Inc. (Foster
City, California, E.U.A.) e sHo purificados por cromatografia es-
sencialmente até 3 homogeneidade por HPCL utilizando uma coluna
de fase inversa (8. Alternativamente outrossintetizadores dispo-
niveis comercialmente e procedimentos de purificag®o padr3o podem

ser usados para preparar os oligonucle6tidos.

Os 100 w1l de solug®o s%o aquecidos a 652C durante 2 minu-
tos e em seguida arrefecidos até 429C num 1 minuto. Este aqueci-
mento, seguido da manutencBo a 429C ou mais, em combinag¢Zo com a
composig3o da solug3o, proporciona condig®Bes de rigor suficientes
para determinar a hibridagZ3o do (3'-subsegmento primério)l, com
suficiente estabilidade para preparar a sintese de ADN, de alta
especificidade & sequBncia complementar 3 do (3'-subsegmento pri-

mério)l.

Em seguida, 10 unidades da transcriptase inversa do virus
da mioblastose de aves (AMV) ou 500 unidades da transcriptase in-
versa do virus da leucémia murina de Moloney do recombinante
(MMLV), tal como adquirido a Life Sciences, Inc., St. Petersburg,
Florida, E.U.A., s%o adicionadas % solugdo e esta & incubada du-
rante 10 minutos a 422C. (Uma unidade incorpora 1 nmole de TTP
numa forma precipité8vel pelo 4cido em 10 minutos a 379C utilizen-
do poli(A).oligo(T)lz_18 como molde-primério tal comc definido
por Houts e colab., J. Virol. 29, 517 (1979)). Apés a incubacZo
de 10 minutos, a solugZo & colocada em banho de 4gua a ferver du-

rante 1 minuto. Este aquecimento provoca separagdo das cadeias

do duplex formado pela transcriptase inversa.

Em seguida, a solugZc 6 arrefecida até& 429C em 1 minuto.
Durante este arrefecimento, o segundo primério hibrida com o seg-

mento do terminal 3' do complemento do segmento alvo formado na
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reacgdo catalisada pela transcriptase inversa. Novamente, as con
digBes de hibridagZo s%o suficientemente rigorosas para originar
hibridag%o suficientemente especifica entre o segundo primédrio e

a sequéncia complementar & do segundo primério.

Ap6s o arrefecimento adiciona-se mais 10 unidades trans-
criptase inversa de AMV ou mais 500 unidades de transcriptase in-
versa de MMLV clonado e realiza-se nova incubagdo a 429°C durante

10 minutos.

Em seguidea adiciona-se inibidor de ribonuclease da marca
RNasinR da Promega Biotec, Madison, Wisconsin, E.ULA,, & adicio-
nado (facultativamente) até uma concentrag®o de 1 unidade por ml.
(1 unidade & a quantidade de inibidor necesséria para inibir em

50% a actividade de 5 ng de ribonuclease A, Roth, Meth. Cancer

Res. 3, 151 (1976)). Posteriormente, cada um dos ribonucleésidos
5'-trifosfatos, ATP, GTP, CTP e UTP, & adicionado até& 400 mM, Fi
nalmente entre 10 e 20 unidades de ARN polimerase dependente de
ADN SP6, adquirida 2 Promega Biotec, s%c adicionados e a solucgdo
resultante é incubada a 42°C durante 30 a 60 minutos. (1 unidade
€ a quantidade de ARN polimerase necess&ria para catalisar a in-
corporagdo de 1 nmole de ribonucleésido trifosfato num produto in
soldvel em 4cido, em 60 minutos a 379C scob condigBes padrZo de
reacgdo Tris.Cl 40 mM, pH 7,9, MgCl2 & mM, DTT 10 mM, espermidina
2 mM, de cada um dos ATP, GTP, CTP e uTP, 0,5 mM de cada, 0,5 Ci de
3H-CTD, 1 g de ADN SP6 e a enzima, num volume total de SD/Ml).

Em seguida cada um dos seguintes oligonucle&tidos & adicig

nado para levar a sua concentrag®o a 30 nM:
terceiro primério:

5'-GAACGCGGCT ACAATTAATA CATAACCTTA TGTATCATAC ACATACGATT
TAGGTGACAC TATA GAATAC ACTAATTCAT CTGTATTACT TTGACTGTTT
TTC=3"

quarto primélrio:
S'-TTTTTTGGTG TTATTAATGC TGCTAGTGCC=3!

No terceiro prim&rio, tal como no primeiro, as 64 bases do

terminal 5' s#%o o segmento promotor e as 6 bases seguintes s%o o

segmento varidvel. O segmento varidvel consiste nas primeiras 6
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bases transcritas a partir do promotor pela ARN polimerase de SP6,
e estas bases s@o seleccionadas para aumentar o nfivel de tal
transcrigdo. Finalmente, a porg8Ho do (3'-subsegmento primério)3
do terceiro primdrio consiste nas 33 bases do terminal 3'y na mes
ma sequéncia das bases 5388-5420 do gene da estrutura, de leitura
aberta pequena (SOR) do HIV-1. O quarto primério tem a sequlncia
complementar & das bases 5546-5517 do gene SOR do HIV-1.

Apés adigZo dos terceiro e quarto prim8rios, a soluc®o &
incubada a 429C durante 1 minuto. Ourante este perfodo, acorre a
hibridagZo entre o (3'-subsegmento primério)3 do terceiro primé-
rio e o primeiro ARN formado na reacgdo catalisada pela ARN poli-
merase de SP6. Devido ao rigor das condigBes de hibridac8o, o
(3'-subsegmento primério)3 hibrida, com estabilidade suficiente
para preparar a sintese de ADN, com alta estabilidade ac segmento

de sequéncia complementar, no primeiro ARN.

Ap6s incubagZa, 10 unidades de transcriptase inversa de
AMV ou 500 unidades de transcriptase inversa de MMLV clonade sZo
adicionadas e a solug®o & incubada a 42°C durante 10 minutos para

originar o terceiro ADN complementar.

A solug3o &, em seguida, suspensa num banho de dgua a fer-
ver durante um minuto e arrefecida at8 429C durante l minuto para,
primeiro, transformar em cadeias simples o duplex entre o tercei-
ro ADN complementar e o primeiro ARN e, em segundo, permitir a hi
bridag®o entre o quarto primédrio e o terceiro ADN complementar.
Tal como com as outras hibridagBes, as condigB®es s%o suficiente-
mente rigorosas para que ocorra com estabilidade suficiente para
preparar a sintese de ADN, a hibridag®o do quarto primédrio, com
alta especificidade do segmento do terceiro ADN complementar de
sequencia complementar 3 do quarto primério.

Em seguida, novamente, 10 unidades de transcriptase inver-
sa de AMV ou 500 unidades de transcriptase inversa de MMLV clona-

do s¥o adicionadas e a soluc¥o é incubada durante 10 minutos a
429C,

Depois inibidor de ribonuclease da marca RNasinR é adicio-
nado (facultativamente) para uma concentrag®o até 1 unidade por

ml, seguido por 10-20 unidades de ARN polimerase de SP6, e a solu
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30 & incubada a 422C durante 30 minutos a 1 hora.

0 segundo ARN resultante pode ser detectado por uma técni-

ca de hibridag&@o de sonda de &cido nucleico.
EXEMPLO TI

Segue-se o procedimento do Exemplo I, com uma modiFicagzo
anotada abaixo, ceom tr8s amostras: (A) uma de 10 ml de sangue
humano, gque se sabe ser isento de HIV; (B) uma de 10 ml de cul-
tura que se sabe ter cerca de lD3 de células infectadas com HIV-1,
por ml; e (C) wuma de 10 ml de sangue de uma pessoa suspeita de
estar infectada com HIV-1, A modificagfio do procedimento & que
um ribonuclefsido trifosfatoc marcado com cx~329 € inclufdo como
substrato na reacg#@o catalisada pela ARN polimerase de SP6 para
originar o segundo ARN, O segundo ARN est4, consequentemente,

marcado com 329.

Pérolas macroporosas de Sephacryl-SSOOTM sdo derivadas com
um ligante terminado por grupo-carboxilo (de férmula -C(=NH)NH-
(CHZ)SCOZ-) e depois com oligonucle6tido derivado de 5'-(6-amino-
-hexil fosforamidato) de sequencia 5'-TGGTCTGCTA GTTCAGGGTC
TACTTGTGTG C-3' que & a sequtncia complementar 3 das bases 5357-
-5387 do gene SOR do HIV-1, (A sequBncia de bases 4901-4932 do
gene SOR ocorre em qualquer segundo ARN produzido durante a ampli
ficag8o do 4cido nucleico a partir de uma amostra), A preparacd3o
das pérolas foi feita de acordoc com procedimentos descritos no
Pedido de Patente dos Estados Unidos, n?. de série B95 756, depo-
sitado em 11 de Agosto de 1986, e vulgarmente transmitido e agqui
incorporado como refer&ncia. Resumidamente, os materiais de su-
porte s3o vidro de silicato poroso ou dextrano reticulado macropo
roso, derivado com um ligante terminado por amino com substancial
mente todos os grupos, que n3¥o estZo ligados covalentemente atra-
vés dum grupo fosforamidato ac nucleésido terminal da sonda de
captura, sendo blogueados por interacgdo n%o especi{fica com o dci
do nucleico tendo um grupo acilo alifé&tico; dextrano reticulado
macroporoso activado com brometo de cianogéneo, o qual reage com
aminas, para se ligar a oligonucle6tidos derivados de aminoalquil
fosforamidato; e vidro de silicato poroso, dextrano reticulado

macroporoso e polistireno reticulado com divinilbenzeno com um
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ligante terminado por carboxilo ou terminado por ester-succinimi
do, com uma fracgdo dos grupos carboxil ligadas numa ligag3o ami
da a um grupo amino de um diaminoalcano, do qual o outro amino
faz parte dum fosforamidato que, por sua vez, estéd ligado directa
mente ao nuclefsido terminal da sonda de captura. Materiais de
suporte preferidos s%o vidro poroso controlado derivado de alquil
amina de cadeia longa e derivado de carboxilo tal como vendido
por Pierce Chemical Co., Rockford, Illinais, t.U.A., sob os ngme-
ros de produto 24875 e 23735, respectivamente, sob a forma de pé-
rolas com di&metro nominal de poros de 500 Angstroms e difmetro
das partficulas entre 125 e 177 micra e Sephacryl S500 vendido por
Pharmacia Inc., Piscataway, New Jersey, E.U.A., sob o némero de
c6digo 17-0475-01, sob a forma de pérolas com um difAmetro em mo-
lhado de cerca de 40 a cerca de 105 micra e um volume de exclusZo
para dextranos de peso molecular superior a cerca de 2 X lD7 dal-
tons, sendc o referido Sephacryl derivado com brometo de cianogé-
neo ou com um ligante terminado por amino ou terminado por carbo-

xilo. Num aspecto, o suporte s6lido 6 um de:
(R) vidro de silicato poroso derivado em silicones com
(1) grupos de férmula

-(CHZ)n(NH)(CO)(CHZ)CCH3 e
-(CHz)n(NH)(DOz)O-(Uligo),

com substancialmente nenhum silicone derivado com um grupo termi-
nado com um grupo amino, em que ¢ 6 0 a 5, n 6§ 2 a B8, -0-(0ligo)

€ a sonda oligonucleétida, e o &tomo de o0xigénio ligado ao (Uligo)
&€ a sonda oligonucleftida, e o &tomo de oxigénio ligado ao (0ligo)
€ o oxigénio de 5' do nuclebsido de 5' ou o oxigénio de 3' do

nucleésido de 3' da sonda, ou
(2) grupos de f6rmula

-(CHZ)n(NH)(CO)(CHZ)mCDzH e
-(CHy ) (NH)(CO) (CH,) | (CO) (NH) (CH,) NH(PO,)0-(01igo)

em que m, n e p s¥o iguais ou diferentes e & cada um 2 a 8; ou

(B) um material macroporoso de dextrano reticulado deri-
vado nos oxigénios dos hidroxilos, que se encontram nos carbonos

dos grupos aglcar que t&m pelo menos um carbono vizinho com um
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hidroxilo n3o derivado, com

(1) ogrupos de férmula
-C(:NH)NH(CHZ) (NH)(CD)(CHz)CCH3 e
-C(:NH)NH(CH2)p(NH)(POz)D-(Uligo),
com substancialmente nenhum oxigénio hidroxil derivado com um gru
po terminado com um grupo amino, ou
(2) grupos de férmula
-C(:NH)NH(CHZ) CDZH e
-C(:NH)NH(CHz)q(CO)(NH)(CHZ)pNH(POZ)D-(Dligo),
em que cy g e p sdo iguais ou diferentes e g 8 2 a 10; e

(C) polistereno reticulado com divinilbenzeno derivado

nos grupos fenil com grupos de férmula
-(CHZ)SCDZH e
-(CHZ)S(CD)(NH)(CHz)pNH(PUZ)D-(Ullgo),

em gque s e p sdo iguais ou diferentes e s 6 2 a 10. Ver Ghosh e
colab., Nucleic Acids Research 15, 5353 (1987).

Cada um dos tr®s lotes de 50 mg de pérolas de Sephacryl,
derivados como descrito acima, & embebido durante 15 minutos a
379C em 250 ul de uma solugZo de pré-hibridag®o contendo 0,1% de
SDS, 10% de sulfato de dextrano, 1 mg/ml de ADN de esperma de sal
md0, e 5 x SSPE (NaCl 0,75 M, NaH,P0, 50 mM, pH 7,4 e EDTA 5 mM).
Ap6s embebig%o, o material em pérolas & pelotizado por centrifuga
4o e a solug3o de pré-hibridagZo & removida por aspiracgdo,

0 &cido nucleico do procedimento de amplificag3o em cada
uma das trfs amostras & isolado por precipitag®o em etanol e &,
em seguida, dissolvido até 250 4l em soluglo gue & igual & solu-
¢do de pré-hibridag®o mas sem o ADN de esperma de salm3o. Cada
uma das solugBes de 4cido nucleico resultantes & em seguida combi
nada com um lote de pérolas de Sephacryl derivadas com oligonucled
tido pré-hibridado e a mistura resultante & incubada com agitagdo
suave a 429C durante 90 minutos.

As pérolas de Sephacryl s%o depois pelotizadas por centri-
fugagZo, a solugBo de hibridag%oc 6 removida por aspiracdo, e as

pérolas s¥o em seguida lavadas tr®s vezes, 10 minutos de cada vez
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a 372C, com 1 ml de uma solug3o de 2 x SSC (NaCl 0,30 M, Na.Citra
to 0,03 M, pH 7,0). Apés cada lavagem as pfrolas s3o pelotizadas

por centrifugagdo e a solug3o & removida por aspiraco.

Imediatamente ap6s a terceira lavagem, as pérolas s%o sub-

metidas a contagem de Cerenkov.

Rs pérolas com 4cido nucleico amplificado da amostra A pro
duzem um baixo nfvel de contagem, muito pouco acima da contagem
de fundo a partir apenas do fluido de cintilag3o. As pérolas com
8cido nucleico amplificado de amostra B produzem uma contagem num
nfvel muito mais elevado que o observado com as pérolas associadas
a amostra A, As pérolas com 4cido nucleico amplificado da amostra
C, se produzem num nivel de contagem significativamente superior
ao nifvel produzido pelas pérolas associadas com a amostra A, indi
cam que a pessoa, cujo sangue fol colhido para a amostra C, est$

infectada com HIV=~1,
EXEMPLO III

Us procedimentos dos Exemplos I e II s3o realizados com

ARN polimerase de T7 (Promega Biotec) em vez da ARN polimerase de
SP6, com cada um do subsegmento 5'-(promotor)l-(subsegmento varid
vel)l-S' do primeiro primério e do subsegmento 5'-(prom0tor)3-
-(subsegmento variével)s-B' do terceiro primério, tendo a2 sequln-
cia S5'-TAATACGACT CACTATA GGGA-3', em que as 17 bases do terminal
5' sdo o subsegmento promotor e as 4 bases do terminal 3' s3o o
subsegmento varidvel. 0 segmento variével corresponde 3s 4 bases
do terminal 5' do transcrito a partir do promotor. O inibidor da
ribonuclease ndc & utilizado em nenhum passo deste processa, pelo

menos com o preparacdo de polimerase da Promega Biotec.
EXEMPLO 1V

O0s procedimentos dos Exemplos I e Il s%op realizados com
ARN polimerase de T3 (de Stratagene, San Diego, Califcrnia) em
vez da ARN polimerase de SP6 e com o seguinte segmento sendo usa-
do como subsegmento do primeiro priméario, (promotor)l—(subsegmen-
to variével)l e subsegmento do terceiro primério (promotor)B-(sug
segmento variéuel)B: 5'-TATTAACCCT CACTAAA GGGA-3', em que as 17

bases do terminal 5' s¥o o segmento promotor e as 4 bases do ter-
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minal 3' s%op o segmento varidvel, incluindo o terminal 5' 4 bases

em transcritos a partir do promotor.
EXEMPLD V

Utilizando a ARN polimerase T7 tal como no Exemplo III, o
segmentoc alvo no genoma de HIV obtido a partir de amostras de san
gue humano, é amplificado utilizando os seguintes prim&rios em -

vez dos primérios especificados no Exemplo I.

Primeiro prim&rio: 5'~-TAATACGACT CACTATA GGGA TCTAATTACT
ACCTCTTCTT CTGCTAGACT-3', em que as 30 bases do terminal 3' s%o
complementares em sequ@ncia as bases 7076-7047 no gene ENV do
HIU-lQ

Segundo primério: 5'~ACAAGTTGTA ACACCTCAGT CATTACACAG=3'
com a sequtncia das bases 6838-6866 no gene ENV do HIV-1.

Terceiro primério: mesmas 21 bases do terminal 5° que o
primeiro primédrio deste exemplo associadas %s 27 beases do termi-
nal 3' seguintes: 5'-AARAGGTATCC TTTGAGCCAA TTCCCATA-3!, que tém
a sequencia das bases 6875-6902 no gene ENV do HIV-1.

Quarto primé&rio: 5'-AGTTGATACTACTGGCCTAATT-3', com a se-
quéncia complementar & das bases 7033-7007 no gene ENV do HIV-1.

EXEMPLD VI

Utilizando ARN polimerase de T7 tal como no Exemplo III,
o segmento alvo no genoma de HIV obtido a partir de amostras de
sangue humano € amplificado utilizando os seguintes primdrios em

vez dos primérios especificados no Exemplo I:

Primeiro primério: os mesmos 21 nucleétidos do terminal
5' que os do primeiroc e terceiro primério do Exemplo V associados
com os 31 nuclebtidos do terminal 3' segquintes: 5'-CACCTAGGGC
TAACTATGTG TCCTAATAAG G-3', que t8m a sequBncia complementar &
das bases 5471-5441 no gene SOR de HIV-1,

Segundo primério: S5'-ACACCATATG TATGTTTCAG GGAARAGCTA-31,
que tem a mesma sequlncia gue as bases 5151-5179 do gene SOR de
HIV-1.

Terceiro primédrio: os mesmos 21 nucleftidos do terminal 5!

qQue os primeiro e terceirc primirios do Exemplo V associados aos



67 879
File N2, 47104

-37=

31 nucleétidos do terminmal 3', seguintes:
S5'-AAGAATAAGTTCAGAAGTACACATLCCCACT=-3', que tBm a mesma sequlncia

que as bases 5220-5249 do gené SOR de HIV.
Quarto primério: S'-TGGTCTGCTAGTTCAGGGTCTACTTGTGTC-3",

que tém a sequtncia complementar & das bases 5387-5357 do gene
SOR de HIV-1.

EXEMPLG VII

0 procedimento do Exemplo I & sequido para o isclamento
de 4cido nucleico a partir de: (1) uma amostra contendo 10° cé-
lulas CEM infectadas por HIV misturadas com 106 células CEM n3o
infectadas (Cancer Center Research Foundation; CCRF-CEM; ATCC
Ne, CCL 119); e (2) uma amostra contendo 10° células CEM n¥o
infectadas. Estas amostras s%o resuspensas em lDO/Ml de Tris-HCl
10 mM, pH 7,4, EDTA 1 mM (TE) apés o passo de precipitac3o pelo
etanol para concentrar a amostra obtida a partir da coluna de Ex-
tractorTM (MBI). As amostras resuspensas sdo fraccionadas numa
coluna fina de centrifuga Sephadex G-50 (Maniatis, referido aci-
ma), eluindo com TE. As amostras elufdas sdo concentradas por
precipitag®o pelo etanol (em LiCl 0,8 M, 3 volumes de etanol, em
banho de gelo seco/etanol durante 15 minutos). A amostra preci-
pitada é pelotizada por centrifugag®o. A pelota & drenada, seca
8 depois ressuspensa em lOOjAl de uma solug@o contendo Tris-HC1l 40
mM, pH 8,1, MgC12 8 mM, NaCl 25 mM, espermidina 2 mM, ditiotrei-
tol 5 mM, dATP, dGTP, dCTP e dTTP, lOO/uM de cada, rATP, rCTP.
rGTP e rUTP, 1 mM de cada, lDD/Mg/ml de BSA (livre de nuclease) e
primério A de oligonucleftido de ADN
(S'-QATTTAATACGACTCACTATAGGGACACCTAGGGCTAACTATGTCCTAATAAGG—B) e
primirio B
(5'-ACACCATATBTATGTTTCAGGGCAAAGCTA-3'), 250 nM de cada.

Como controlos, ressuspenderam-se amostras duplicadas de
ARN de HIV purificado na concentracZo de 0,0l1-fm em lOD/Ml do
tampdo descrito acima. Finalmente, uma sequéncia de -globina de
10-fm, contida no plasmideo HP19A ZﬁWallace e colab., Nucl. Acids.

Res. 9, 3647 (1981)_/, que foi linearizado por Hind III, & ressus
pensa em lDD/ul do tamp¥o acima descrito, excepto sem os primdri-
0s oligonucle6tidos. Primério D oligonucleétidaos (5'-ACATTGCTT-
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CTGACACAACTGTGTTCA-3') e primério C (5'-TAATACGACTCACTATAGGGACAA-
AGGACTCAAA-3'), que s3o especificos ' para a sequ®ncia da /A-globi-
na, foram adicionados & reacc®o da (>-globina a 250 nM cada.

Excepto para a amostra de /3-globina, as reacgBes s3do aque
cidas até 652C durante 1'. A amostra de /6-globina é fervida du-
rante 1'. Todas as amostras s%o arrefecidas até 429C durante 1
minuto; em seguida s%o adicionadas 10 unidades de transcriptase
inversa de AMV. As reacg®es s#o incubadas a 429°C durante 15 minu
tos, fervidas durante 1 minuto, e depois arrefecidas a 42°C duran
te 1 minuto. S3o adicionadas mais 10 unidades de transcriptase
inversa de AMV, incubando a 429C durante 15 minutos. Cem unida-
des de ARN polimerase de T7 sZ%o adicionadas s reacgBes e estas

sdo incubadas a 372C durante 30 minutos.

As amostras s#o fervidas durante 1 minuto e arrefecidas a
429C durante 1 minuto, sequido pela adigdo de 10 unidades de
transcriptase inversa de AMV. As reacg®es sdo incubadas a 42¢9C
durante 15 minutos, fervidas durante 1 minuto e arrefecidas a
429C durante 1 minuto. Mais dez unidades de transcriptase inver-
sa sdo adicionadas, seguidas por incubac®o a 429C durante 15 minu
tos. Cem unidades de ARN polimerase de T7 s3o adicionadas, com
uma incubagfo de 30 ‘minutos a 372C, Este ciclo & repetido mais

duas vezes.

0 alvo amplificado & entZo detectado usando UligoBeadsTM

tal como descrito a sequir.

Pérolas de Sephacryl contenda oligonucle6tidos especificos
de HIV-1 foram preparadas tal como descrito e armazenadas em TE a
49C numa concentragdo tal que ZBO/Ml da suspens¥o conttm 50 mg de
pérolas de Sephacryl. Os oligonucle6tidos foram sintetizadaos e
purificados por HPLC, tal como descrito.

Os oligonuclebtidos empregues tanto para ligag#o 3s péro-
las como para detecg?o s3o hom6logos da regi%o SOR do genoma do
HIV-1. Os oligonucleétidos utilizados nestes estudos foram 86-31
(oligonucleétidos de detecgéo) (5'—GCACACAAGTAEACCCTGAACTAGCAG-
ACCA-3') e 87-83 (oligonucleétidos de captura na pérola:

2 '-ATGCTAGATTGGTAATAACAACATATT-3'), que sZo hom6logos da cadeia

sem sentido da regi%o SOR e separados por aproximadamente 100
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nucleftidos. Para detecg3o, os oligonuclebtidos foram marcados
na extremidade com 32P de acordo com o protocolo padrZo. O mar-
cador ndo incorporado foi removido por filtragXo de gel numa co-
luna fina de Sephadex G-50, e o oligonucleétido foi armazenado a
-202C,

Numa experifncia tfpica com sistema de hibridag%o interca-
lada baseado em pérolas (BBSHS), o alvo e o oligonucle6tido de de
tecg8o marcado com 32D s83o desnaturados em 10/41 de TE contendo
0,2% de SDS a 659C durante 5 minutos num tubo de Eppendorf. A is
to, s¥o adicionados 10 ul de 2X SolugZo mista de HibridacZo (10X
SSPE/10% de Sulfato de dextrano). A solugBo 6 misturada, centri-

fugada durante 2 segundos e incubada a 42°C durante 1 hora.

Durante este tempo as pérolas de Sephacryl s#%o pré-hibri-

dadas. A suspens¥o concentrada de pérolas & bem misturada e 250
,Ml de alfquotas (50 mg de pérolas) s#o transferidas para tubos de
Eppendorf, agitando entre cada remogdo para assegurar uma suspen-
s@o uniforme. As aliquotas s%o centrifugadas durante 10 segundos
e o TE & removido com uma pipeta de secagem Pasteur. Em seguida,
ZSD/ul de Solug3o de HibridagXo (5X SSPE Z_NaEl 0,9M, NaHZPD4 50
mM, pH 7,4, EDTA 1 mM_/ 10% de sulfato de dextrano/0,1% de SDS) &
adicionada, as pérolas s3o suspensas por agitag®o suave e incuba-
das a 372C durante 30-60 minutos com agitagdo ocasional, Imedia-
tamente antes do passo de captura, as pérolas s3o centrifugadas
durante 10 segundos, a solugZo de pré-hibridag®o & removida, sZo
adicionados 80 ul de SolugZo de HibridacZo a 379C e as pérolas
s3o levadas de novo a 372C,

A solugdo de hibridagZo & centrifugada durante 2 segundos
e transferida para as pérolas e soluc%o de Hibridag%o. As pérolas
s¥o suspensas e incubadas a 372C durante 1 hora com agitagZo fre-

quente para manter a suspens3o.

Ap6s a captura, as pérolas s3o centrifugadas durante 10 se
gundos e a Solug¥do de Hibridag%o, contendo alve n3o capturado e
oligonucle6tido de detecgZo, & transferida para um frasco conta-
dor de cintilag3o. As pérolas s3o depois lavadas 5 vezes com 2X
SSC a 379eC. As primeiras 3 lavagens s%o rédpidas; 1 ml de l1fqui-

do de lavagem & adicionado, as pérolas s%o bem agitadas e centri-
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fugadas durante 10 segundos, e o lfquido de lavagem & transferi-
do para o frasco de contagem. Para as 2 lavagens finais, 1 ml de
lfquido de lavagem é adicionado e as pérolas sZo agitadas e incu-
badas a 372C durante 5 minutos antes de serem centrifugadas. Ca-
da lavagem € contada separadamente para monitorizar o procedimen-
to.

Contagens de Cerenkov da SolugZo de HibridagZo, as 5 lava-
gens e as pérolas s3o medidas durante 5-10 minutos. A contagem
do fundo é subtrafda de todas as amostras. O fm detectado do al-

vo é calculado do seguinte modo:

(CPM nas pérolas/CDM total) X fm do Oligonucledtido
em que CPM total é a soma do CPM para a SolucZ3o de Hibridag%o, 5
lavagens e pérolas.

DETECCAD DOS ALVOS AMPLIFICADOS POR BBSHS

(lU-lSmoles)
Rlvo ml usados detectadas (FM)

10° células infectadas com HIV 0,33 0,06
10% células CEM nZEo infectadas 0,66 0,13
10% células CEM nZo infectadas 0,07 0,01

0,14 0,015

0,7 0,01

10 0,008

0,01 fm ARN de HIV 0,007 0,14
0,014 0,29

10 fm ADN de [>-globina 10 0,014

EXEMPLO VIII

0 procedimento do Exemplo I & seguido para o isolamento
dos édcidos nucleicos de duas amostras: a) 103 células CEM, in-
fectadas com HIV com 106 células CEM n3o infectadas; e b) 106
células CEM de cultura n%o infectadas, 3s quais 0,01 fmoles de
HIV purificado foi adicionado apés extracg8%o. O procedimento &
entdo modificado pela purificag@o posterior através de uma coluna
de centrifuga Sephadex G-50 (fina) (Maniatis acima referida) elu-

indo com TE, apfs o passo de coluna de Extractor. Isto & seguido
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por uma precipitag®o por etanol do 4cido nucleico (LiCl 0,8 M e

EtOH a 2,5 volumes). O 4&cido nucleico & entZo ressuspenso em 100

/ul contendo:

Tris-HC1l 40 mM, pH 8,1

MgC12 8 mM

NaCl 25 mM

espermidina 2 mM

DTT (ditiotreitol) 5 mM

dATP, dTTP, dCTP, dGTP, 100 uM (de cada)

rATP, rCTP, rGTP, rUTP, 1 mM

100 mg/ml de BSA (livre de nuclease)

oligonucleftido de ADN com 29 pb 250 nM com a sequfncia
5'-ACACCATATGTATGTTTCAGGGAAAGCTA=3" (primario B)

cligonucle6tido de ADN de 56 pb 250 nM com a sequfncia
5'-AARTTTAATACGACTCACTATAGGGACACCTAGGGCTAACTATGTGTCCTAA
TAAGG-3' (primario A)

Us 100 wl da soclugBo s#o aguecidos até 659C durante 1 minu
to e arrefecidos a 429C em 1 minuto. Este agquecimento e manuten-
¢do a 429C ou mais, em combinagZo com a composicZo da solucdo,
fornece condigBes de rigor suficiente para hibridag%o do (3'-sub-
segmento primério)l (ver figura 1) com estabilidade suficiente pa

ra a sequBncia complementar 3 do (3'-subsegmento primirio) no

,

ARN de HIV alvo com alta especificidade. !
Em seguida, 10 unidades de transcriptase inversa de vi{rus

de mioblastose de aves (AMV) (Life Sciences, Inc.) s#o adiciona-
das & solugZo, e esta & incubada durante 10 minutos a 420C. Z_Uma
unidade incorpora 1 nmole de TTP pars uma forma precipitével em
dcido em 10 minutos a 379C, usando poli(A)-cligo (T) 12-18 como
molde primério, tal como definido por Houts e colab., J, Virol.
29, 517 (1979)_7. Ap6s uma incubag®o de 10 minutos, a soluc3@o &
cclocada em banho de 4gua a ferver durante um minuto. CEste ague-
cimento originma separag3@o das cadeias do duplex formado pela

transcriptase inversa e inactivag3o da transcriptase inversa.

Depois, a solug®o & arrefecida a 429C em 1 minuto. Duran-
te este arrefecimento, o segundo primério, primdrio B, hibrida

com a extremidade do terminal 3' do (terceiro subsegmento)t2c
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(ver Figura 1) do complemento alve da cadeia de ADN formada na
reacgdo catalisada pela transcriptese inversa no passo anterior.
Novamente, as condigBes de hibridac®o s%o suficientemente rigoro
sas para a hibridag3o especifica entre o segundo primario e a se-

guéncia complementar 3 do sequndo primério.

Ap6s arrefecimento, 10 unidades adicionais de transcripta-
se inversa de AMV s¥o adicionadas e posterior incubac%o & realiza

da durante 10 minutos a 42¢9C,

Cem unidades de polimerase de T7 s3o adicionadas é reacc3o.
A reacg3o & entZBo incubada a 372C durante 30 minutos. E sinteti-
zado um transcrito de ARN que & complementar aoc ARN de HIV alvo
original iniciando-se a partir do promotor T7 presente na extremi
dade 5' do molde de ADN duplex recentemente sintetizado pela trans
criptase inversa. O transcrito tem a sequencia 5'-GGGA, continu-
ando-se depois com a sequBncia que & complementar da do segundo
subsegmento da sequ®ncia alvo (isto &, (sequndo SUbsegmento)tcr
ver figura 1). Dado que a transcriptase inversa nZo foi inactiva
da antes deste passo, e dado que o primério B estéd presente, as-
sim como o desoxinucleétido trifosfato, uma sintese secundéria
ocorre neste ponto. O primé&rio B hibrida cam a regidc 3' do trans
crito de ARN recentemente sintetizado (terceiro subsegmento)t2Cr
(ver figura 1), gue é complementar ao prim&rio B. A transcripta~
se inversa (que foi adicionada no passo anterior) sintetiza uma
cadeia de ADN utilizando o transcrito de ARN recentemente sinteti
zado (feito pela polimerase de T7) como um molde e usando o oligo

nucle6tido B como o prim&rio na extremidade 5°'.

A reacgZo é, em sequida, fervida durante 1 minuto para des
naturar o duplex ARN:ADN, A reacc3o 6 entZo arrefecida a 429C
em 1 minuto. Durante este passo de arrefecimento, o segmento com
plementar do alvo do primédrioc A hibrida com a cadeia de ADN sinte
tizada durante o passo anterior. Ao mesmo tempo, o primério B hi
brida com a sua sequ®ncia complementar no transcrito de ARN sinte

tizado no passo anterior.

Ap6s arrefecimento, 10 unidades adicionais de transcripta-
se inversa de AMV sZo adicionadas, e 8 realizada nova incubag¥fo a

429C durante 10 minutos. A trenscriptase inversa sintetiza ADN
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complementar do alvo de HIV utilizando o oligonucleétido A como

um priméric na extremidade 5' e o ADN produzido no passo anterior
como um molde. Uma segunda cadeia de ADN & sintetizada utilizan-
do o oligonucleétido B como um primério e o transcrite de ARN pro

duzido no passo anterior como um molde.

A reacg¥o & fervida durante 1 minuto para desnaturar o du-
plex de ADN e o duplex ARN:ADN, A reacgZo & arrefecida a 429 num
minuto. O primdrio A hibrida com o ADNc produzido no passo ante-
rior utilizando o transcrito de ARN como molde. (Se a extremida-
de 3' da cadeia molde também & utilizada como um primério da trans
criptase inversa, & produzido um produto id&ntico ac produto fi-
nal da préxima reacg¥o). O primdrio B hibrida com a cadeia de
ADN que & complementar ao ARN de HIV alvo. Esta segunda sintese
produz um produtoc que & um ADN duplex contendo uma sequBncia do
promotor de T7 na sua extremidade 5', assim como um segmento'va-
ridvel" de 4 pb, 5'-GGGA-3',

Cem unidades de polimerase de T7 s¥o adicionadas & reacgdo,
R reacgd@o é incubada a 37¢C durante 30 minutos. A ARN polimerase
de T7 utiliza o ADN duplex de cadeia dupla incluindo um promotor
de 77 duplex como um molde para transcrever um ARN que € comple-
mentar ao segundo subsegmento alvo contendo a sequéncia adicio-
nal 5'-GGGA-3' na sua extremidade 5'.

Este ciclo (ferver 1', 1' a 429C, TR 10' a 429C, TR 10' a
429C, Polimerase de T7 30' a 37¢C) pode ser repetido tantas vezes
quantas as necessérias para atingir a amplificagZo desejada da se
quéncia alvo. O produto resultante pode ser detectazdo por uma

técnica de hibridag%o com sonda de 4cido nucleico.
EXEMPLO IX

ARN de HIV purificado numa concentragZo de 1 fmole foi re-

suspenso em:

Tris-HC1l 40 mM, pH 8,1

MgC12 8 mM

NaCl 25 mM

espermidina 2 mM

ditiotreitol 5 mM

dATP, dTTP, dCTP, dGTP, 100 uM (de cada)
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rATP, rCTP, rGTP, rUTP, 1 mM de cada

lUG/“g/ml de BSA (livre de nuclease)

oligonucle6tido de ADN com 29 pb, 250 nM, com a sequfncia
5'-ACACCATATGTATGTTTCAGGGAAAGCTA-3' (primério B)

oligonucle6tido de ADN com 56 pb 250 nM com a sequ@ncia
5'-ARTTTAATACGACTCACTATAGGGACACCTAGGGCTAACTATGTCTCCTA

ATAAGG-3' (primério A)

Os 100 ml de solugZEo s%o aquecidos até 65°C durante 1 miny
to e arrefecidos a 429C em 1 minuto. Este passo de aquecimento
e arrefecimento, em associag®o com a composicZo da solugdo, forne
ce condig®es de rigor suficiente para a hibridag®o do prim4rio A
com suficiente estabilidade com a sequfncia complementar & da re-
gi%o do primdrio A no ARN de HIV alvo [—(primeiro subsegmento)tz,
na figura 1_/, com alta especificidade.

Em sequida, 10 unidades de transcriptese inversa de virus
de mioblastose de aves (AMV) (Life Science, Inc.) s¥o adicionadas
& solug3o, e esta & incubada durante 10 minutos a 429C, Ap6s uma
incubag¥o de 10 minutos, a solug®o & colocada em banhg de 4gua a
ferver durante 1 minuto. Este aquecimento provoca a separac3o
das cadeias do duplex formado pela transcriptase inversa e inacti

vagdo da transcriptase inversa.

A solug3o & arrefecida a 4292C num minuto. Durante o arre-
fecimento, o segundo primédrio B hibrida com a extremidade 3' da
recentemente sintetizada cadeia alvo complementar Z—ou (terceiro
subsegmento)tzc, na figura 1_7. Novamente, as condigBes de hibri
dag3o sdo suficientemente rigorosas para a hibridag3o especifica
entre o segundo primédrio e a sequBncia complementar % do segundo

primério.

Ap6s arrefecimento, mais 10 unidades de transcriptase inver
sa de AMV s3o adicionadas e nova incubagdo é realizada durante 10

minutos a 420C,

Cem unidades de ARN polimerase de T7 (New England Biolabs)
sdo adicionadas & reacgXo., A reacgdo & ent¥o incubada a 37°C du-
rante 30 minutos. 3 sintetizado um transcrito de ARN que & com-
plementar ao ARN de HIV alvo original iniciando-se a partir do

promotor de T7 presente na extremidade 5' do molde de ADN duplex
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sintetizado pela transcriptase inversa. O transcrito de ARN tem
a sequéncia 5'-GGGA, continuando-se depois com a sequ®ncia que €
complementar & do sequndo subsegmento da sequBncia alvo (isto 6,
(segundao subsegmento)tcr, figura 1). Dado que a transcriptase
inversa n3o foi inactivada antes deste passo, e dado gue o primé-
rio B estd presente assim como o desoxinucleétido triFosFatos,'
ocorre uma sintese secundéria neste passo. O primério B hibrida
com a regi%o 3' do transcrito de ARN recentemente sintetizado

/ (terceiro subsegmento)tzcr, ver figura 1_/ que é complementar
ac primério B. A transcriptase inversa (que foi adicionada no
passo anterior) sintetiza uma cadeia de ADN utilizando 0 transcri
to de ARN recentemente sintetizado (feito pela ARN polimerase de
T7) como um molde, e o oligonucleétido B como um primArio na ex-
tremidade 5°'.

A reacg¥o & em seguida fervida durante um minuto para des-
naturar o duplex ARN:ADN. A reaccgfo & depois arrefecida a 42¢C
num minuto. Durante este passo de arrefecimento o segmento com-
plementar do alvo, do primidrio A, hibrida com a cadeia de ADN sin
tetizada no passo anterior. Simultaneamente o primdrio B hibrida
com a sua sequ@ncia complementar no transcrito de ARN sintetizado

no passo anterior.

Ap6s arrefecimento, s%o adicionadas 10 unidades de trans-
criptase inversa de AMV, e & realizada nova incubag¢%o a 42°C du-
rante 10 minutos. A transcriptase inversa sintetiza ADN comple-
mentar ao do alvo de HIV utilizando o oligonucleétido A como um
primdrio na extremidade 5' e o ADN produzido no passo anterior co
mo um molde. A extremidade 3' da cadeia de molde & usada como um
primdrio para produzir um ADN duplex fimal com um promotor de T7
de cadeia dupla na sua extremidade 5'. Uma segunda cadeia de ADN
€ sintetizada utilizando o oligonucle6tido B como primlrio e o

transcrito de ARN produzido no passc anterior como um molde.

Cem unidades de polimerase T7 s3o adicionadas a reacg3o. A
reacg8o € incubada a 372C durante 30 minutos. A ARN polimerase
de T7 sintetiza um transcrito de ARN utilizando o ADN duplex que
contém o sitio de ligag¥o da polimerase (promotor T7) na extremi-
dade 5' como um molde. O transcrito de ARN & complementar ao se-

gundo subsegmento alvo (ver figura 1) contendo a sequencia adicig
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nal 5'-GGGA-3' na sua extremidade 5'. Mais ciclos podem ser efec
tuados para aumentar a amplificag¥o. Os produtos resultantes po-
dem ser detectados por um protocolo de hibridag3o de 4cido nuclei

cCOo.
EXEMPLO X

Protocolo para ¢ltima volta de marcacZo do Produto Ampli-

ficado por TAS:

A, Coluna para remog3o de nuclebtidos frios n%o incorporados.

1. A reacg@o de TAS (100 ul) é tomada ap6s a sfntese do
ADNc no ciclo final do TAS, Adicionar AGD/Ml do Reagente A
(Tris-HC1 0,1 M, pH 7,7, trietilamina 10 mM, EDTA dissédico 1 mM)
a3 reaccHo.

2. Etquilibrar uma coluna pré-carregada de NENSDRBZOTM

(Dupont) molhando o material de coluna com metanol a 100% (grau

HPLC), e depois equilibrando com 2 ml de reagente A,
3. Carregar a amostra na coluna.
4. Lavar a coluna 3 vezes com 1 ml de reagente A,
5. Lavar a coluna 3 vezes com 1 ml de dgua.

6. Eluir os 4cidos nucleicos com metanol a 50%, e colec-
tar fracg®es de 250-300 ul até um volume total de 1 ml (as primei

ras duas fracgfes conter®o a maioria do Acido nucleico).
7. Secar as fracgBes no "speed-vac" ou no liofilizador.

B. Protocolo para marcar o Produto Amplificado

1. Resuspender as fracgBes da coluna de NENSURBZOTM (as

duas primeiras fracg®es podem ser combinadas) em Tris-HC1 40 mM,
pH 8,1, MgC12 8 mM, NaCl 25 mM, espermidina-(HCl)3 2 mM, ditiotrei
tol 5 mM, rATP, rCTP e rGTP 4UD/MM de cada, rUTP lZ/MM e 25/MCi a-

_*2p_rUTP (800 Ci/mmol).

2. Adicionar 50 unidades de ARN polimerase de T7 (New
England Biolabs) por cada BO/Ml da amostra. Incubar a 37°C duran
te 30 minutos.

5. 0 marcador n3%o incorporado pode ser removido por uma

coluna de centrffuga G-50 (Maniatis acima referido).
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4, A amostra marcada pode ser processada num gel de poli-
acrilamida sequenciader a fim de determinar o tamanho do produto
amplificado. 0 produto marcado pode também ser detectado utili-

zando Oligo-BeadsTM.

EXEMPLO XI

Utilizacdo de um Padr@o Interno durante a Amplificac®o por TAS

Foram preparadas amostras contendo: 1) 0,1 fm de ARN de
HIV e 0,1 fm de segu&ncias de ADN de /2-globina (HAl9A clivado
com PstI); 2) 0,01 fm de ARN de HIV e 0,1 fm de ADN de /3 -globi-
na (HB19A clivado com Pstl); 3) 0,1 fm de ARN de HIV; ou 4) 0,1
fm de ADN de @-globina (W819A clivado com Pstl em lOO’Ml conten-
do Tris-HCl 40 mM, pH 8,1, MgC12 8 mM, NaCl 25 mM, espermidina-
-(HCl)3 2 mM, ditiotreitol 5 mM, dATP, dTTP, dCTP e dGTP, 100 ml
de cada, rATP, rUTP, rCTP e rGTP 1 mM de cada, lUO/ug/ml de BSA
(livre de nuclease), e primério A 250 nM (5'-AATTTAATACGACTCACT-
ATAGGGACACCTAGGGCTAACTATGTGTCCTAATAAGG=-3"'), de primé&rio B 250 nM
(5'~ACACCATATGTATGTTTCAGGGAAAGCTA-3"), prim&rio C 250 nM (5'-TAA-
TACGACTCACTATAGGGAACTAAAGGCACCGAGCACTTTCTTGLC=-3"), primé4rio D 250
nM (5'-ACATTGCTTCTGACACAACTGTGTTEA-B'). Uma amostra contendo um
vigésimo dos é4cidos nucleicos de partida foi colocada numa solu-
¢30 de desnaturagBo de 7,4% de formaldefdo, 10x SSC (NaCl 1,5 M,
citrato de s6dio 0,15 M, pH 7,4) para as amostras no ponto zero

do tempo.

As amostras foram fervidas durante 1 minutoc e arrefecidas
a 429C durante 1 minuto, sendo depois adicionadas 10 unidades de
transcriptase inversa de AMV. As reacgBes s3o incubadas a 429C
durante 15 minutos, fervida durante 1 minuto, e arrefecidas a 42°9C
durante 1 minuto. Mais 10 unidades de transcriptase inversa de
AMV s3o adicionadas, seguidas pela incubacBo a 429C durante 15 mi
nutos. Cem unidades de ARN polimerase de T7 s3o adicionadas, se-
guidas pela incubag3o a 379C durante 30 minutos. Este ciclo & re
petido uma sequnda vez. (Mais ciclos podem ser efectuados, depen
dendo da amplificag®o exigida)., Duas amostras contendo um vigési
mo dos &dcidos nucleicos alvo de partida foram colocadas numa solu
¢80 de desnaturacg3o para as amostras de transcrig3o do segundo

ponto do tempo.
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Todas as amostras foram aquecidas até 559C durante 30 mi-
nutos antes da filtragdo por duas membranas de nitrocelulose. Os
dcidos nucleicos foram fixados & membrana por irradiag3o com luz
UV a 254 nm durante 4 minutes. Como controlos, desturaram-se, 1,
0,1 e 0,01 fm do plasmfdeo pARV7/2 Z‘Lucim e colab., Nature 312,
760 (1984)_/, o qual contém o ADNc do genoma de HIV completo bem
como o plasmideo HBL9A /[ Wallace e colab., Nucl. Acids Res. 9,
3647 (1981)/, em NaOH 0,2 N, neutralizados com igual volume ace-

tato de am6nioc 2 M, e depois filtrados por uma membrana de nitro-

celulose. Uma membrana foi hibridada com oligonucleétido 86-31(1)
marcado com 329, que é especifico para o produtc de HIV amplifica
do. A outra membrana foi hibridada com oligonucle6tido 87-459(27
marcado com 329, que hibridard com o produto de [3-globina ampli-

ficado assim como ao plasmideo de 3-globina alvo.

As hibridag¢®es foram efectuadas em SDS a 1%, NaCl 0,9 W,
NaH,PO, 50 nM (pH 7,4),3§DTA 5 mM (pH 7,4), e 10° cpm/m de oligo-
nuclebétido marcado com P durante uma hora a 559C., As membranas
foram lavadas 3 vezes 34 temperatura ambiente em SDS a 1%, NaCl
0,18 M, NaH,P0, 10 mM (pH 7,4), e EDTA 1 mM, sequidas por uma la-

vagem no mesmo tampZdoc a 558C,

As membranas foram entZo autorradiografadas durante 16 ho-

ras num filme KODAK XAR a -709C com um écran de intensificac®o.
Notas:

l. 86-31 ¢ 5'-GCACACAAGTAGACCCTGAACTAGCAGACCA=3"
2. B7-459: S5'-AGGTTTAAGGAGACCAATAGAARACT-3"

0 autorradiograma na figura 3 mostra a quantidade de sequ-
&ncias de HIV e /}-globina detectada apés dois ciclos de TAS rea-
lizados simultaneamente em &cido nucleico de HIV e de /g-globina.
A quantidade de partida de /;-globina manteve-se constante enquan

to a quantidade de alveo de HIV foi variada.
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Embora o invento tenha sido descrito com alguma especifi
cidade na presente descrig®o, pessoas com experi®ncia comum nas
técnicas pertinentes admitirZo variagBes e modificac®es ao inven-
to tal como descrito, as quais est3o no espirito do invento. Tais
variagBes e modificagBes est@o também dentro do &mbito do invento,

tal como descrito e reivindicado aqgui.
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REIVINDICATCLTDES

1 - Processo de preparacdo de um &cido nucleico de cadeia
dupla, contendo umza sequ&ncia correspondente a uma sequBncia al
vo, operacionalmente ligada a um promotor caracterizado por com

preender

- proporcionar um primeiro primério de 4cido nucleico
contendo uma sequ&ncia promotora ligada a ume sequfncia corres-

pondente 2 um segmento da sequfncia alvo;

- hibridar, sob condigBes adequadas, o referido primeiro
primério de 4cido nucleico com a sequ®ncia alvo, numa amostra

contendo &cido nucleico,

- prolongar o referido primeiro primério de 4cido nuclei
co, hibridado numa reacg¢®o de extens@o com polimerase, comple-
mentarmente & sequBncia alvo, para formar um 4cido nucleico

duplo, correspondente,
- separar as cadeias do referido 4cido nucleico dupla,

- hibridar com um promotor separado, contendo z cadeia
de sequ®ncia, sob condigBes adequadas, um segundo segmento pri-
mdrio de &cido nucleico, na extremidade oposta de cadeia conten

do a sequ&ncia promotora,

- prelongar o referido segundo primdrio de 4cido nucleico,
numa reacgdo de extens@o com polimerase, complementarmente % re

ferida cadeia contendo a sequ®ncia promotora.

2 - Processo, de acordo com a reivindicacg¢®o 1, caracteri

zado por se repetir o processo pelc menos uma vez.

3 - Método para a deteccgBdo de, pelo menos, uma sequfncia
alvo especifica de 4cido nucleico, numa amostra contendo dcido
nucleico, caracterizado por compreender o emprego de &cido nuclei
Co de cadeia dupla de acordo com a reivindicag®o 1 como molde de
&cido nucleico de cadeia dupla para a preparagfo duma pluralida
de de transcritos de ARN, cada um comportando uma segutncia de
ARN correspondente & referida sequéncia alvo, e deteccXo da

presenga da referida sequ®ncia de ARN.

4 -~ Método de preparagZo dum 4cido nucleico de cadeia
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dupla contendo a sequBncia correspondente 2 sequBncia alvo ope-
racionalmente ligada a um promotor, caracterizado por compreen-
der proporcionar um primeiro primério de 4cido nucleico conten-
do a sequncia do promotor operacionalmente ligada a uma sequln
cia complementar dum segmento da sequ&ncia alvo, e um segundo
primédrio de &cido nucleico tendo uma sequfncia id®ntica a um
segmento de uma sequ&ncia alvo, correspondendo os referidos pri
mérios a regiBes diferentes da referida sequ®ncia alvo mas n3o
se sobrepondo, ou n3o se sobrepondo substancialmente, na sua
correspondéncia ao alvo, e sendo seleccionzados de modo que um
produto da extensZo de um deles, quando separado do seu comple-
mento, possa servir como molde para um produto da extens®o do
outro, o contacto de uma amostra contendo 4cido nucleico inclu-
indo a sequ®ncia alvo com os referidos primdrios sob condig@es
de hibridac®o sequéncial e de separac?@o das cadeias a fim de
produzir, por sua vez, 0s produtos da extensX®o dos referidos

primérios.

5 - Método para a preparac®o duma pluralidade de trans-
critos de ARN, caracterizado por se utilizar 4cido nucleico de
cadeia dupla, de acordo com as reivindicacBes 1 ou 4, como mol-
de numa reacg3o catalisada por uma polimerase que reconhece o
promotor, e detecgdo da presengz dos referidos transcritos de
ARN.,

6 - Método de acordo com as reivindicagBes 3 ou 5, carac
terizado por os referidos transcritos conterem um sfitio de reco
nhecimento da replicase para replicagdo dos ditos transcritos

por indugdo da replicase.

7 - Método de acordo com as reivindicagBes 3, 5 ou 6, ca
racterizado por a sequBncia de ARN dos referidos transcritos de
ARN detectada ser medida duma forma padronizada de modo a deter
minar a guantidade de sequ@ncia alvo contida numa amostra de
dcido nucleico utilizada na preparac3o do molde de Acido nuclei

ce de cadeia dupla.

8 - Método de ‘acordo com a reivindicac3o 7, caracteriza-
do por a sequBncia de ARN dos referidos transcritos de ARN de-~

tectada ser medida duma forma padronizada e internamente com a
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npresenga de um ndmero conhecido de clpias de é&cido nucleico tam

bém contidas na referida amostra.

9 - Método de acordo com a reivindicac®o 3, czracteriza-
do por a dita sequtncia alvoc estar disposta numa sequfnciz de
dcido nucleico associada 3s caracterfsticas duma doenga ou si-

tuagcdo genética ou patogénica.

10 - Método de acordo com 2 reivindicag3o 9, caracteriza
do por a referida sequ@ncia de 4cido nucleico ser um segmento

de um virus de imunodefici®ncia humana.

11 - Método de acordo com a reivindicag®o 10, caracteri-
zado por a referida sequBncia de 4cido nucleico ser um segmento

dum gene defeituoso.

12 - Método de acordo com & reivindicag¥®o 5, caracteriza
do por o promotor ser um promotor do bacteriéfago T7 e os trans

critos de ARN serem produzidos utilizando ARN polimerase de T7.

13 - Métodc de acordo ccm @ reivindicac3o 5, caracteriza
do por o promotor ser um promotor ce SP6 e os transcritcs de

ARN serem produzicdos utilizando ARN pclimerase de SPs.

14 - Métcdo de acorde com as reivindiceg¥es 1 ou &, ca-
racterizado por & reacg®o de extens¥o ser cstalisada pela ADN

polimerase I da E, coli.

15 - Métcdo de acordo com as reivirdiczgBes 1 ou &, cz-
racterizado por a reacg®c de extens@o ser catalisadz pelo frag-

mento Klenow da ADMN polimerase I da E. coli.

16 - Métode de acordo com 2s reivindicacBes 1 ou 4, ca-
racterizado por a reacgo de extenso ser cztalisada pela ADN

polimerase de T4.

17 - Métcdo de acordo com as reivirdicacBes 1 ou 4, ca-
racterizado por a reacgZo de extens®o ser catalisade pela trans
criptase inversa.

18 - Método de zcordo com as reivindicag®%es 3 ou 5, ca-
racterizado por os referidos transcritos de ARN serem marcacos

antes de deteccgZo.

19 - Método de acordo com a2 reivindicag®o 18, caracteriza
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do por cs referidos transcritos de ARN serem radic-marcados.

20 - Método de aceordo ceom a reivindicag®o 18, czracteri-
zado por os referidoc transcritos de ARN serem marcados cam cro

m6foro.

21 - Conjunto para a detecgZo de, pelo menos, uma sequfn
cia zlvc especifice de dcido nucleico numa amostra contendo ééi
do nucleico, caracterizado por incluir um primeirc primé&rio de
écido nucleico contendo uma sequ&ncie do promotor operacional-
mente ligada a uma sequncia complementar dum segmento de uma
sequéncia alvo e um segundo primério de 4cido nucleico tendo
umz seguBncia id®ntica a um segmento de uma sequBncia alvo cor-
respondendo os referidos primérios a regiBes diferentes da refe
rida sequencia alvo, mas n3do se sobrepondo ou n3o se sobrepondo
substancialmente, na sua correspond®ncia ac alvo, e sendo selec
cionados de modo que um produto da extens®o de um deles, guando
separado do seu complemento, possa servir como molde parz um
produto da extensZc do outro, e meios para hibrideg®o do dito
primeiro primério com a referida sequfncia alvo, extens3o ca ca
dela cdo primério hibridado, separa¢3@o das cadeias do "duplex"
resultante, hibridag3o dc prcmotor contendo a cadeia separada
do dito segundo primério de 4cido nucleico, extensZo da cadeia
do primdrio hibridado, levando o 4cidoc nucleico de cadeia dupla
assim preparado, contendo uma sequ®ncia do promotor, a produzir

transcritos e detecgdc dos referidos transcritos.

22 - Processo para amplificar um segmento de 4cido nuclei

do alvo de f6rmula I:

3'-(primeiro subsegmento)t~(segundo subsegmento)t~(terceiro sub
segmento)t-S'

(1)

na qual (primeiro subsegmento)t € um segmento de &cido nucleico
de sequtncia conhecida com, pelo mencs, 10 nucle6tidos, conti-
guo ao terminal 3' do (segundo subsegmento)t; o] (segundo sub-
segmento)t € um segmento de 4cido nucleico com O ou mais nucled
tidos; e o (terceiro subsegmento)t € um segmento de 4cido nu-
cleico, de sequBncia conhecida com, pelao menos, 10 nucleétidos

contfiguo ao terminal 5' do (segundo subsegmento)t, caracteriza-
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do por compreender:

(1) a hibridacZo de um (primeiro subsegmento)t dc refe-
rido segmento alvo com um primeiro primério, que & um ADN de ce
deia simples que compreende um subsegmento do terminal 3' de
férmula II:

5'-(promotor)l-(subsegmento variével)l-(B’—subsegmento primé-
rio),-3"

(11)
na qual o (promotor)l & um segmento de ADN de cadeia simples
com a sequ®ncia da ceadeia mais dum promotor especifico da ARN
polimerese dependente de ADN do bacteriéfagao, (subsegmento variég
uel)l € um segmento de ADN de cadeia simples com 0 a 100 nucled
tidos, contfguo ao nuclebtido do terminal 3' do (promotor)l e
ao nucleftido do terminal 5' do (3'-subsegmento primério)l; e
o (3'-subsegmento primério)l € um segmento de ADN de cadeia sim
ples com, pelo menos, 10 nuclebtidos com uma sequfncia que &
complementar da sequncia dum subsegmento do (primeirc subsegmen
to)t que termina cem o nucleftide de terminal 3' do {primeiro
subsegmento)t; sendo o referido (promotor)l centfguo ao termi-
nal 5' do referido (3'-subsegmento primério)l, se o dito (sub-

segmento variével)l tiver O nuclebtidos;

(2) =2 extensXo do referido primeiro primdrio, hibridado
de acordo com o passo (l), numa reacgdo catalisada por uma pri-
meira ADN polimerase originando um primeiro segmento complemen-

tar de ADN, que compreende um subsegmento de férmula II1I:

5'-(promotor)l-(subsegmento variével)l-(primeiro subsegmento)tc—
-(segundo subsegmento)tc—(terceiro subsegmento)tc-B'

(111)

na qual o (primeirg subsegmento)tc € o segmentc de ADN ccm a se
qu&ncia complementar 3 do (primeiro subsegmento)t; o (segundo
subsegmento)tc € o segmento de ADN com a sequ&ncia complementar
3 do (segundo subsegmento)t; e o (terceiro subsegmento)tC é o
segmento de ADN ccm a sequBncia complementar 2 do (terceiro
subsegmento)t, a condig3o de que se o segmento alvo & unm segmen
to de ARN, a referida primeira ADN polimerase &6 uma transcripta
se inversa;
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(3) a transformac%o em cadeias simples do "duplex" for-

mado na reaccdo do passo (2);

(4) a hibridac%o do (terceiro subgmento)tC do referido
primeiro ADN complementar de férmula III com um segundo primé-
rio que é um ADN de cadeia simples ccm, pelo menos, 10 nuclefti
dos, de f6rmula IV:

3'-(5*-subsegmento primério)z—(subsegmento variével)z-S'

(1v)

na qual o (5'-subsegmento primério)2 tem a sequ®ncia dum subsegmen
to do (terceiro subsegmento)t que termina com o nucleétido do
terminal 5' do (terceiro subsegmento)t; e na qual o (subsegmeg

to variével)2 ¢ um segmento com 0 a 100 nucleétidos que é contf

guo ao terminal 5' do (5'-subsegmento primério)z;

(5) a extens®o do referido segundo segmento primédrio,
hibridado de acordo com o passo (4), numa reacgdo catalisada
por uma segunda ADN polimerase originando um segundo segmento

complementar de ADN, que compreende um subsegmento ce férmula V:

5t'~(subsegmentc variével)z-(terceiro subsegmento)t-(segundo sub
segmento)t-(primeiro subsegmento)t-(subsegmento variéuel)lc—
-(promotor)lES'

(v)

na qual o (subsegmento variével)lc € o segmento de ADN com 2 se
quBncia complementar & do (subsegmento variével)l; e o (promo-
tor)lC ¢ o segmentsc de ADN com @ sequBncia complementar 2 do
(promotor)l, com a condigBo de que a referida segunda ADN poli-
merase seja igual ou diferente da referida primeira ADN polime~-

rase; e

(6) a utilizagZo do produto de cadeia dupla do passo
(5) como molde numa reacgdo cataliszda por uma primeira ARN-po-
limerase dependente de ADN de bacteriéfago, que reconhece o pro
motor do qual uma cadeia & o (promotor)l, para produzir um pri-

meiro produto de ARN de férmula VI:

5'-(subsegmento variével)lr-(primeiro subsegmento)tcr-(segundo

subsegmento)tcr-(terceiro subsegmento)tcr—(subsegmento varid-
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na qual o (subsegmento variével)lr € o segmento de ARN com 2 se
guBncia do (subsegmento variével)l; 0 (primeiro subsegmento)tcr
€ o segmento de ARN com a sequBncia complementar & do (primeiro

subsegmento)t; o (segundo subsegmento) € o segmento de ARN

com a sequ®ncia complementar 3 do (segu?gg Subsegmento)t; 0
(terceiro subsegmento)tCr € o segmento de ARN com a sequfncia
complementar 3 do (terceiro subsegmanto)t; e o (subsegmento va
riével)zcr € o segmanto de ARN com a sequ®ncia complementar 2

do (subsegmento uariével)z.

23 - Processo de acordo com a reivindicag®o 22, caracteri
zado por o (primeiro subsegmento)t ter, pelo menos, 10 nucle6ti

dos em comprimento e ter a férmula XIII:

3'~(primeiro subsegmento)tz-(primeiro subsegmento)tl-S'
(X111)

na qual o (primziro subsegmento)t2 tem 0 ou mais nucle6tidos e,

se mais que 0, é contfguo ao terminmal 3' do (primeiro subsegmen

to)tl, e o (primeiro subsegmento)tl tem, pelo menos, 10 nucleéti
dos em comprimento; em que o (terceiro subsegmento)t tem a f6r

mula XIV:

3'-(terceiro subsegmento)tl-(terceiro subsegmento)tz—S'
(X1V)

na gual o (terceiro subsegmento)t2 tem 0 ou mais nuclebltidos e,
se mais que U, & contfguo ao terminal 5' do (terceiro subseamen
to)tl, e o (terceiro subsegmento)tl tem, pelo menos, 10 nucleb=-
tidos em comprimento; na qual o (3‘-subsegmento primério)l tem
@ sequencia complementar & de um subsegmento do segmento alvo
que inclui todo o {(primeiro subsegmento)t2 e 0 ou mais nucle6ti
dos do (primeiro subsegmento)tl; na gual o (5'-subsegmento pri
mério)z € um subsegmento que consiste em todo o (terceiro sub=-
Segmento)t2 e 0 ou mais nucle6tidos do (terceiro subsegmento)tl;
na qual o (subsegmento uariével)2 tem O nuclebtidos; e, nz qual,
ap6s os passos (1) a (6) da reivindicacZo 1, o subsegmento de

ARN de f6rmula VII:

5'~(primeiro subsegmento)tlcr-(segundo subsegmento)tcr-(terceiro

subsegmento) -3

tlcr
(vi1)
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na qual o (primeiro subsegmento)tlcr € o segmento de ARN com a
sequencia complementar 3 do (primeiro subsegmento)tl e o (ter-
ceiro subsegmento)tlcr € o segmento de ARN com a sequfncia com-
plementar & do (terceiro subsegmento)tl; € adicionalmente am-

plificado por um método que compreende:

(7) hibridag%o do referido primeiro produto de ARN de
férmula VI com um terceiro primério, que & um ADN de cadeia sim

ples que inclui um subsegmento do terminal 3' de férmula VIII:

5'-(promotor)3-(subsegmento variével)B—(3'—subsegmento primé-
rio) ;=3
(VIII)

na qual o (promotor)3 € um segmento de ADN de cadeia simples

com a sequBncia da cadeia mais de um promotor especifico da ARN-
-polimerase dependente de ADN de bacteriéfago, sendo a referida
sequtncia do (promotor)3 igual ou diferente da sequtncia do
(promotor)l, o} (subsegmento variével)3 6 um segmento de ADN de
cadeia simples de 0 a 100 nucleb6tidos, sendo contfguo ao nucled
tido do terminal 3' do (promotor)3 e ao nuclebtido do terminal
5' do (3'-subsegmento primério)B, e o (3'-subsegmento primério)3
€ um segmento de ADN de cadeia simples que tem a mesma seguéncia
que o (terceiro subsegmento)tl e & contfguo ao nucleftido do ter
minal 3' do (promotor)3 se o (subsegmento variével)3 tem 0 nucle
6tidos;

(8) extensZo do referido terceiro primério hibridado de
acordo com 0 passo {7) numa reacgdo catalisade por ume terceira
ADN polimerase, que & uma transcriptase inversa e & igual ou di
ferente das referidas primeira e segunda ADN polimerases, para
originar um terceiro segmento de ADN complementar, que inclui

um subsegmento do terminal 3' de férmula IX:

5‘-(promotor)3-(subsegmento variével)B-(terceiro subsegmento)tl-
-(segundo subsegmento)t-(primeiro subsegmento)tl-(primeiro sub-
segmento)tZ-(subsegmento varidvel)

(IX)

na qual o (subsegmento variével)lC € o ADN com a sequBncia com-

10-3'

plementar % do (subsegmento variével)l;
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(9) transformag8o do "duplex" formado na reaccHo do passo

(8) em cadeias simples;

(10) hibridag3o do terceiro ADN complementar produzido na

reacc¥o do passo (B8) com um quarto primélrio de férmula X:

5'-(subsegmento variével)a—(s'-subsegmento primério)a-B'

(x)
na gqual o (subsegmento variével)4 € um segmento de 0 a 100 nucle
6tidos, e o (5'-subsegmento primério)4 € um subsegmento de se-
quencia conhecida, que & contiquo ao nuclebtido do 3' do (sub-
segmento variével)a, se o (subsegmento variével)4 tem mais de O
nucle6tidos e que inclui, pelo menos, 10 nucleétidos do segmento
de férmula XX:

5'~-(subsegmento varisvel) -(pr1m91ro subsegmento)t2 -(primeiro
subsegmento) -3

(xx)
na qual o (primeiro subsegmento) € o segmentoc de ADN com a se
quéncia complementar & do (pr1m91ro subsegmento)t2 e o (primeiro
subsegmento) € o segmento de ADN com a sequ8ncia complementar
a do (pr1m81ro subsegmento)tl, com a condigdo de que, pelo menos,
um dos referidos pelo menos 10 nucleétidos estd em ou a 5' do

nucle6tido do terminal 5' do (primeiro subsegmento)tl

(11) extensZo do referido quarto primdrio hibridado de acor
do com o passo (10) numa reaccZo catalisada por uma quarta ADN
polimerase, que é igual ou diferente das referidas primeira, se-
gunda e terceira ADN polimerases, para originar um quarto ADN
complementar gque inclui um segmento de férmula XI:

5t-(primeiro subsegmento)tl -{segundo subsegmento) -(tercelro
subsegmento)tl -(subsegmento varléuel) -(promotor)zc-B'

(X1)
na qual o (segundo subsegmento) € o segmento de ADN com a se-
quéncia complementar 3 do (segundo subsegmento)t, o (terceiro
subsegmento) € o segmento de ADN com a sequfncia complementar
3 do (tercelro subsegmento)tl, o (subsegmento varlavel) 30 & 0O
segmento de ADN com a sequBncia complementar 3 do (segmento va-
rlével) e o (promotor)Bc € o segmento de ADN com a sequéncia
complementar 34 do (promotor)B; e
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(12) utilizagZo do prcduto de cadeia dupla do passc (11)
como molde numa reacg¥c catalisada por uma segunda ARN polimera
se dependente de ADN de bacteri6fego, que & igual ou diferente
da referida primeira ARN polimerase dependente de ADN de bacte-
ri6fago e que reconhece o promotor do gqual uma cadeia & o (pro-
motor)z, para procuzir um segundo produto de ARN com um subsegmen

to do terminal 5' de férmula XII:

5'~(subsegmento variével)Br—(terceiro subsegmento)tlr-(segundo
subsegmento)tr—(primeiro subsegmento)tlr-Xlz-(subsegmento varig
vel), -3

(XI1)
na qual o (subsegmento variével)3r € o segmento de ARN com 2 se
qu®ncia do (subsegmento variével)B, o (terceiro subsegmento)tlr
€ o segmento de ARN com 2 sequBncia do (terceiro subsegmento)tl,
o (segundo subsegmento)tr € o segmento de ARN com a segufncia
do (segundo subsegmento)t, o (primeiro subsegmento)tlr € o seg-
mento de ARN com a sequ®ncia do (primeiro subsegmento)tl, 0
(subsegmento variéuel)acr € o segmento de ARN com a sequfncia
complementar 3 do (subsegmento variével)a, e X12 & o segmento
de ARN com a sequBncia complementar % do subsegmento do (5'-sub
segmento primério)a que estéd a 5' do terminal 5' do (primeiro

subsegmento)tlc.

24 -~ Processo de acordo com a reivindicag®o 22, caracte-
rizado por cada um dos (subsegmento variével)l e (Subsegmento
variével)2 terem 0 a 60 nuclebtidos, cada um dos (3'-subsegmen~
tos primério)l e (5'-subsegmento primério)2 terem 15 a 45 nucle
6tidos, o (segundo subsegmento)t ter, pelo menos, 30 nuclebti-

dos, e o segmento alvo ter 1000 ou menos nucledtidos.

25 - Processo de acordo com a reivindicagdo 23, caracte-
rizado por o segmento alvo ser um segmento de ADN, no qual o pro
duto do passo (2) & transformado em cadeias simples por desnztu
ragdo térmica, noc gual o (subsegmento variével)2 tem 0 nucleb-
tidos, no qual cada ume das primeira e segunda ADN polimerases
€ seleccionada a partir do grupo composto por fragmento Klenow
da ADN polimerase I de £. coli, transcriptase inversa de AMY,

transcriptase inversa de MMLV clonado, ADN polimerase oL de timo
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de vitelo, ADN polimerase termo-estével de "Thermus-Aquaticus",
e ADN polimerase de T7 clonada em SequenaseTM; e por a ARN po-
limerase dependente de ADN de bacteriffago ser seleccioneda a

partir do crupo composto por ARN polimerase de T7, ARN polimera

se de T3 e ARN polimerase de SPé6.

26 - Processo de acordo com a reivindicacg®o 25, caracte-
rizado por cada uma das primeira e segunda ADN polimerases ser
seleccionada a partir do grupo composto por fragmento Klenow de
AON polimerase I de E. coli, transcriptase inversa de AMY, e

transcriptase inversa de MMLV clonado.

27 - Processo de acordo com a reivindicag®o 26, caracte-
rizado por (1) a ARN palimerase dependente da ADN de bacteri6fa
go ser ARN polimerase de T7, o (promotor)l ser S'-TARTACGACTCA-
CTATA-3' e o (subsegmento variével)l ter um dinucleétido de se-
quéncia 5'-GG-3' no seu terminal 5'; ou (2) a ARN polimerese
dependente de ADN de bacteri6fago ser ARN polimerase de T3, o
(promotor)l ser 5'-TATTAACCCTCACTAAA-3' e o (subsegmento verid-
vel)l ter um tetranucleétide de sequ®ncia 5'-GGGA-3' no seu ter
minal 5'; ou (3) a ARN polimerase dependente de ADN de becte-
ri6fago ser ARN polimerase de SP6, o (promotor)l ser 5'-GAACGC-
GGCTACAARTTAATACATAACCTTATGTATCATACACATACGATTTAGGTGACACTATA=3" ¢
o (subsegmento variével)l ter um hexanucleétido de sequencia 5'-

~GAATAC=-3' no seu terminal 5°',

28 - Processo de acorde com a reivindicagXo 27, caracte-
rizado por o terminal 5' do primeiro primdrio ser o nuclebtido

de 5' do (promotor)l.

29 - Processo de acordo com a reivindicagdo 28, caracte-
rizado por, se a ARN polimerase dependente de ADN de bacteri6fa
go & a ARN polimerase de T7 ou de T3, o (subsegmento variéuel)l
ter 2 seguBncia 5'-GGGATGGGGAACCCCCCTTCGGGGGTCACCTCGCGLAGE -3,
e, se a ARN polimerase dependente de ADN de bacteri6éfago & a

ARN polimerase de SP6, o (subsegmento variével)l ter a sequfncia
5'-GAATACTGGGGARCCCCCCTTCGGGGGTCACCTCGCGLAGL -3,

30 - Processo de acordo com a reivindicag®o 24, caracte-

rizado por o segmento alvo ser um segmento de ARN, o produto do

passo (2) ser transformado em cadeias simples por desnaturag3o
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térmica, o (subsegmento variével)2 ter 0 nucle6Stidos, a primei-
ra ADN polimerase ser seleccionada do grupoc composto por trans-
criptase inversa de AMV e transcriptase inversa de MMLVY clonado,
a segunda ADN polimerase ser selecciocnada do grupo composto por
fragmento Klenow de ADN polimerase I de E. coli, transcriptase
inversa de AMV, transcriptase inversa de MMLV clonado, ADN poli
merase ol de timo de vitelo, ADN polimerase termo-estadvel de
"Thermus aquaticus", e ADN polimerase de T7 clonado em Sequena-
seTM, e por a ARN polimerase dependente de ADN de bacteri6fago
ser seleccionada dum grupo composto por ARN polimerase de 17,

ARN polimerase de T3 e ARN polimerase de SP6.

31 - Processo de acordo com a reivindicacZXo 380, caracte-
rizado por a segunda ADN polimerase ser seleccionada do Qrupo
composto por fragmento Klenow de ADN polimerase I de E. coli,
transcriptase inversa de AMV, e transcriptase inversa de MMLV

clonado.

32 - Processo de acordo com a reivindicag%o 31, caracte-
rizado por (1) a ARN polimerase dependente de ADN de bacteriéfa
go ser a ARN polimerase de T7, o (promotor)l ser S5'-TAATACGAC-
TCACTATA-3' e o (subsegmento variével)l ter um dinucleétido de
sequdncia 5'-GG-3" no seu terminal 5'; ou (2) a ARN polimerase
dependente de ADN de bacteri6fago ser ARN polimerase de T3, o
(promotor)l ser S5LTATTAACCCTCACTAAA-3' e o (subsegmento varid-
vel)l ter um tetranucle6tido de sequencia 5'-GGGA-3' no ser ter
minal 5'; ou (3) a ARN polimerase dependente de ADN de bacte-
ri6fago ser a ARN polimerase de SP6, o (prcmotor)l ser 5'-CAA-
CGCGGCTACARTTAATACATAACCTTATGTATCATACACATACGATTTAGGTGACACTATA -
=3' e o (subsegmento variéuel)l ter um hexanucleétido de sequén

cia 5'-GAATAC-3' no seu terminal 5°',

33 - Processo de acordo com a relvindicacgZ®o 32, caracte-
rizado por o terminzl 5' do primeiro primério ser o S'-nucledti
do do (promotor)l.

34 - Processo de acordo com a reivindicag®o 33, caracte-
ri;ado por cada uma das primeira e segunda ADN polimerases ser
seleccionada de transcriptese inversa de AMV, e transcriptase

inversa de MMLV clonado.
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35 -~ Processo de acordo com a reivindicagZo 34, caracte-
rizado por, se a ARN polimerase dependente de ADN de bacteriéfa
go & a ARN polimerase de T7 ou de T3, o (subsegmento variével)l
ter a sequéncia 5'-GGGATGGGGAACCCCCCTTCGGGGGTCACCTCGLGLAGE-3",
e, se a ARN polimerase dependente de ADN de bacteriéfago & a
ARN polimerase de SP6, o (subsegmento uariéuel)l ter a sequfncia
5'-GARATACTGGGGAACCCCCCTTCGGGGGTCACCTCGCGLAGE=-31,

36 - Processo de acordo com as reivindicag®es 30, 31, 32,
33, 34 ou 35, caracterizado por o ssgmento alvo ser um segmento
do genoma de um virus de imunodefici®ncia humana que & um virus
HIV-1 e por (1) o (3'-subsegmento primério), ter a sequéncia
S'-TCTAATTACTACCTCTTCTTCTGCTAGACT=3" e 5'~CCTCTTCTTCTRCTAGACT =31
e o (5'-subsegmento primério)2 ter a sequBncia S'-ACAAGTTGTAAC-
ACCTCAGTCATTACACAG-3"', ou (2) o (3'-subsegmento primédrio), ter
a sequéncia 5'~-TTTCGTAACACTAGGCAAAGGTGGCTTTATC=-3" e o (5'-sub-
segmento primério)2 ter uma sequéncia.sgleccionada do grupo com
posto por 5'-GCACACAAGTAGACCCTGAACTAGCAGACCA-3" e SY_ACACCATAT-
GTATGTTTCAGGGAARAGCTA-3",

37 - Processo de acordo com a reivindicag¥a 23, caracte~
rizado por cada um dos (subsegmentos variével)l e (subsegmento
variével)3 ter 0 a 60 nuclebtidos, cada um dos (3'-subsegmento
primério)l, (5'-subsegmento primério)z, (3'-subsegmento prima-
rio)3 e (5'-subsegmento primério)a ter 15 a 45 nucle6tidos, o
(segundo subsegmento)t ter, pelo menos, 30 nucle6tidos e o

segmento alvo ter 1000 ou menos nuclebtidos.

38 - Processo de acordo com a reivindicac¢%o 37, caracte-
rizado por (A) se o segmento alvo & um segmentoc de ADN, o produ
to do peasso (2) ser transformado em cadeias simples por desnatu
ragdo térmica e o produto do passo (8) ser transformadoc em ca-
deias simples por desnaturacgZo térmica, cada uma das primeira,
segunda e guarta ADN polimerase ser seleccionada =z pzrtir do
grupo composto por fragmento Klenow de ADN polimerase I de E.
coli, transcriptase inversa de AMV, transcriptase inversa de
MMLV clonado, ADN polimerase o de timo de vitelo, ADN poclimera-
se termo-estédvel de "Thermus aquaticus", e ADN polimerase de T7
clonada em SBquenaseTM; a terceira ADN polimerase ser seleccip

nada a partir do grupo composto por transcriptase inversa de
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RMV, e transcriptzse inversa de MNMLV clonado, e cada uma das
primeira e segunda ARN polimerases dependentes de ADN de bacte-
ri6éfago ser seleccionada do grupo composto por ARN polimerase
de T7, ARN polimerase de T3 e ARN polimerase de 5P6; e (B) se
0 segmento alvo € um segmento de ARN, cada um dos produtos do
passo (2) e o produto do passo (8) ser transformado em cadeias
simples por desnaturac¥o térmica; cada ume das segunda e guar-
ta ADN polimerases ser seleccionada do grupo composto por fra-
gmento Klenow de ADN polimerase I de E. coli, transcriptase in-
versa de AMV, transcriptase inversa de MMLV clonado, ADN polime
rase o{ de timo de vitelo, ADN polimerase termo-estdvel de "Ther
mus aguaticus", e ADN polimerase de T7 clonado em SequenaseTJ;
czda uma das primeira e terceira ADN polimerases ser selecciona
da do grupo composto por transcriptase inversa de AMU e trans-
criptase inversa de MMLV clonado; e cada uma das primeira e se
gunda ARN polimereses dependentes de ADN de bacteriffago ser se
leccionada do grupo composto por ARN polimerase de T7, ARN poli

merase de T3 e ARN polimerase de SP6.

39 - Processo de acordo com a reivindicac®o 38, caracte-
rizado por o segmento alvo ser um segmento de ARN, por cada uma
das segunda e quartz ADN polimereses ser seleccionada do grupo
composto por fragmento Klenow de ADN polimerase I de E. coli,
transcriptase inversa de AMV e transcriptase inversa de MMLV
clonado e por cada uma das primeira s terceira ADN polimerases
ser seleccicnadz do grupo composto por transcriptase inverse de

RV e transcriptase inversa de MWLV clcnada.

40 - Processo de acorcdc com a reivirdicag&c 38, caracte-
rizado por o subsegmento do segmento alvo gue tem a segu®ncia
camplementar 2 dao (3‘-subsegmento primério)l Se encontrar na di
recgdo 3' a partir de e nZ%o se sobrepor ao subsegmento do segmen
to alve gque tem & sequ®ncia complementar 3 do (5'-subsegmento
primério)a, por o subsegmento do segmento alvo que tem a sequén
cia do (5'—subsegmento primério)z ndo se sobrepor ao subsegmen-
to do segmento alvc que tem a sequlncia do (3‘-subsegmento pri-

mario)B.

41 - Processo de acordo com a reivindicag3o 40, czracte-

rizado por o subsegmento do terceiro ADN complementar com a se-
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quencia complementzar 3 do (3'-subsegmento primério)] SE€ encon-

trar ne direcgZo 5' a partir de e n3c se sobrepor ac subsegmen-
to do terceiro ADN complementar que tem a sequencia complemen-
tar ¥ do (5'-subsegmento primério)a, e por o subsegmento do
segmento alvo gue tem a sequencia do (5’—subsegmento primério)2

nZo se sobrepor ao subsegmento do segmentc alvo que tem a se~

qutncia do (3'-subsegmento primério)j.

42 - Processo de acordo com a reivindicagZo 41, caracte-
rizado por, no terceiro ADN complementar, o (subsegmento veriéd-
vel)lc ter mais de 0 nucle6tidos, e por, no duplex entre (5'-
-subsegmento primério) e terceiro ADN complementar, pelo menos
um subsegmento do (5'-subsegmento prlmérlo) ser hibridado com

o (subsegmento vGrlével)

43 « Processoc de acordo com a reivindicag®o 41, cearacte-
rizado por o subsegmento do segmento alvo que tem a sequfncia
complementar 2 do (3'-subsegmento primério)l se encontrar na di
recgdo 3' a partir de e n3o se sobrepor ao subsegmento do segmen
to alvo que tem a sequBncia complementar 2 do (5'-subsegmento
primério)a, e por o subsegmento do segmento alvo gue tem a se-
quencia do (5'-subsegmento primério)2 ndo se sobrepor ao sub-
segmento do segmentc alvo que tem a sequfncia do (3'-subsegmen-

to primério)3

44 - Processo de acordo com a reivindicagdo 41, caracte-
rizado por o subsegmento do terceiro ADN ccmplementar com a se-
guncia complementar 3 do (3'-subsegmento primério)l se encon-
trar nz direcgZo 5' a partir de, e n3¥o se sobreper ao subsegmen
to do terceiro ADN complementar que tem a sequncia complemen-
tar 3 do (5'-subseomento primério)a, B em que o subsegmento do
segmento alvo gue tem a sequBncia do (5’—subsagmento hrlmérlo)
ndo se sobrepor ao subsegmentc do segmento alvo que tem a sequeg

cia do (3'-subsegmento prlmérlo)3

45 - Processo de acordo com za reivindicag¥o 44, caracte-
rizado por, no terceirc ADN complementar, o (subsegmento varid-
vel)C ter mais de 0 nucle6tidos e por, no duplex entre o (5'-
~-subsegmento primério)a e terceiro ADN complementar, se hibri-

dar pelo menos um subsegmento de (5'-subsegmento primério)a com
o (subsegmento variével)l
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46 -~ Processo de acordo com as reivindicag®es 40, 41,
42, 43, 44 ou 45, caracterizado por (1) se se usar a ARN polime

rese de T7 no pzsso (6) ou no passo (12), o {prcmator) se o

’
passo & passo (6), ou © (promotor)j, se 0 passo & passé (12),
terem a sequBncia S5'-TAATACGACTCACTATA-3! 2, 0 (Subsegmento va-
riéuel)l, se 0 passo & passo (6), ou (subsegmentao variével)s,v
se 0 passo € passo (12), terem um dinucle6ftido de sequBncia 5'-~
-GG-3' no seu terminal 5'; ou (2) se se usar a ARN polimerase
de T3 no passo (6) ou no passo (12), o (promotor)l, se 0O passo
& o passo (6), ou (promotor)3 se o passo & o passo (12), terem
a sequencia 5'-TATTAACCCTCACTAARA-3', e, o (subsegmento varié-
vel)l, se 0o passo & o passo (6), ou o (subsegmento uariével)z,
se o passo & o passo (12), terem um tetranucle6tidg de sequfn-
cia 5'-GGGA-3' no seu terminal 5'; ou (3) se se usar a ARN po-
limerese de SP6 no passo (6) ou no passo (12), o (promotor)l,
se o passo & o passo (6), ou (promotor)B, se 0 passo & 0 passo
(12), terem a sequ&ncia 5'~GAACGCGGCTACAATTAATACATAACCTTATGT -
ATCATACACATACGATTTAGGTGACACTATA=-3"' o, o (subsegmento varidvel)

se o passo é o passo (6), ou o (subsegmento varidvel)

l!
37 Se 0
passc & 0 passo (12), terem um hexanuclefbtido de sequBncia 5'-
-GAATAC-3" no seu terminal 5'; e por o terminal 5' do primeiro
primdrio ser o nucleétido de 5' do (promotor)l e o terminal 5!

do terceiro primédric ser o nucledtido de 5' do (promotor)j.

47 - Processo de acordo com as reivindicagBes 40, 41,
42, 43, 44 ou 45, caracterizado por (A) (i) se a primeira ARN
polimerzse dependente cde ADN de bacteri6fagoc & a ARN polimera-
se de T7 ou de T3, o (subsegmsnto variével)l ter a2 sequ®ncia
5'-GGGATGGGGAACCCCCCTTCGGGGGTCACCTCGEGCAGL =3 & o (subsegmento
variével)2 do segunco primédrio ter a sequBncia 5'-CGCGCTCTCCCA-
GGTGACGCCTCGAGAAGAGGCGLGACCTTCGTGE-3"; ou (ii) se 2 primeira
ARN polimerzse dependente de ADN de bacteri6fago & a ARN poli-
merase de SP6, o (subsegmento variével)l ter a sequ®ncia 5'-
-GAATACTGGGGAACCCCCCTTCGGGGGTCHCCTCGCGCRGC—B' e o (Subsegmento
uariével)2 do segundo primérioc ter a sequBncia S'-CGCGCTCTCCCA-
GGTGACGCCTCGAGAAGAGGCGCGACCTTCGTGE-3 (B) (i) se a segunda ARR
polimerase dependente de ADN de bacteri6fago & a ARN polimerase

de T7 ou de T3, o (subsegmento variével)3 ter a sequdncia 5'-
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~GGGATGGGGAACCCCCCTTCGGGGGTCACCTCGCGCAGE-3;  (ii) se 2 segunda
~RN polimerase dependente de ADN de bacteriffago & 2 ARN polime
rase de SP6, o (subsegmento variével)3 ter a sequfncia 5'-GAA-
TACGGGATGGGGAACCCCCCTTCGGGGGTCACCTCGLCGCAGE=-3" & © guarto primé-
rio ter como terminal 5' 40 nuclebtidos &'-CGCGCTCTCCCAGGTGACGCC-
TCGAGAAGAGGCGCGACCTTCGTGE-3'; e (C) ap6és o passo (12), o segun

do ARN ser autocataliticamente replicado pela U replicase.

48 - Processo de acordo com as reivindicag®es 37, 38, 39,
40, 41, 42, 43, 44 ou 45, caracterizado por o segmento alvo ser
um segménto do genoma dum virus de imunodefici&ncia humena que
& um virus HIV-1 e por (1) o (3'-subsegmento primério)l ter a
sequéncia S'-TCTAATTACTACCTCTTCTTCTGCTAGACT=-3', o (5'-subseagmen
to primério)2 ter a sequfncia S5'-ACAAGTTGTAACKCCTCAGTCATTACACAG-
-3', 0 (3'-subsegmento primério)3 ter a sequncia 5'-ARAGGTATC-
CTTTGAGCCAARTTCCCATA-3', & o quarto primédric ter a sequBncia 5'-
-AGTTGATACTACTGGCCTAATT=-3"'; ou (2) o (3'-subsegmento primério)l
ter a sequencia 5'-TTTCGTAACACTAGGCAAAGGTGGCTTTATC=-3', (5'-sub-
segmento primério)2 ter a sequ®ncia seleccionada do grupo compos
tc por 5'-GCACACAAGTAGACCCTGAACTAGCAGACCA-3' e S5'-ACACCATATGTA-
TGTTTCAGGGAARGCTA-3', o (3'-subsegmento primério)3 ter a sequ®n
cia 5'=ACTAATTCATCTGTATTACTTTGACTGTTTTTC-3"', e o quarto primé-
rio ter 2 sequtncia S5'-TTTTTTGGTGTTATTAATGCTGCTAGTGCC-3",

49 - Processo de acordo com a reivindicagZo 24, caracte-
rizado por (A) se o segmento alvo & um segmento de ADN, o produ
to do passo (2) ser transformado em cadeias simples por desnaty
ragdo térmice; cada uma das primeira e segundz ADN polimerases
ser seleccionada do grupo composto por fragmentos Klenow de ADN
polimerase I de £. coli, transcriptese inversa de ANV, transcri-
ptase inversa de MMLY clonado, ADN polimerase & de timo de vite
lo, ADN polimerase termoestédvel de Thermus aquaticus, e ADN po-
limerase de T7 clonado em SequenaseTH; e a primeira ARN polime
rase dependente de ADN de bacteri6fago ser seleccionada do gru-
po composto por ARN polimerase de T7, ARN polimerase de T3 e
ARN polimerase de SP6; e (B) se o segmento alvo & um segmento
de ARN, o produto do passo (2) ser transformado em cadeias sim-

ples por desnaturag®o térmica; a segunda ADN polimerase ser se

leccionada do grupo composto por fragmento Klenow de ADN polime
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rase I de £. coli, transcriptese inversa de ANV, transcriptase
inversa de MMLV clonado, ADN polimerase o« de timo de vitelo,
ADN polimerase termo-estével de "Thermus aquaticus" e ADN poli
merase de T7 clonado em SequenaseTM; a primeira ADN polimera-
se ser seleccionade do grupo composto por transcriptase inver-
sa do AMV e transcriptase inversa MMLV clonado, e a primeira
ARN polimerase dependente de ADN de bacteriéfago ser seleccioﬁg
da de ARN polimerase de T7, ARN polimerase de T3 e ARN pclime-
rase de 5SP6.

50 - Processo de acordo com a reivindicacZ%o 49, caracte-
rizado por cada uma das primeira e segunda ADN polimerases ser
seleccionada a partir do grupo composto por transcriptase inver

sa de AMV e transcriptase inversa de MMLV clonado.

51 - Processo de acordo com a reivindicag®o 50, caracte-
rizado por o terminal 5' do primeiro primédrio ser o nucleétido
de 5' do (promotor)l; par, se a ARN polimerase dependente de
ADN de bacteriéfago ser a ARN polimerase de T7, o subsegmento
(promotor)l—(subsegmento variével)l do primeiro primédrio ter a
sequncia 5'-TARTACGACTCACTATAGGGACGCGCTCTCCCAGGTGACGECTCGAGA -
AGAGGCGCGACCTTCGTGC-3'; por, se a ARN polimerzse dependente de
ADN de bacteri6fago ser a ARN polimerase de T3, o subsegmento
(promotor)l—(subsegmento variével)l do primeiro primério ter a
sequencia 5'-TATTAACCCTCACTAAAGGGACGCGCTCTCCCAGGTGACGCCTCGAGAAGA -
GGCGCGACCTTCGTGC=-3';  por, se a ARN polimerase dependente de ADN
de bacteriéfago ser 2 ARN polimerase de SP6, o subseagmento (prg
motor)l-(subsegmento variével)l do primeiro primérioc ter a se-
quéncia 5'-GAACGCGGCTACAATTAATACATAACCTTATGTATCATACACATACGATTT -
AGGTGACACTATAGAATACCGLGCTCTCCCAGGTGACGCCTCGAGAAGAGGLGLGACTT -
GTGC-3'; por, o (subsegmento variével)2 ter a sequ®ncia 5'-TGG-
GGAACCCCCCTTCGGGGGTCACLTEGEGCAGE-3;5 e por, apés o passo (6),

0 primeiro ARN ser autocataliticamente replicado com 3/2 repli-

case,
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