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DESCRICAQ

“Método para clonar ARNm e para exibir transcritos expressos diferencialmente (DODET)"

ANTECEDENTES DO INVENTO

O corpo humano é constituido principalmente por células especializadas que
desempenham diferentes fungdes fisiologicas, organizadas em 6rgaos e tecidos. Todas as células
humanas contém ADN, disposto em séries de subunidades conhecidas como genes. Estima-se
que existam aproximadamente 100 000 genes no genoma humano. Os genes s&o as impressoes
digitais das proteinas. As proteinas podem desempenhar uma grande variedade de fungGes
biologicas, por exemplo, mensageiros, catalisadores e sensores. Estes compostos sdo
responsaveis pela gestdo da maioria das fungdes fisioldgicas e bioquimicas, em humanos e em
todos os outros organismos vivos. Nas ultimas décadas, tem vindo a ser reconhecido que muitas
doengas importantes tém uma base genética. Esta agora bem estabelecido que os genes
desempenham um papel importante no cancro, em doengas cardiovasculares, em desordens
psiquiatricas, na obesidade e em doengas metabdlicas. Recursos significativos estdo a ser
dirigidos a pesquisa genomica com base na nogdo de que as sequéncias de nucleétidos de um
gene particular e o seu produto de proteina previsto conduzirdo a uma compreensao da sua fungéo
em celulas ou tecidos saudaveis ou com funcionamento deficiente. Por sua vez, espera-se que
esta compreensao conduza a abordagens terapéuticas e de diagndstico, focalizadas em alvos
moleculares associados ao gene e a proteina que este expressa. O primeiro passo do percurso
para o desenvolvimento destas aplicagGes é identificar os genes especificamente envolvidos nas
diferentes categorias de doencas. A aplicagdo deste conhecimento pode produzir novos e
valicsos marcadores, identificando as regides que produzem doencas importantes, para serem
usados para beneficios de diagnostico e terapéuticos.

Confrontados com a elevada complexidade do genoma humano, estdo a ser usadas
muitas abordagens para desenredar a relagao entre a estrutura e a fungao do gene primario. Uma
abordagem bem publicitada é concretizada no Projecto de Caracterizagao do Genoma Humano,
onde a sequéncia de todos os genes individuais em todo o genoma humano esta a ser
persistentemente determinada. Presentemente, porém, pouca informagao pode ser directamente

recuperada sobre o funcionamento dos genes identificados e ainda menos acerca dos padrées de
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expressao temporal e espacial do organismo em desenvolvimento ou maduro. Qutras abordagens,

tais como a sequenciacao aleatoria de ADNc, envolvem a determinacio da sequéncia de todos os
genes expressos num certo tecido, ou fase de desenvolvimento, de um organismo. Tal como

varias outras estratégias, esta & morosa e propensa a numerosos problemas.

Ainda que a imensa quantidade de dados obtidos a partir de programas de sequenciagao
em grande escala seja um enorme beneficio para a comunidade cientifica, um dos principais
problemas encontrados com estas abordagens drasticas ¢ a falta de informagéo especifica que
pode ser recuperada, sem significativamente mais trabalho, sobre a biologia de cada um dos
genes individuais.

Varias outras abordagens tém sido empreendidas pelos bidlogos moleculares para obter
informagao mais especifica sobre o suporte genético de processos biolégicos particulares. Estas
abordagens assentam num conceito comum. Um gene, ou subconjunto de genes, & activado,
iniciando o estado saudavel, patologico ou de desenvolvimento, de um tipo de 6rgéo ou célula.

Num grande numero de sistemas experimentais, tem sido aplicado com sucesso o
isolamento de genes, com base na sua expressao diferencial. A pesquisa diferencial e a
hibridagao subtractiva de bibliotecas de ADNc tém sido bem estabelecidas, cf. Zimmerman et al.
(1980) e Davis et al (1979). A pesquisa diferencial de bibliotecas funciona bem na pratica para
genes que sao expressos em niveis elevados, mas os ARNm de pouca abundéncia sdo dificeis
de isolar. A hibridag&o subtractiva proporciona uma pesquisa mais sensivel, mas requer grandes
quantidades de ARN. Mais recentemente, métodos de impresséo digital de ARN (frequentemente
designados por exibigao diferencial ou DD/RT PCR) tém sido acrescentados a estas ferramentas,
oferecendo novas e atractivas possibilidades para o isolamento de genes. Os métodos de
impressao digital de ARN sao baseados em PCR e, deste modo, ndo requerem grandes
quantidades de ARN para as experiéncias. Para além disso, os métodos de impressdo digital de
ARN permitem a pesquisa de um grande numero de amostras de ARN, para determinagdo de
ARNm especificos, em simultaneo. Seria possivel a investigagao de uma grande gama de estados
patogeénicos em desenvolvimento e dos seus controlos. Até & data, dois métodos de impressao
digital de ARN tém provado ser uteis para o isolamento de genes. Em 1992, Liang et al. publicaram
um protocolo (Patente US 5 262 311), imediatamente apos ter sido apresentado um protocolo de
Welsh et al. (1992). Ambos os métodos comegam com a sintese de ADNc a partir de ARN usando
pelo menos um iniciador arbitrario para a iniciagao da sintese das primeira e sequnda cadeias.
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Welsh et al. (1892) desenharam um protocolo no qual o mesmo oligbmero 20-mero

arbitrario é usado para a sintese da primeira e segunda cadeias. Usando iniciadores arbitrarios,
apenas um subconjunto dos ARNm sera transcrito em ADNc. As amostras de ADNc sio depois
usadas para uma PCR padrdo com os mesmos iniciadores. Um dos dNTP na mistura de PCR
contém um marcador radioactivo (5S ou 32P) para visualizagdo dos fragmentos de PCR por PAGE.
Os métodos de Liang e Welsh baseiam-se em pelo menos um pequeno iniciador arbitrario para a
seleccao de ADNc especificos. Como consequéncia, as temperaturas de hibridagdo sdo baixas
(~40°C), e todos os fragmentos de ADNc amplificados tém origem num certo grau de iniciagdo mal
emparelhada. Mais tarde, varios outros grupos produziram refinamentos e optimizagdes
conduzindo a uma abundancia de artigos descrevendo a utilidade do método (Bauer e Warthoe et
al. 1993; Warthoe et al. 1995; Liang e Warthoe et al. 1995; Rohde e Warthoe et al. 1996).

OBJECTIVO DO INVENTO

Um objecto do presente invento é proporcionar novos métodos e meios para investigagio
dos padres de expressdo em células, especialmente em células eucaridticas. Os resultados
destas investigagées podem ser usados no desenvolvimento de drogas, na identificacio de
genes, no diagnéstico de doengas etc., e deste modo estes métodos melhorados sao altamente
desejaveis.

SUMARIO DO INVENTO

No seu ambito mais alargado, o invento refere-se a um método para a preparacéo de uma
biblioteca subdividida de fragmentos de ADNc amplificados a partir de uma regido de codificagdo
de ARNm contido numa amostra, 0 método compreendendo os passos de

a) submeter o ARNm derivado da amostra a transcrigdo inversa usando pelo menos um
iniciador de ADNc, obtendo-se desse modo fragmentos de ADNc da primeira cadeia,

b) sintetizar o ADNc da segunda cadeia, complementar com os fragmentos de ADNc da
primeira cadeia, usando os fragmentos de ADN da primeira cadeia como molde, obtendo-se
desse modo fragmentos de ADNc de cadeia dupla,

c) digerir os fragmentos de ADNc de cadeia dupla com pelo menos uma endonuclease de
restrigdo, obtendo-se assim fragmentos de ADNc clivados,
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d) ligar pelo menos dois fragmentos de adaptador ans fragmentos de ADNc clivados obtidos
no passo c), de modo a obter fragmentos de ADNc ligados, e

e) submeter os fragmentos de ADNc ligados obtidos no passo d) a um procedimento de
amplificagdo molecular de modo a obter fragmentos de ADNc amplificados, no qual se usa,
para um fragmento de adaptador usado no passo d), um conjunto de iniciadores de
amplificag&o possuindo a férmula geral

5—Com-Nn1—3' Ii

onde Com é uma sequéncia complementar com pelo menos a extremidade 5' de um
fragmento de adaptador que est4 ligado a extremidade 3' de um fragmento de ADNc clivado, N
é A G TouC, entéuminteiro 20, e onde pelo menos um conjunto de iniciadcres tem a
formula geral Il onde n1 > 0, sendo o referido pelo menos um conjunto capaz de iniciar a
amplificagdo de qualquer sequéncia de nucledtidos ligada na sua extremidade 3' ao fragmento
de adaptador complementar na sua extremidade 5' a Com.

Em comparagdo com a arte anterior, a vantagem global do invento é que a biblioteca
resultante de fragmentos de ADNc contém sequéncias de acido nucleico de todas as partes de
ADNc que sdo produzidas no passo a). As técnicas da arte anterior que, ia., se baseiam numa
iniciagdo de ADNc com poli-dT, tém tendéncia para apenas produzirem fragmentos derivados das
longas regides ndo traduzidas do ARNm. Adicionalmente, pela afinagdo das condicées em cada
passo, o método do presente invento resulta na reprodugédo altamente especifica da informagao
das sequéncias que estd presente no ARNm, mesmo em ARNm que apenas esta presente em
quantidades relativamente baixas. Adicionalmente, seleccionando a composi¢do oOptima da(s)
endonuclease(s) & possivel obter fragmentos de ADNc que sdo derivados, numa muito grande
percentagem, do numero total de genes transcritos em células relevantes.

O presente método permite a visualizagdo pretendida de genes conhecidos usando
combinagdes de iniciadores, correspondendo a sequéncias do gene de interesse. isto tem a
vantagem de todos os passos do procedimento e do sistema biolégico poderem ser facilmente
verificados. Também, andlises de expressao muito especificas podem ser realizadas em genes
relacionados com uma homologia muito elevada, o que ndo podia ser conseguido usando a
tecnologia da hibridagao.
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Resumidamente, no método do invento, passos adicionais envolvem o isolamento de
bandas de interesse a partir de um gel, a sua clonagem e sequenciagdo. A informagdo da
sequéncia permite a reamplificagdo de bandas individuais, usando iniciadores com as extensdes
apropriadas de 34 nucledtidos. Quando realizadas sobre um gel, estas reacgdes mostrarao
apenas una ou apenas algumas bandas por pista, proporcionando uma determinagio inequivoca
da identidade da banda.

Uma vez que a presente tecnologia utiliza, para visualizagdo, iniciadores marcados na sua
extremidade, a tecnologia pode ser usada tanto com tecnologia padrdo envolvendo
radioactividade, como com iniciadores marcados por fluorescéncia, sem a necessidade de
optimizagao adicional.

O invento refere-se também a métodos para detectar diferengas entre niveis de expressao
em células que foram submetidas a condigdes diferentes e a métodos para o diagnostico de
doengas.

Apresenta-se a seguir uma breve discussdo sobre os termos usados no presente pedido

de patente:

"Uma biblioteca subdividida de fragmentos de ADNc amplificados” &, no presente contexto,
uma biblioteca de fragmentos de ADNc amplificados que esta dividida num certo nimero de
amostras separadas, cada amostra sendo definida pelas sequéncias dos terminais dos fragmentos
amplificados. Por exemplo, uma amostra pode conter fragmentos amplificados que séo todos
caracterizados por terem a sequéncia 5-Com-AGC- numa das cadeias, enquanto que outra
amostra contém fragmentos amplificados possuindo a sequéncia 5'-Com—AAT numa das cadeias.
Para uma discusséo do significado de "Com", cf. abaixo.

‘Uma  biblioteca normalizada® € uma biblioteca contendo uma representacdo
substancialmente igual de cada ARNm, isto &, aproximadamente o mesmo nimero de copias de
cada ARNm.

“Transcrig@o Inversa" tem o seu significado usual na arte, isto &, sintese de ADN usando
ARN como molde e efectuada por uma enzima possuindo actividade de transcriptase inversa.
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"Fragmento de adaptador” pretende designar uma sequéncia de acido nucleico contendo

uma sequéncia conhecida que pode ser usada como molde para um iniciador num procedimento
de amplificagdo molecular subsequente tal como a PCR. O fragmento de adaptador é
adicionalmente caracterizado pela sua capacidade de se integrar na extremidade de um fragmento
de ADNc que foi previamente clivado com uma endonuclease de restrigio no passo c). Na maior
parte dos casos, a endonuclease de restrigdo deixa fragmentos possuindo "extremidades
coesivas’, com as quais o fragmento de adaptador hibridara facilmente e depois o fragmento de
adaptador é ligado ao ADNc pela acg&o de uma ADN-ligase.

DESCRICAQ DETALHADA DO INVENTO
Descreve-se a seguir em detalhe o impacto de cada um dos passos, ver Figuras 1 e 7.

Passo a)

O objectivo do passo a) € produzir uma mistura de fragmentos de ADNc da primeira cadeia
que é optimizada na sua composi¢do para realizar os passos subsequentes. Aplicam-se um certo
nimero de consideragdes:

Em primeiro lugar, para reduzir o "ruido de funda”, prefere-se que a hibridagao do iniciador
de ADNc ao ARN no passo a) seja realizada sob condigdes de elevado rigor, assegurando-se
assim que € introduzido um minimo de erros de emparelhamento no ADNc em relagdo ao ARNm,
isto é, a uma temperatura acima de 50°C.

Em segundo lugar, € desejavel obter copias de sequéncias derivadas de todas as partes
de ARNm de modo a obter informagéo relativa a parte traduzida do ARNm. Os métodos da arte
anterior para a transcrigao inversa de material eucarittico tém muitas vezes utilizado poli-dT como
iniciadores de ADNc. Contudo, esta estratégia tem a desvantagem de o material transcrito
inversamente de um modo mais eficiente se situar na zona ndo traduzida dos genes de interesse.
Deste modo, as unicas partes do ARNm que se tornam "visiveis" apos, e.g., um procedimento de
PCR, serao muito frequentemente derivadas de regides ndo traduzidas do ARN. A razao para isto
reside em dois aspectos. Em primeiro lugar, a abordagem de poli-dT tem a consequéncia de o
ponto de iniciagao da transcri¢do inversa se situar muito longe e.g. do codéo de inicio em relagéo
ao operao em questdo. Em segundo lugar, o ARNm pode incluir estruturas f.g. estruturas em
"gancho” devido ao emparelhamento de bases intra-cadeias) que bloqueiam a transcrigdo inversa
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e, por iniciar sempre a transcricao inversa num terminal de um gene, estas estruturas bloqueardo

estatisticamente a transcri¢do inversa de um certo nimero de regiGes traduzidas.

No presente invento, prefere-se assegurar sdo produzidos no passo a) ADNc que sdo
representativos de todo o gene, incluindo as regides traduzidas.

Numa concretizagdo preferida, a mistura reaccional com a amostra compreende um
iniciador de ADNc, sendo o referido iniciador de ADNc suficientemente complementar com o ARN
alvo presente na amostra para com ele hibridar e iniciar a sintese de uma molécula de ADNc de
cadeia simples complementar ao referido ARN alvo e a mistura reaccional compreende um tampao
apropriado que compreende todos os quatro trifosfatos de desoxirribonucledsido e um catido
bivalente seleccionado de entre o grupo de Mg2* e Mn2* numa concentragao entre 0,1 e 5 mM.

O objectivo do metodo do invento é obter uma subdivisido do ADNc produzido. Quando o
ARNm é derivado de um sistema eucariotico, o pelo menos um iniciador de ADNG pode incluir uma
cauda oligo ou poli dT na extremidade 5', com a formula geral 5'—d Taz—Va—Nas—3', na qual dT é
desoxitimidilo, V&€ A, Gou C,Né A, G, Cou T, n2 & um inteiro > 1, n3é 0 ou 1, se n3 for 0 entdo
n4 & 0 e se n3 for 1 entdo n4 € um inteiro > 0. Claro que, quando n3 e n4 sdo ambos zero, entéo o
iniciador € um iniciador de ADNc poli- ou oligo-dT vulgar. Contudo, quando n3 & 1, entdo o iniciador
é de facto uma composicéo de iniciadores que sera capaz de iniciar a transcricio inversa de
qualquer ARNm possuindo uma cauda poli-A. Se a amostra original de ARN estiver subdividida, e
cada sub-amostra for submetida a transcrigéo inversa que utiliza um dos iniciadores possiveis
possuindo a formula anterior onde n3 € 1, entdo o resultado é um numero de amostras de ADNc de
cadeia simples que s@o diferentes umas das outras na extremidade 5'.

Por exemplo, quando r3 & 1, usam-se 3 x 4™ grupos de iniciadores de ADNc, cada um
dos grupos sendo distinto de qualquer outro em relagdo a estrutura —Vai—Na—. Nesta
concretizagao, a amostra de ARNm esta convenientemente subdividida em 3 x 4+ aliquotas que
sdo submetidas, cada uma em separado, ao passo a) utilizando um dos 3 x 4n¢ grupos de
iniciadores de ADNc, obtendo-se desse modo uma subdivisio do ADNc da primeira cadeia em
3 x 40 amostras separadas. Normalmente, n4 sera 0 ou 1, resultando em 3 ou 12 amostras
respectivamente.

Quando o material de partida ndo é eucariotico ou quando ndo é intengdo comegar
necessariamente a partir da parte do gene transcrito que esta mais remota em relagdo ao codo de
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inicio da tradugdo, o pelo menos um iniciador de ADNc nao inclui uma cauda poli ou ofigo dT na

extremidade 5'. ou. altemativamente, usam-se peio menos dois iniciadores de ADN¢ dos quais
pefo menos um inclui uma cauda poli ou oligo dT na extremidade 5' e dos quais pelo menos um
segundo ndo inclui uma cauda poli ou oligo dT no extremidade 5'. Preferivelmente, o iniciador de

ADNc que no inclui uma cauda poli ou oligo dT na extremidade 5' tem a estrutura seguinte:
5'-NxTTA-3' ou 5'=-N,CTA-3' ou 5'~N,TCA-3',

naqualNéA, G, TouC, xéuminteiro 1 < x < 20. Claro que isto corresponde & iniciagdo de ADNc
comegando a partir de qualquer coddo de paragem da tradugéo. Em relagéo as concretizagbes
anteriores utilizando um iniciador com cauda poli- ou oligodT, isto €, preparando iniciadores
possuindo todas as permutagGes possiveis representadas no grupo N, é possivel compor os
iniciadores de modo a corresponderem a qualquer sequéncia possivel precedendo um codao de
paragem, assegurando-se desse modo a iniciagdo de todas as sequéncias possuindo um codao
de paragem na sua sequéncia.

Passo b

Este passo é realizado por metodos bem conhecidos na arte. Contudo, prefere-se que o
passo b) seja realizado sob condigbes que minimizem a formagéo de erros de empareihamento
entre os nucledtidos na primeira e na segunda cadeias de ADN. O procedimento de ADNc de
cadeia dupla pode ser realizado de acordo com métodos padrio, conforme descrito em
Sambrook et al. (1989). Contudo, uma vez que as polimerases padrio podem ter dificuidades na
sintese de regides contendo estruturas secundarias ou com um elevado teor de GC, a RNase H
termostavel (RNase H Termostavel Hibridase, US 5 268 289) e a ADN-polimerase termostavel rBst
do Bacillus stearothermophilus auxiiam a ultrapassar algumas das limitagdes de que sofrem as
polimerases padréo (polimerases de baixa temperatura).

Passo c)

Apés a preparagdo e subdivisdo optima do ARNm obtido no passo b), cada uma das
diferentes amostras de ADNc é digerida com pelo menos uma enzima de restrigao para produzir
fragmentos com um tamanho que possam ser separados usando um método de fraccionamento
por tamanhos apropriado.

A escolha da enzima de restricio é baseada grandemente na frequéncia dos locais de
clivagem numa dada amostra de ADNc. Demasiados locais de clivagem em cada fragmento de
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ADNc resultardo em fragmentos muito pequenos, e vice versa. Optimamente, a pelo menos uma

enzima devera clivar cada ADNc para dar fragmentos com o tamanho desejado. Estatisticamente,
nao é possivel clivar cada ADNc mas, por outro lado, uma muito grande percentagem pode ser
clivada seleccionando uma enzima ou combinagdo de enzimas adequada. Prefere-se que o
método do invento utilize pelo menos uma enzima de restricao seleccionada de modo a assegurar
que pelo menos 60% dos ADNc sao clivados, mas percentagens mais elevadas tais como pelo
menos 65%, pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, ou mesmo pelo menos 85%,
sdo mais preferidas.

O invento devera usar enzimas de restricdo que deixem exiremidades protuberantes
(extremidades coesivas) nos terminais do ADN apos a digestdo no passo ¢), uma vez que isto
facilita grandemente a introdug&o dos fragmentos de adaptador no passo d).

Como sera evidente do anteriormente exposto, é importante a frequéncia com a qual a
endonuclease de restricdo faz a clivagem. A pelo menos uma enzima de restricido ¢
preferivelmente seleccionada de modo a clivar cada ADNc completo numa média de cerca de 3
fragmentos. Devera ser entendido que alguns dos ADNc obtidos a partir dos passos anteriores nao
serdo de todo cortados (ainda que isto tenha uma incidéncia rara quando a(s) enzima(s) de
restricdo € (sd@o) cuidadosamente escolhida(s)) enquanto que outros serdo cortados com uma
frequéncia elevada. Tem sido salientado que a utilizag&o de um cortante raro de 4 bases como a
pelo menos uma endonuclease de restrigdo (tal com os cortantes de 4 bases Acil, Alul, Bfal, BstUl,
Cspél, Onpl. Dnpll, Haelll, Hhal, HinP1, Hpall, Mbol. Mnll, Msel. Mspl, Nialll, Rsal, Sau3Al, Tail, Taql e
Tsp509l), assegura o desempenho Optimo do método do invento. Pela utilizacdo de um tal cortante
raro de 4 bases, a utilizagdo de apenas 1 enzima de restrigdo no passo c) é suficiente e resulta

numa produgao superior.

Alternativamente, pode-se usar uma combinagdo de endonucleases de restricdo, na qual
um equilibrio de e.g., cortantes de 6 bases e cortantes de 4 bases assegura uma distribuicio
razoavel de dimensdes de fragmento. Por exemplo, a utilizagdo de uma primeira enzima de
restricdo €.g., um cortante de 6 bases), que cliva estatisticamente pelo menos 20% do ADNc
completo, derivado da amostra de ARNm, em dois subfragmentos, e de uma segunda enzima de
restricdo (e.g., um cortante de 4 bases), que cliva estatisticamente pelo menos 50% dos referidos
subfragmentos em 3 subfragmentos adicionais, resultard também numa série de fragmentos
adequados para posterior fraccionamento por tamanhos.




87 220
EP 0981 609/PT

10
Passo d

A(s) mistura(s) obtida(s) no passo c) é(sdo) depois submetida(s) a uma reacgio na qual se
adicionam fragmentos de adaptador a ambas as extremidades dos fragmentos de ADNc de cadeia
dupla obtidos. Como acima mencionado, esta parte do procedimento é grandemente facilitada por
os fragmentos de ADNc clivados possuirem extremidades protuberantes "coesivas”, porque se
podem preparar faciimente fragmentos de adaptador pré-desenhados que se ajustam a estas
extremidades protuberantes.

Os fragmentos de adaptador (ou ancoras) séo adicionados aos fragmentos clivados de
modo a obter "ordem no caos" no passo subsequente. Adicionando sequéncias conhecidas aos
terminais dos fragmentos clivados, séo criados alvos para iniciadores de amplificagdo especificos,
que podem ser desenhados especificamente com o objectivo de amplificar as sequéncias que
estao de acordo com os fragmentos de adaptador. O materiai assim obtido (molde primario) pode
ser pré-amplificado, usando iniciadores complementares das sequéncias de adaptador ligadas,
dando origem a um molde secundario. A pré-amplificagéo do molde primario permite a produgéo
de quantidades virtualmente ilimitadas de molde a partir de uma preparacdo de ARN, evitando a
necessidade de isolamentos repetidos.

A sequéncia de adaptador € assim seleccionada de modo a servir como ponto de partida
para a polimerizagao de ADN numa reacgdo, e.g., PCR. As sequéncias de adaptador sdo
construidas de modo a que os locais especificos de endonucleases ndo sejam regenerados apds
a ligagao do referido adaptador.

Pelo menos um fragmento de terminagdo é também ligado & extremidade 3' de cadeias
simples de fragmentos de ADNc clivados, introduzindo o referido pelo menos um fragmento de
terminagao um bloqueio contra a polimerizagdo de ADN no sentido 5'—3', iniciando-se a partir do
pelo menos um fragmento de terminacéo, e o referido pelo menos um fragmento de terminagéo
sendo incapaz de hibridar com qualquer iniciador dos pelo menos dois conjuntos de iniciadores
no passo f) durante o procedimento de amplificagdo molecular.

O aspecto anterior € um procedimento muito importante quando combinado com a
utilizagdo de detecgao efectuada por iniciadores marcados no passo de amplificagdo, no qual
apenas um membro do par de iniciadores esta marcado enquanto que o outro é desenhado de
modo a dividir os produtos amplificados de acordo com a sua composigao de bases adjacente ao
fragmento de adaptador. Um aspecto importante é que um fragmento de ADNc de cadeia simples
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que foi provido de um fragmento de terminagdo ndo sera amplificado, porque nenhum dos

iniciadores sera capaz de hibridar com os produtos de um primeiro ciclo de polimerizagao, no qual
um tal fragmento era o molde, ver Figura 7. Em segundo lugar, a abordagem abre a possibilidade
de remover o "ruido” de fundo numa fase de detecgdo subsequente.

Normalmente, o pelo menos um fragmento de terminagdo compreende ou & uma
sequéncia de nuclettidos modificada quimicamente, tal como, por exemplo, uma sequéncia de
nucieotidos que compreende um didesoxinucledtido na extremidade 3'; esta técnica de terminagdo
¢ bem conhecida, e.g., da técnica de sequenciagdo de terminagdo de cadeias de acordo com
Sanger. Sob circunstancias normais, de acordo com o invento, o didesoxinucleétido devera estar
ligado de um modo covalente & cadeia de nucledtidos de modo a evitar a perda do
didesoxinucledtido durante os ciclos de amplificagdo subsequentes. E conseguida uma
estabilizagao superior se o didesoxinucleétido estiver fosforilado.

Conforme anteriormente mencionado, a ligacdo dos fragmentos de adaptador efou de
terminagdo aos fragmentos de ADNc clivado no passo d) & convenientemente conseguida por
hibridagdo dos fragmentos de adaptador a extremidades coesivas do ADNc resultante da clivagem
no passo ¢) e submetendo o produto & acgdo de uma enzima possuindo actividade de ADN-ligase.
Pode-se usar qualquer ADN-ligase adequada conhecida na arte.

Passos e) e f)

O passo e) do método do invento resulta no ordenamento final dos fragmentos de ADNc
modificados do passo d).

O iniciadores possuindo a estrutura com a formula | (passo f) sdo desenhados de modo a
amplificarem selectivamente fragmentos de ADNc de cadeia dupla sintetizados obtidos no passo
b) ou subconjuntos predefinidos dos fragmentos adaptados obtidos no passo d). Podem ser
vislumbradas varias formas de conseguir isto, mas a estratégia principal consiste em iniciar a
amplificacdo numa série de reacgbes em separado onde a sequéncia de nucledtidos de um
iniciador numa reacgao assegura que os produtos ampfificados dessa reacgdo sdo diferentes dos
obtidos a partir de qualquer uma das outras reacgbes e que todas as reacgdes resultam na
amplificagdo de todos os fragmentos obtidos no passo d), respectivamente.

Ainda que o pelo menos um conjunto de iniciadores de amplificagdo com a formula | tenha
um n1 que ¢ 2 0, prefere-se que n1=1, n1=2, n1=3 ou n1=4 num dos iniciadores, porque o nimero
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de fragmentos de iniciador, a ser usado nas reacgGes de modo a cobrir todos os trechos de

nucledtidos possiveis adjacentes ao fragmento Con ou de adaptador, é faciimente manejavel. Por
exemplo, se n1=5, seria necessario usar 45=1024 iniciadores diferentes de modo a obter a
amplificagdo de todas as sequéncias de nucledtidos possiveis adjacentes ao fragmento de
adaptador relevante, e uma vez que a concretizacao preferida do invento requer que cada um
destes iniciadores seja usado numa reacgdo em separado, o trabalho envolvido seria
problematico.

Prefere-se também que em um dos iniciadores n=0, e ¢ especialmente preferido que este
iniciador seja marcado, de modo a facilitar a determinagdo dos fragmentos amplificados. Assim,
nas concretizagdes mais preferidas do invento, os fragmentos de ADNc adaptados sao
amplificados num certo numero de reacgdes em separado nas quais se usa um iniciador marcado
(que e normalmente idéntico em todas as reacgdes) e pelo menos um iniciador ndo marcado que ¢
um membro do conjunto de iniciadores acima descrito onde n >1. Prefere-se que este conjunto de
iniciadores de amplificagao com a formula | na qual n1>0 compreenda todas as combinagdes e
permutacdes possiveis de A, G, T e C no grupo Nui, uma vez que isto assegurara que todos os
fragmentos de ADNc possiveis podem ser amplificados pelo conjunto.

Deste modo, os fragmentos de ADNc ligados sdo subdivididos num certo nimero de
amostras antes da amplificagdo molecular no passo f), e cada amostra ¢ submetida & amplificagao
usando um subconjunto do conjunto de iniciadores de amplificagdo e, na concretizagao mais
preferida, os fragmentos de ADNc ligados do passo d) sdo subdivididos em 4" amostras que séo,
cada uma, submetidas em separade ao passo f), onde se usa um iniciador de amplificagao
marcado conforme acima descrito (n1=0) e um iniciador do conjunto de iniciadores de amplificagao
conforme acima definido (n>0), sendo o referido um iniciador distinto de qualquer um dos
iniciadores usado para a amplificagdo de quaisquer outras amostras. Utilizando esta abordagem, os
fragmentos de ADNc originaimente transcritos de modo inverso e clivados sao subdivididos em 40
amostras que podem ser submetidas a passos adicionais.

Passos Adicionais e Aplicacdes

O material obtido a partir da séria de reacgdes acima descrita pode agora ser utilizado de
varias formas. Normalmente, € realizado um passo adicional de separagdo dos fragmentos
amplificados obtidos a partir do procedimento de amplificagio molecular. Este resulta numa mistura
de fragmentos amplificados que s&o separados e.g., por separacao de tamanhos, pela mobilidade
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em electroforese em gel ou por qualquer método cromatografico adequado. Além disso, &

normaimente realizado um passo de identificagdo (e.g., por visualizagio destes fragmentos
separados) para ‘efeitos de arquivo’, a mistura separada de fragmentos sera normalmente
comparada com algum tipo de referéncia que pode ser material obtido do mesmo ou de outro tipo
de célula.

A visualizagdo dos fragmentos separados pode ser conseguida, conforme acima
mencionado, pelo facto de um dos iniciadores na reacgdo de amplificagdo estar marcado, mas
estdo obviamente disponiveis outros metodos. Por exemplo, uma sonda especificamente marcada
que, e.g., se liga a uma das sequéncias de adaptador, permitira visualizar os fragmentos, mas
também nucleotidos marcados, que foram incorporados nos fragmentos durante o procedimento de
amplificagéo (e.g., uma PCR), constituira obviamente meios adequados para a detecgao (e.g., por
incorporag&o de alfa dNTP radioactivo ou fluorescente no fragmento de ADNc durante a PCR, onde
N=AC, T UouG).

Contudo, prefere-se que a visualizagdo de Fragmentos Derivados de ARN (RDF, "RNA
Derived Fragments") especificos seja conseguida usando iniciadores que estdo marcados
radioactivamente ou por fluorescéncia e que sdo homologos dos adaptadores. As temperaturas de
hibridagao comparativamente elevadas (valor limite de 65°C a 56°C) que sdo preferivelmente
usadas asseguram que os eventos de polimerizagéo terdo origem predominantemente a partir de
uma iniciagdo perfeita de sequéncias de adaptador e de bases selectivas adjacentes. As
intensidades de banda s@o grandemente uma fungdo da concentragao inicial do molde enquanto
que as intensidades de banda dos métodos de Exibic&o Diferencial ("Differentiat Display”) originais
dependem da qualidade do emparelhamento entre o molde individual e o iniciador. A visualizagao
de ARNm raros usando os métodos do presente invento sera menos dificultada pela representacdo
excessiva de sinal de ARNm altamente abundantes. Tal como no caso da iniciagdo arbitraria, a
amplificagdo com erros de empareihamento e os RDF abundantes ficam fora de competicdo na
amplificagéo de fragmentos raros de pares de bases perfeitos. As nossas experiéncias sugerem
que uma quantidade tdo pequena quanto 100 moléculas pode ser detectada em ensaios de rotina
num dado molde. Isto corresponde a menos do que 1 transcrito por célula no tecido original.

Uma outra parte do invento refere-se a utilizagdo do método do invento para comparar os
niveis de expressdo em diferentes células. Uma forma de o consequir consiste em determinar a
alteragao da expressdo, por comparagao com a expressdo numa célula de referéncia ou num
grupo de celulas de referéncia, de um produto de expressdo numa célula ou grupo de células que
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foi submetido a um primeiro conjunto de condigdes que influenciam o padrdo de expressao da

referida celula ou grupo de células, sendo a referida célula ou grupo de células de referéncia
submetidos a um segundo conjunto de condigdes, compreendendo o método proporcionar uma
amostra contendo ARN da célula ou grupo de células e submeter a amostra ao método do invento
para subdivisdo, obtendo-se desse modo dados descrevendo os fragmentos de ADNc
amplificados derivados da amostra, proporcionar dados de referéncia descrevendo fragmentos de
ADNc ampliticados derivados de uma amostra de referéncia contendo ARN da célula de referéncia
ou grupo de células de referéncia, sendo os dados de referéncia obtidos submetendo previamente
a amostra de referéncia ao metodo do invento, subsequentemente efectuar uma comparagao entre
os dados e os dados de referéncia para identificar os fragmentos de ADNc que sdo expressos em
diferentes niveis nos dois conjuntos de dados, e depois utilizar os fragmentos de ADNc expressos
diferencialmente para determinar quais os produtos de expressao que sao sujeitos a uma alteragéo
no nivel de expressdo. Por outras palavras, o método do invento é realizado duas vezes com
base em duas amostras de ARN diferentes derivadas de células submetidas a condi¢des
diferentes.

Normalmente, os dados e os dados de referéncia sdo seleccionados de entre o grupo
consistindo em pesos moleculares aparentes dos fragmentos de ADN amplificados, M dos
fragmentos de ADNc amplificados, quantidade absoluta dos fragmentos de ADN amplificados, e
quantidades relativas dos fragmentos de ADN amplificados. Os dados de referéncia podem ainda
ser extraidos a partir de uma base de dados contendo os dados de referéncia definidos
anteriormente e opcionalmente informag&o adicional referente & origem genética de cada fragmento
de ADNc amplificado a partir da referéncia.

Relacionado com o aspecto anterior, o invento permite também o diagndstico de uma
doenca que e caracterizada por um desvio (aumento ou redug&o) no nivel de expressao do pelo
menos um produto de expressao em pelo menos um tipo de célula, compreendendo o método
proporcionar uma amostra contendo ARN derivado de pelo menos um tipo de célula, submeter a
amostra ao metodo do invento obtendo desse modo dados descrevendo os fragmentos de ADNc
amplificados derivados da amostra, proporcionar dados de referéncia descrevendo fragmentos de
ADNc amplificados derivados de uma amostra de referéncia contendo ARN derivada do mesmo
tipo de células de um sujeito ndo sofrendo da doenga, sendo os dados de referéncia obtidos
submetendo previamente a amostra de referéncia ao método de acordo com o invento, e
subsequentemente efectuar uma comparagao entre os dados e os dados de referéncia em relagdo
aos fragmentos de ADNc que se sabe estarem relacionados com a doenga, e avaliar se existe ou
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nao uma diferenga significativa entre os dados e os dados de referéncia de modo a estabelecer se

o nivel de expressao do produto de expressado apresenta ou nao desvios.

Tal como para a concretizag&o anterior, também aqui os dados e os dados de referancia
sdo seleccionados de entre o grupo consistindo em pesos moleculares aparentes dos fragmentos
de ADN amplificados, M: dos fragmentos de ADN amplificados, quantidade absoluta dos
fragmentos de ADN amplificados e quantidades relativas dos fragmentos de ADN amplificados, e
também aqui os dados de referéncia podem ser extraidos a partir de uma base de dados
contendo os dados de referéncia definidos anteriormente e opcionalmente informagéo adicional
referente & origem genética de cada fragmento de ADNc amplificado a partir da referéncia.

As misturas de fragmentos amplificados obtidos do passo f) do método do invento podem
também ser usados para preparagao de uma superficie (microplaca, "chip") revestida com
fragmentos de ADNc. Isto pode ser realizado

— submetendo uma amostra contendo ARN ao método de subdivisdo do invento incluindo os

passos de separagao, e

— transferindo os fragmentos de ADNc amplificados separados para uma superficie de
microplaca adaptada para se ligar de modo estavel aos fragmentos de ADNc amplificados
separados mantendo o seu padrao de distribuicdo espacial relativa.

Alternativamente, uma tal microplaca pode ser preparada

— submetendo uma amostra contendo ARN ao método do invento sem realizar a separagéo, e
depois

— separando, por electroforese, os fragmentos de ADNc¢ amplificados assim obtidos sobre
uma superficie particular adaptada para se ligar de modo estavel aos fragmentos de ADNc
amplificados separados mantendo o seu padréo de distribuicdo relativa apds electroforese.
Nesta concretizacéo, a electroforese é preferivelmente na forma de micro-electroforese.

A transferéncia para uma superficie & realizada preferiveimente por uma técnica de
transferéncia electroforética, e/fou por técnicas bem conhecidas de acoplamento foto-activado de
quimica organica ou inorganica.
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O invento refere-se também a uma superficie que pode ser obtida pelo método acima
mencionado para a sua preparagdo. Estas superficies sdo consideradas novas e inventivas, uma
vez que as "microplacas de ADN" conhecidas se baseiam na introdugéo especifica de um arranjo
de fragmentos de acido nucleico de estrutura conhecida, enquanto que o presente método
proporciona um ‘“semi-arranjo” contendo fragmentos de ADNc caracterizando uma "situagdo”
especifica para um tipo de celulas especifico, de acordo com a Figura 8.

Uma tal superficie pode, ia., ser usada para a pesquisa de genes dentro de uma familia
de genes. E proporcionada a “microplaca com o arranjo" e depois deixa-se hibridar uma sonda
marcada (que e representativa de uma familia de genes) com a microplaca sob condigdes pouco
rigorosas, fe., nas condigdes descritas nas paginas 94-106 de "Nucleic acid hybridisation. A
practical approach®, editado por H.D. Hames & S.J. Higgins, IRL Press. Um nimero de fragmentos
acoplados a microplaca hibridar&o com a sonda e estes fragmentos podem ser subsequentemente
identificados, isolados e sequenciados/caracterizados de modo a determinar se sdo ou nao
representativos da mesma familia de genes.

Outra utilizagdo destes "semi-arranjos” é na determinagdo da diferenga no padrdo de
expressdo entre uma primeira célula ou tipo de células e uma segunda célula ou tipo de células,
compreendendo o método proporcionar amostras de ARN ou ADNc marcados da primeira e
segunda células ou tipos de células, e subsequentemente pdér em contacto cada uma destas
amostras com uma superficie de microplaca como anteriormente se descreveu, e
subsequentemente detectar a quantidade e a distribuicdo de ARN ou de ADNc marcados, ligados,
de cada amostra.

Em todas as circunsténcias, a superficie de microplaca com o ADNc a ela ligado poder ser
produzida, e.g., pelos métodos descritos na EP-0 654 061.

Ainda uma outra parte do invento refere-se a um método para pesquisar as interacgdes
entre uma proteina preé-seleccionada e um fragmento de polipéptido, o método compreendendo a
preparagao de uma biblioteca subdividida de fragmentos de ADNc amplificados resultantes do
passo e), opcionalmente, a adaptagdo dos terminais dos membros da biblioteca de modo a facilitar
a insergao num vector, a inser¢ao dos fragmentos em vectores, a transformagao de uma populagao
de células hospedeiras adequado com os vectores, a cultura das células hospedeiras sob
condicdes que permitam a expressdo de fragmentos de ADNc correctamente inseridos pela célula
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hospedeira e subsequentemente o ensaio dos fragmentos de polipéptido codificados pelos

fragmentos de ADNc inseridos para determinar a interacgdo com a proteina pra-seleccionada.

Uma forma conveniente de conseguir isto é por via de uma técnica de dois hibridos, na
qual as células hospedeiras sdo células eucarioticas (tais como células fingicas, especialmente,
células de levedura) que sdo acopladas ou transfectadas com material de acido nucleico
codificando a proteina pre-seleccionada, o acoplamentoltransfecgao bem sucedidos da(s) célula(s)
resultando numa célula ou células nas quais a interacgdo entre a proteina pré-seleccionada e um
fragmento de polipéptido da origem a um sinal detectavel.

Estes métodos tém atraido recentemente grande atengéo, ia., como consequéncia da
revelagdo em Fromont-Racine et al., Nature Genetics 16, 277-282 (1997), que é aqui incorporada
como referéncia.

Um sistema conveniente para proporcionar o sinal detectavel ¢ pela utilizagdo da Proteina
Verde Fluorescente ("Green Fluorescent Protein”), revelada na EP-A-0 569 170, no qual se usam
como reporter as alteragbes no espectro fluorescente devidas a interacgdes.

DESCRIGAO DAS CONCRETIZAGOES PREFERIDAS
Em primeiro lugar, descrevem-se resumidamente os desenhos.

Fig. 1
A base da Exibi¢ao de Transcritos Expressos Diferencialmente (" Display Of Differentially Expressed
Transcripts™).

Fig. 2
Desenho da ancora e do iniciador de PCR

Fig. 3

Um autorradiograma de um gel de DODET usando a preparagéo celular descrita no Exemplo 1;
células PC12 de feocromocitoma de rato foram estimuladas com Factor de Crescimento de Nervo
(NGF, "Nerve Growth Factor”) e com Factor de Crescimento de Epiderme (EGF, "Epidermal Growth
Factor").
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Pistas 1 - 24, transcrigao inversa usando o iniciador poli T ancorado 5'—T»sAA-3'

Pistas 25 - 48, transcri¢do inversa usando o iniciador poli T ancorado 5'-TsGC-3'

As pistas 1, 5, 9, 13, 17, 21, 25, 29, 33, 37, 41, 45 representam as células PC12 ndo tratadas.

As pistas 2, 6, 10, 14, 18, 22, 26, 30, 34, 38, 42 e 46 representam as células PC12 tratadas com o
factor NGF durante 60 minutos.

As pistas 3, 7, 11, 15, 19, 23, 27, 31, 35, 39, 43 e 47 representam as celulas PC12 tratadas com o
factor NGF durante 80 minutos.

As pistas 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 40, 44 e 48 representam as células PC12 tratadas com o
factor EGF durante 90 minutos.

Pistas 1 - 48, usando os pares seguintes para as amplificagdes pré-PCR:

Iniciador de pré-amplificagéo Taqg/: 5'~CAGCATGAGTCCTGACCGA

Iniciador de pré-amplificagdo Bcll: 5'—CTCGTAGACTGCGTACCGATCA

Para a segunda ampilificagdo por PCR, usaram-se os seguintes pares de iniciadores:

Pistas 1 -4

5 '—CATGAGTCCTGACCGAA

5 '—GACTGCGTACCGATCAA (marcagdo na extremidade 5')
Pistas 5 - 8

5 '—CATGAGTCCTGACCGAA

5'—=GACTGCGTACCGATCAC (marcag@o na extremidade 5')
Pistas 9 - 12

5'—~CATGAGTCCTGACCGAA
5'—GACTGCGTACCGATCAG (marcagao na extremidade 5')
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Pistas 13 - 16

51 —CATGAGTCCTGACCGAA

5'—GACTGCGTACCGATCAT (marcagdo na extremidade 5')
Pistas 17 - 20

5 '—CATGAGTCCTGACCGAC

5'—-GACTGCGTACCGATCAA (marcagao na extremidade 5')
Pistas 21 - 24

5'—CATGAGTCCTGACCGAC

5 ' -GACTGCGTACCGATCAC {marcagéo na extremidade 5)
Pistas 25 - 48

Combinagao de iniciadores repetida das pistas 1 - 24

Fig. 4a
Transferéncia de Northern da sequéncia RDF01 a partir do ARN celular total.

a) células PC12 ndo tratadas, b) tratamento com NGF durante 60 minutos, c) tratamento com NGF
durante 90 minutos, e d) tratamento com EGF durante 90 minutos.

Fig. 4b
Controlo da carga; os extractos de ARN foram submetidos a electroforese sobre um gel de
agarose a 1,2% contendo brometo de etidio e usados como controlo para determinar a

concentragao relativa de ARN em cada pista; a), b), ¢}, e d) os mesmos que na Figura 4a.

Fig. 4c
Transferéncia de Northern da sequéncia RDF02 a partir do ARN celular total.

a) células PC12 n&o tratadas, b) tratamento com NGF durante 60 minutos, ¢) tratamento com NGF
durante 90 minutos, e d) tratamento com EGF durante 90 minutos.
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Fig. 4d

Contralo da carga; os extractos de ARN foram submetidos a electroforcse sobre um gel de
agarose a 1,2% contendo brometo de etidio e usados como controlo para determinar a quantidade
relativa de ARN em cada pista; a), b), c), e d) os mesmos que na Figura 4c.

Fig. 5
Pesquisa de genes modulados por um factor de crescimento.

Pista 1 Marcador de tamanhos em bp (150 bp, 200 bp, 250 bp)

Pistas 2-6 Iniciador de amplificagao 5'-Com-Na1—3' onde Na & GAA
Pistas 7-11 Iniciador de amplificagdo 5'-Com-Ny1—3' onde Nt & GAC
Pistas 12-16 Iniciador de amplificacdo 5'-Com-Nn1—3' onde Nn1 & GAG
Pistas 17-21 Iniciador de amplificagdo 5'-Com-Nn1—~3' onde Nai & GAT
Pistas 22-26 Iniciador de amplificagdo 5'—~Com-Nn1—3' onde Nn1 é GCA

Na pista 11 observase uma regulagdo negativa (“downregulation”) apés 6 dias de
tratamento, enquanto que na pista 16 se observa uma regulagao positiva (“upregulation”) apés 6 dias
de tratamento. Ambas as modulagdes s@o devidas ao factor de crescimento, uma vez que a
regulagao apenas € observada quando o factor de crescimento activo esté presente.

Fig. 6
Pesquisa de genes envolvidos na resisténcia bacteriana.

Pista 1 Marcador de tamanhos em bp (150 bp, 200 bp, 250 bp e 300 bp)
Pistas 2-5 Iniciador de amplificagdo 5'—Com-Na1—3' onde Nqt & GAA
Pistas 6-9 Iniciador de ampilificagdo 5'~Com-Nn1—3' onde Nnj & GAC
Pistas 10-13 Iniciador de amplificagdo 5'-Com-Nn1—3' onde Ny1 & GAG
Pistas 14-17 Iniciador de amplificagdo 5'~Com-Ny1—3' onde Not & GAT
Pistas 18-21 Iniciador de amplificagdo 5'—Com-Nn1—3' onde Nat & GCA

Pistas 22-25 Iniciador de amplificagdo 5'-Com-Ny1—3' onde Nu & GCC
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Nas pistas 89 observa-se uma regulagio negativa, nas pistas 20-21 observa-se uma

regulagao positiva. Ambas as modulagio genéticas sio de potenciais genes envolvidos na
resisténcia a bacteriamicina, Inosina.

Fig. 7

Principio da tecnologia usada nos Exemplos 4 e 5.

Apos a sintese de ADNc-ds, o ADN é digerido com uma endonuclease de 4 pares de
bases e ligam-se ancoras as extremidades do ADNc-ds. Usando iniciadores de desenho especial,
obtém-se os perfis de expressao por amplificagdo dos ARNm em diferentes janelas (sub-fracgdes)
de express&o. O numero de janelas de expressao depende da complexidade da amostra, ie., 64
janelas de expressdo num eucariota.

Fig. 8
Principios de uma superficie de ADN (microplaca de ADN) para a identificagdo de genes.

Apés separagao por tamanhos dos fragmentos de ADN, os fragmentos de ADN sdo
transferidos para uma membrana de nylon usando um principio electroforético. A membrana &
hibridada com uma sonda de ADN complexa gerada usando o principio do invento.
Alternativamente, a membrana pode ser hibridada com um Gnico gene para identificar novos
membros de uma familia de genes particular. Na coordenada x, a membrana esta dividida em 64
janelas de expressao e na coordenada y esta dividida em tamanho de pares de bases (de 50
pares de bases a 1200 pares de bases) de acordo com o principio descrito na Figura 7.

Fig. 9
Principio de geragao de 64 amostras de ADNc da exiremidade 3'

Passo 1
Produgao de ADNc de cadeia simples usando o oligonucleétido 5'-coni—T,V, onde cony &
um oligonucledtido com entre 1-100 nucledtidos, n esta entre 540 e V é uma mistura de A, C e G.

Passo 2

As sinteses de ADNc de cadeia dupla sdo produzidas usando 5'—con;Ny, onde conz & um
oligonucledtido com entre 1-100 nucledtidos, x esta entre 1-10 e N & uma mistura de A, C, Te G. Na
sintese, 0 ADNc-ds ¢é sintetizado pela enzima de Klenow com o oligonucleétido acima descrito.
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Passo 3
Pré-amplificacdo de ADNc de cadeia dupla para amplificar o ADNc de cadeia dupla; o
ADNc é amplificado por PCR usando uma combinagao de iniciadores conie cona.

Passo 4

O ADNc pré-amplificado é adicionalmente amplificado e separado em 64 amostras usando
uma combinagdo de um conmy marcado e de 64 iniciadores comNNN num procedimento de
amplificagdo por PCR, onde NNN sdo combinados de 64 maneiras diferentes usando os
nuclectidos A, T, Ge C.

Passo 5
Cada uma das 64 amostras é separada usando o principio da electroforese Page.

EXEMPLOS

De modo a verificar a funcionalidade do invento, descrevemrse a seguir exemplos nos
quais se utilizou um sistema celular eucaridtico em desenvolvimento, o feocromocitoma PC12.

O Factor de Crescimento de Nervo (NGF) induz a paragem do crescimento e a
excrescéncia de neurdnios no sistema de células PC12 in vitro. Outros factores de crescimento, tais
como 0 Factor de Crescimento de Epiderme (EGF), suportam a sobrevivéncia e estimulam o
crescimento. Os genes induzidos pelo NGF incluem os genes precoces imediatos, que codificam
os factores de transcrigdo, tais como o ¢fos e o cmyc. Cré-se que os produtos dos genes
precoces imediatos estao envolvidos na regulagdo da expressdo dos genes associados com o
fenotipo neuronal, por exemplo, neurofilamentos, periferina, GAP43 e transina.

De modo a identificar novos genes precoces envolvidos na diferenciagdo e proliferagao
neuronal, usou-se, para identificar estes genes, o método DODET seguinte.

Nos exempios seguintes, demonstra-se como o métedo do invento pode ser aplicado de
um modo eficiente a estes sistemas celulares.
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EXEMPLO 1

Cultivaram-se (in vitro) células PC12 de feocromocitoma de rato na presenca e na auséncia
de Factor de Crescimento de Nervo (NGF) e de Factor de Crescimento de Epiderme (EGF) sob
condigGes de crescimento descritas algures (Saltiel ef al. 1996).

O ARN total foi isolado usando o método padrdo de passo tnico de Chomczynski e Sacchi

de acordo com Sambrook et al. 1989.

A concentragao de ARN total foi determinada espectrofotometricamente e depois ajustada a
0,2 ug/ul. Este ARN foi usado directamente na anélise de Northern.

Para o DODET, transcreveram-se inversamente 4 x 0,5 ug de ARN total em amostras
separadas usando o iniciador 5'-TzsAA-3'. O mesmo procedimento foi realizado usando os
iniciadores poli-dT ancorados 5'-T2sGC-3', obtendo-se um total de 2 x 4 x 0,5 ug de ARN.

Sintese da primeira cadeia

20,0 ul quantidade de ARN total entre 0,3 e 1,0 ug de ARN
30 u 5'~TasAA-3' Conc. 100 ng/pl ou 5'-T25GC—3' Conc. 100 ng/ul
50 ul tampao de ADNc 10 x (tampdo B da Epicentre Technologies # R19250)
20 ul DNTP (25 mM da Pharmacia Biotech)
1,0 SuperScript Il RT (200 U/pl) (Gibco BRL # 18064-014)
50 ul Retrotherm RT (1 U/pl) (Epicentre Technologies # R19250)

140 pl HO

Para obter uma especificidade elevada, a reacgado de ADNc foi incubada a 50°C durante 30
minutos seguindo-se 1 hora de incubagdo a 70°C.

Sintese da segunda cadeia

A reacgdo da primeira cadeia, adicionar os componentes seguintes:
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150 wl  tampdo de ADNc 10 x
30 u RNase Termostavel Hibridase (1 U/ul) (Epicentre Technologies #R39050)
1,0 ul ADN-polimerase termostavel rBst (1 U/ul) (Epicentre Technologies #BH1100)
810 ul  HO

Incubar a 65°C durante 1 hora.

O ADNc de cadeia dupla resultante foi extraido com fenol e precipitado e de novo
suspenso em 20 pl de HO. Metade deste volume foi verificado sobre gel; se fosse observada
uma mancha entre 100 bp e 3000 bp, o resto do ADNc era usado para a produgdo do molde de
DODET. Os ADNc resultantes foram digeridos com 10 U de cada uma das enzimas de restricao
termostaveis Tagl e Bcll a 50°C durante 2 horas. A esta mistura, adicionaram-se adaptadores de
DODET e ligaram-se as extremidades dos fragmentos de restrigdo com ADN-ligase de Ts (1 U),
resultando o molde priméario. Realizaram-se 8-15 ciclos de pré-amplificagdo néo radioactiva, usando
iniciadores complementares com os alaptadores de DODET, numa pequena aliquota (1/10 do
volume) do molde primario (desnaturagdo a 94°C, 30 s; hibridagdo a 56°C, 30 s; polimerizagao a
72°C, 1 min.). Os produtos da amplificagdo (designados por molde secundario) foram também
verificados sobre um gel de agarose a 1,5%. Como era de esperar, as dimensdes dos fragmentos
estavam predominantemente entre 100 bp e 1000 bp. Todas as reacgées de amplificagdo foram
realizadas num aparetho de ciclos termicos "PE-3600 thermocycler” usando ADN-polimerase Taq,
ambos da Perkim Elmer Corp. (Norwalk, CT, E.U.A.). O molde final foi depois diluido 10 vezes com
H.0.

Apresentam-se a seguir os adaptadores ligados aos fragmentos de restrigdo, a
pré-amplificagéo e a PCR activa:

Adaptador Tagl 5 '~CAGCATGAGTCCTGAC
TACTCAGGACTGGC—5 "

Iniciador de pré-amplificagdo Tag!: 5'-CAGCATGAGTCCTGACCGA

Iniciador de amplificagdo Tagi: 5 ' —CATGAGTCCTGACCGAN
(N=AouCouGouT)
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Adaptador Bcll: S5'~CTCGTAGACTGCGTACC
CTGACGCATGGCTAG-5"

Iniciador de pré-amplificagdo Bcll: 5 '—~CTCGTAGACTGCGTACCGATCA

Iniciador de amplificagéo Bcll: 5 '—-GACTGCGTACCGATCAN
(N=AouCouGouT)

Para a PCR, estavam disponiveis todas as combinagGes diferentes de uma extensio
(acima representada por N), resultando num total de 42 combinagdes de iniciador. Todos os
oligonucledtidos foram obtidos da DNA Technology (Aarhus, Dinamarca).

A marcagao radioactiva do iniciador Bclf foi realizada usando 1 U de polinucledtido-quinase
de Ts. O tratamento por cicles térmicos foi realizado essencialmente como acima se descreveu
mas com 35 ciclos e incluindo um limite de 11 ciclos (a temperatura de hibridagao foi reduzida de
65°C até 56°C em passos de 0,7°C durante 11 ciclos e subsequentemente mantida a 56°C durante
23 ciclos). As amostras foram depois fervidas, apos a adi¢@o de corante e de formamida a 50%, e
separadas num gel do tipo de sequenciagao de poliacrilamida a 5% (GIBCO BRL Life Technologies
Inc., Gaithersburg, MD, E.U.A.). Todos os geles foram corridos em condigdes padrio, de modo
que o marcador de 70 bp estivesse a 3 ¢cm do fundo do gel, proporcionando uma boa resolugao
entre 70-800 bp. Os geles foram depois secos directamente sobre papel Whatman 3M num
secador de placas de gel. Os fragmentos de ADN marcados foram visualizados por
autorradiografia. Os geles e as peliculas foram marcados posicionalmente antes do
desenvolvimento. As extensdes selectivas de 1 base foram seleccionadas empiricamente para dar
aproximadamente 50 fragmentos marcados radioactivamente por pista.

As bandas, identificadas no autorradiograma como interessantes, foram alinhadas com
marcagdes sobre a pelicula e o gel foi desidratado, e aquelas foram excisadas. Os fragmentos
excisados foram monitorizados quanto & sua actividade. Os fragmentos de gel foram isolados
usando GENECLEAN (BIO101, Califérnia, E.U.A.). O ADN foi depois recuperado de acordo com as
recomendagdes do fabricante. Os fragmentos de ADN puderam entéo ser novamente amplificados
usando as mesmas condi¢oes de PCR e os mesmos iniciadores que foram usados na PCR inicial;
contudo, 15 ciclos produziram geralmente produto suficiente para clonagem. A clonagem foi
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conseguida usando produto de PCR nao purificado e o vector display-p123T (Display Systems

Biotech, E.U.A.). Usaram-se as condigdes recomendadas pelo fabricante.
EXEMPLO 2

A Figura 3 mostra um gel DODET tipico produzido por amplificagdo de um molde derivado
do tratamento de células PC12 com NGF ou com EGF.

Transcreveuse inversamente o ARN total com os iniciadores ancorados poli-dT T:sGC-3' e
5'-TsAA=3', e apés a ligagdo da &ncora realizou-se a pré-amplificagéo com pares de iniciadores
de pré-amplificagdo Bcll e Tagl.

Mostram-se 6 de 16 combinagdes possiveis de iniciadores, usando 1 base selectiva, em
cada local de enzima de restrigdo (Figura 3). Os produtos visiveis maiores (Figura 3) tém
aproximadamente 1000 bp de tamanho e a extremidade inferior do gel coresponde a
aproximadamente 100 bp. Nesta janela de tamanhos podem ser contadas uma média de 50 bandas
para cada combinagdo de iniciadores. Na Figura 3 podem ser detectados varios padroes de

expressao.

Devido principalmente as condices rigorosas possiveis no DODET, a resolugdo do padréo
de bandas ¢ elevada, enquanto que o nivel de fundo permanece em niveis aceitaveis (Figura 3).
Adicionalmente, as modificagdes bastante radicais na intensidade de bandas individuais durante o
periodo de tratamento ndo parecem afectar os padrdes de outras bandas na mesma pista.

Deste modo, é possivel concluir que a PCR permanece proporcionalmente independente
da concentragdo dos substratos individuais na reacgao.

A utilizagdo de uma combinagao optimizada de protocolos padrdo acima descritos para
isolamento, reamplificagdo e clonagem de RDF individuais, permitiu a identificacdo de um nimero

de transcritos associados a eventos de diferenciagao e proliferagéo.

|solaram-se quatro RDF para analise posterior, Figura 3, bandas a, b, c e d.

A analise das sequéncias revelou que RDF a = RDF b e RDF ¢ = RDF d, conforme ilustrado
na Figura 3.
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Em todos os casos, puderam ser recuperadas sequéncias de terminal apropriado com as
extensGes de 1 base selectiva correctas usadas na PCR, demonstrando o rigor e a fidelidade do
sistema (n&o se mostram resultados).

EXEMPLO 3

Durante a pesquisa dos sistemas celulares PC12 tratados com NGF e EGF com
combinagbes de iniciadores diferentes, isolaram-se dois RDF (designados por RDF01 e RDF02)
exibindo uma expresséo diferencial durante o tratamento com NGF (RDF01 = RDF a = RDF b e
RDF02 = RDF ¢ = RDF d, na Figura 3).

Apos reamplificagéo, subclonagem e sequenciagao de ADN, a anélise de ADN posterior
revelou, no sistema celular PC12, dois RDF desconhecidos regulados positivamente, apés 60
minutos de tratamento com NGF ou apos S0 minutos de tratamento com EGF. As sequéncia de
nucledtidos de ambos os RDF01 e RDF02 mostram menos do que 10% de homologia com
qualquer gene existente nas bases de dados GeneBank ou EMBL.

A expressao de RDF01 e de RDF02 foi adicionaimente analisada usando transferéncia de
Northern (Figura 4a - 4d). Puderam aqui ser claramente detectados transcritos apos tratamento de
60 minutos com NGF ou tratamento de 90 minutos com EGF das células PC12, confirmando os
resultados obtidos usando o método DODET, conforme se ilustra na Figura 3.

Experiéncias para clonar todo o comprimento de RDF01 e de RDF02, e a caracterizagdo
biolégica do seu envolvimento na diferenciagdo e proliferacio do sistema celular PC12 estdo
actualmente sob investigacao.

EXEMPLO 4

Pesquisa de genes modulados por um factor de crescimento

Tratou-se uma linha de células humana com um factor de crescimento e isolou-se o ARN
em varios instantes de tempo como a seguir se indica:

1 Celulas sem qualquer tratamento (pistas 2, 7, 12, 17, 22)
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2 Células tratadas com agente adjuvante, 1 dia (pistas 3, 8, 13, 18, 23)
3 Células tratadas com agente adjuvante e com factor de crescimento, 1 dia (pistas 4,
9, 14, 19, 24)
4 Células tratadas com agente adjuvante, 6 dias (pistas 5, 10, 15, 20, 25)
5 Células tratadas com agente adjuvante e com factor de crescimento, 6 dias (pistas

6, 11, 16, 21, 26)

O ARN humano foi isolado e a andlise para identificagdo de genes foi realizada
essencialmente como se descreve na legenda da Fig. 3. Na Fig. 5 mostram-se 5 de 64 iniciadores
de amplificagdo, cada um cobrindo uma certa porgdo da amostra de ARNm na linha de células
humana. A analise da expressao foi realizada num ALFexpress, um analisador de fragmentos
automético da Pharmacia Biotech, usando um marcador Cy5.

Na pista 11, observa-se uma regulagdo negativa apos 6 dias de tratamento. Na pista 16
observa-se uma regulacao positiva apos 6 dias de tratamento. Ambas as modulagdes sao devidas
ao factor de crescimento, uma vez que a regulagdo apenas é observada com o factor de
crescimento activo presente.

EXEMPLO 5

Pesquisa de genes envolvidos na resisténcia bacteriana a antibioticos

Tratou-se uma estirpe de Listeria monocylogia com a bacteriomicina, Inosina. Investigou-se
adicionalmente o ARN de uma estirpe resistente & Inosina.

1 Clone bacteriano 1 sem qualguer tratamento (pistas 2, 6, 10, 14, 18)
2 Clone bacteriano 2 sem qualquer tratamento (pistas 3, 7, 11, 15, 19)
3 Clone bacteriano 3 resistente a Inosina (pistas 4, 8, 12, 16, 20)
4 Clone bacteriano 4 resistente a Inosina (pistas 5, 9, 13, 17, 21)

O ARN bacteriano foi isolado por técnicas padro e a analise para a identificagdo de genes
foi realizada de acordo com o Exemplo 4 e Fig. 5, com a excepcao de se ter usado um iniciador
5'-NNNNNNYYA para a sintese da primeira cadeia.
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Na Figura 6 mostram-se 6 de 64 iniciadores de amplificagdo, cada um cobrindo uma certa
porgao da amostra de ARNm no sistema de células procarioticas. A analise da expressao foi
realizada num ALFexpress, um analisador de fragmentos automatico da Pharmacia Biotech, usando
um marcador Cy5.

Nas pistas 8 e 9 observa-se uma regulagdo negativa e nas pistas 20 e 21 observa-se uma
regulagdo positiva. Ambas as modulagdes de genes sdo potenciais genes envolvidos na
resisténcia a Inosina.
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REIVINDICACQES

1. Método para a preparagao de uma biblioteca subdividida normalizada de fragmentos de
ADNc amplificados da regido de codificagdo de ARNm contido numa amostra, compreendendo o

método os passcs de

a) submeter o ARNm derivado da amostra a transcrigdo inversa usando pelo menos um
iniciador de ADNc, obtendo-se desse modo fragmentos de ADNc da primeira cadeia,

b) sintetizar o ADNc da segunda cadeia complementar com os fragmentos de ADNc da
primeira cadeia usando os fragmentos de ADN da primeira cadeia como molde, obtendo-se
desse modo fragmentos de ADNc de cadeia dupla,

c) digerir os fragmentos de ADNc de cadeia dupla com uma endonuclease de restrigdo,
deixando a referida endonuclease de restrigio extremidades protuberantes (extremidades
coesivas) de dimensao similar nos terminais do ADN apos digestao, obtendo-se desse modo
fragmentos de ADNc clivados,

d) adicionar pelo menos dois fragmentos de adaptador contendo sequéncias conhecidas aos
fragmentos de ADNc clivados obtidos no passo c), sendo os referidos pelo menos dois
fragmentos de adaptador capazes de se ligar especificamente as extremidades coesivas do
ADNc de cadeia dupla produzido no passo c), sendo o primeiro fragmento de adaptador
capaz de hibridar com o iniciador possuindo a férmula | no passo e), sendo o segundo
fragmento de adaptador um fragmento de terminacdo que introduz um bloqueio contra a
polimerizagdo de ADN no sentido 5'—3' iniciando-se a partir do referido fragmento de
terminacdo e sendo o referido fragmento de terminagdo incapaz de hibridar com qualquer
iniciador dos pelo menos dois conjuntos de iniciadores no passo e) durante o procedimento
de amplificagdo molecular, sendo os pelo menos dois fragmentos de adaptador ligados aos
fragmentos de ADNc clivados obtidos no passo c), de modo a obter fragmentos de ADNc
ligados,

e) subdividir os fragmentos de ADNc ligados obtidos no passo d) em 4! amostras onde
1<n1<4, e
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f) submeter cada amostra de fragmentos de ADNc ligados obtidos no passo e) a um

procedimento de amplificagédo molecular de modo aobter fragmentos de ADNc ampiificados,
no qual se usa, para um fragmento de adaptador usado no passo d), um conjunto de
iniciadores de amplificaggo possuindo a formuia geral

5'-Com-Nn-3'

onde Com é uma sequéncia complementar pelo menos a extremidade 5' de um fragmento de
adaptador que esta ligada a extremidade 3' de um fragmento de ADNc clivado, N é A, G, T ou
C, possuindo o primeiro iniciador a férmula geral | onde n1 = 0, e possuindo o segundo
iniciador a formula geral | onde 1<n1<4, sendo o referido segundo iniciador capaz de iniciar a
amplificagdo de qualquer sequéncia de nucledtidos ligada na sua extremidade 3' ao fragmento
de adaptador complementar na sua extremidade 5' a Com.

2. Método de acordo com a reivindicagao 1, no qual a endonuclease de restrigao do passo
¢) € um cortante raro de 4 bases, sendo o referido cortante raro de 4 bases seleccionado de modo
a clivar cada ADN completo numa média de cerca de 3 fragmentos.

3. Método de acordo com a reivindicagédo 1 ou 2, no qual o cortante raro de 4 bases é
seleccionado de entre o grupo consistindo em Acil, Alul, Bfal, BstUl, Cspé6l, Dnpl, Dnpll, Haell,
Hhal, HinP1l, Hpall, Mbol, Mnil, Msel. Mspl, Nlalll, Rsal, Sau3Al, Tail, Taql e Tsp509..

4. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes *3, no qual o fragmento de
terminagdo no passo d) compreende ou & uma sequéncia de nucledtidos modificada
quimicamente, sendo a sequéncia de nucledtidos modificada um didesoxinucleétido ligado de
modo covalente a extremidade 3' da cadeia de nucleétidos.

5. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 4, no qual o conjunto de
iniciadores de amplificagdo com a formula | na qual 1<nt1<4 compreende todas as combinagdes e
permutages possiveis de A, G, T e C no grupo Nm.

6. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 15, no gual o conjunto de
iniciadores de amplificagcdo com n1=0 na férmula | estad marcado.
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7. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 6, no qual o conjunto de

iniciadores de amplificacdo com a formula | onde 1<n1<4 tem n1=3.

8. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes anteriores, que compreende o
passo adicional de separagao dos fragmentos amplificados obtidos a partir do procedimento de
amplificagdo molecular do passo f)

9. Método de acordo com a reivindicagdo 8, no qual a separagdo é realizada por

electroforese em gel ou por cromatografia.

10. Método de acordo com a reivindicagdo 8 ou 9, que compreende adicionalmente o
passo de identificagao de fragmentos ampiificados separados.

11. Método de acordo com a reivindicagdo 10, no qual a identificagdo é realizada por

visualizagao.

12. Método de acordo com a reivindicagdo 11, no qual se visualizam nucledtidos
marcados, sendo os nucledtidos marcados parte de uma sonda ou dos fragmentos amplificados.

13. Método de acordo com a reivindicagdo 12, no qual os nucledtidos marcados sdo os
nucledtidos marcados sendo parte dos iniciadores marcados conforme definidos na
reivindicagao 6.

14. Método de acordo com a reivindicagdo 13, no qual a visualizagdo ¢ realizada por
incorporagao de alfa dNTP radioactivo ou fluorescente no fragmento de ADNc durante a PCR, onde
N=AC, T, UouG.

15. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes anteriores, no qual o passo b)
é realizado sob condigbes que minimizam a formagdo de erros de emparelhamento entre
nucledtidos na primeira e segunda cadeias de ADNc.

16. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes anteriores no qual 0 ARNm é
de origem eucariética, Archae ou procaridtica.
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17. Método para determinagdo da presenga de um produto de expressdo numa célula ou

grupo de células, compreendendo o método proporcionar uma amostra contendo ARN da céluta ou
grupo de células e submeter a amostra ao método de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes +16 e depois efectuar uma comparagdo dos fragmentos de ADNc amplificados
assim identificados, com dados de saida de uma base de dados, compreendendo os referidos
dados de saida de uma base de dados uma lista gerada por computador de pesos moleculares
de fragmentos de ADN de restrico de sequéncias conhecidas, sendo a referida lista preparada
por

— entrada e armazenagem de dados de sequéncias de ADN numa base de dados como
sequéncias de ADN virtuais,

— subsequentemente, simulagdo da clivagem das sequéncias de ADN virtuais com pelo menos
uma nuclease de restrigdo e armazenamento dos produtos de clivagem simulada resultantes
como fragmentos de ADN clivados virtualmente,

— simulagdo da ligagdo aos fragmentos clivados virtualmente dos pelo menos dois fragmentos
de adaptador e armazenamento dos resultados como fragmentos de ADN ligados virtuaimente,

— para cada combinagdo individual de iniciadores usada no passo f), agrupamento dos
fragmentos de ADN ligados virtualmente susceptiveis de amplificagdo pela referida
combinagao de iniciadores no mesmo grupo,

— determinagdo, em cada grupo, do peso molecular absoluto e/ou relativo de cada fragmento de
ADN ligado virtualmente, e

— obtengdo de dados de saida do contetdo de cada grupo na forma de uma lista
compreendendo os pesos moleculares absolutos e/ou relativos dos fragmentos ligados
virtualmente no grupo.

18. Método de acordo com a reivindicagdo 17, no qual os dados de entrada de sequéncias
de ADN estao ligados a dados referentes a origem genética dos dados de sequéncias de ADN e
opcionalmente a dados referentes a caracteristicas funcionais relacionadas com a origem genética.

19. Método de acordo com a reivindicagdo 17, no qual a indicagao de dados de saida
compreende adicionalmente informagao acerca da origem genetica do fragmento de ADN ligado
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virtualmente e opcionalmente informagao acerca de caracteristicas funcionais associadas a origem

genética.

20. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 17-19, no qual a comparag&o
é efectuada por entrada de dados dos fragmentos de ADNc amplificados identificados num formato
que permite a comparagdo automatica com os dados de saida da base de dados, ou,
alternativamente, por obtengao de dados de saida da base de dados num formato que permite a
comparagao directa entre os fragmentos de ADNc amplificados separados e os dados de saida da
base de dados.

21. Método para determinar a alteracdo na express@o, em comparagdo com a expressao
numa célula de referéncia ou num grupo de células de referéncia, de um produtc de expresséo
numa célula ou grupo de céluias que foi submetido a um primeiro conjunto de condigdes que
influenciam o padrao de expressdo da referida célula ou grupo de células, sendo a referida célula
ou grupo de células de referéncia submetidos a um segundo conjunto de condigGes,
compreendendo o método proporcionar uma amostra contendo ARN da célula ou grupo de células
e submeter a amostra ao método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 10-14, obtendo-
se desse modo dados descrevendo os fragmentos de ADNc amplificados derivados da amostra,
proporcionar dados de referéncia descrevendo fragmentos de ADNc amplificados derivados de
uma amostra de referéncia contendo ARN da célula de referéncia ou grupo de células de referéncia,
sendo os dados de referéncia obtidos submetendo previamente a amostra de referéncia ao
método de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 10-14,

subsequentemente efectuar uma comparagdo entre os dados e os dados de referéncia para
identificar os fragmentos de ADNc que sdo expressos em diferentes niveis nos dois conjuntos de
dados, e depois utilizar os fragmentos de ADNc expressos diferencialmente para determinar quais
os produtos de expressao que s&o sujeitos a uma alteragao no nivel de expressao.

22. Método de acordo com a reivindicagdo 21, no qual os dados e os dados de referéncia
sao seleccionados de entre o grupo consistindo em pesos moleculares aparentes dos fragmentos
de ADN amplificados, M: dos fragmentos de ADN amplificados, quantidade absoluta dos
fragmentos de ADN amplificados, e quantidades relativas dos fragmentos de ADN amplificados.

23. Método de acordo com a reivindicagdo 21, no qual os dados de referéncia sdo
extraidos a partir de uma base de dados contendo os dados de referéncia definidos na
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reivindicagdo 22 e opcionalmente informagao adicional referente & origem genética de cada

fragmento de ADNc amplificado a partir da referéncia.

24. Método para diagnostico de uma doenga num sujeito, sendo a referida doenga
caracterizada por um desvio no nivel de expressdo de pelo menos um produto de expressao em
pelo menos um tipo de célula, compreendendo o método proporcionar uma amostra contendo
ARN derivada do pelo menos um tipo de célula, submeter a amostra ao método de acordo com
qualquer uma das reivindicagbes 10-14 obtendo-se desse modo dados descrevendo os
fragmentos de ADNc amplificados derivados da amostra, proporcionar dados de referéncia
descrevendo fragmentos de ADNc amplificados derivados de uma amostra de referéncia contendo
ARN derivada do mesmo tipo de células de um sujeito ndo sofrendo da doenca, sendo os dados
de referéncia obtidos submetendo previamente a amostra de referéncia ao método de acordo com

qualquer uma das reivindicagdes 10-14, e

subsequentemente, efectuar uma comparagéo entre os dados e os dados de referéncia em
relagdo aos fragmentos de ADNc que se sabe estarem relacionados com a doenga, e avaliar se
existe ou ndo uma diferenca significativa entre os dados e os dados de referéncia de modo a
estabelecer se o nivel de expressdo do produto de expresso apresenta ou ndo desvios.

25. Método de acordo com a reivindicagdo 24, no quai 0s dados e os dados de referéncia
sao seleccionados de entre o grupo consistindo em pesos moleculares aparentes dos fragmentos
de ADN amplificados, M. dos fragmentos de ADN ampiificados, quantidade absoluta dos
fragmentos de ADN amplificados e quantidades relativas dos fragmentos de ADN amplificados.

26. Método de acordo com a reivindicagdo 24, no qual os dados de referéncia sédo
extraidos de uma base de dados contendo os dados de referéncia definidos na reivindicagdo 25 e
opcionalmente informagdo adicional referente @ origem genética de cada fragmento de ADNc
amplificado a partir da referéncia.

27. Método para preparacdo de uma superficie (microplaca) revestida com fragmentos de
ADNc, compreendendo o método,

— submeter uma amostra contendo ARN ao método de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 814, e
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— transferir os fragmentos de ADNc amplificados separados para uma superficie de microplaca
adaptada para se ligar de modo estavel aos fragmentos de ADNc amplificados separados
mantendo o seu padréo de distribui¢do relativa espacial.

28. Método para preparagdo de uma superficie (microplaca) revestida com fragmentos de
ADNc, compreendendo o método

— submeter uma amostra contendo ARN ao método de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1-7,

— separar, por electroforese, os fragmentos de ADNc amplificados assim obtidos sobre uma
superficie particular adaptada para se ligar de modo estavel aos fragmentos de ADNc
amplificados separados mantendo o seu padréo de distribuigao relativa apés electroforese.

29. Método de acordo com a reivindicagao 28, no qual a electroforese € na forma de

fnicro-electroforese.

30. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 27-29, no qual a transferéncia
& realizada por uma técnica de transferéncia electroforética

31. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 27-29, no qual a transferéncia
é realizada por técnicas de quimica organica ou inorgénica foto-activadas.

32. Superficie possuindo ADNc a ela ligado de um modo estavel, podendo a referida
superficie ser obtida pelo método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 27-31.

33. Método para a pesquisa de genes dentro de uma familia de genes, compreendendo o
método proporcionar uma superficie de acordo com a reivindicagdo 32, na qual o ADNc ligado de
um modo estavel a superficie € hibridado sob condigfes pouco rigorosas com um &acido nucleico
marcado de um modo detectdvel que é representativo de uma familia de genes e
subsequentemente analisar os fragmentos da microplaca na qual ocorreu a hibridagdo de modo a

determinar se estes fragmentos estdo ou ndo relacionados com a mesma familia de genes.

34. Método para determinagdo da diferenga no padrao de express@o entre uma primeira
célula ou tipo de células e uma segunda célula ou tipo de células, compreendendo o método
proporcionar amostras de ARN ou ADNc marcados da primeira e segunda células ou tipos de

W
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células, e subsequentemente pér em contacto cada uma destas amostras com uma superficie de

acordo com a reivindicacdo 32. e subsequentemente detectar a quantidade e a distribuicio de
ARN ou de ADNc marcados ligados de cada amostra.

35. Método para pesquisar as interacgdes entre uma proteina pré-seleccionada e um
fragmento de polipéptido, compreendendo o método a preparacdo de uma biblioteca subdividida
de fragmentos de ADNc amplificados de acordo com o meétodo de qualquer uma das
reivindicagdes 1-14, opcionalmente a adaptacdo dos terminais dos membros da biblioteca de
modo a facilitar a inserg&o num vector, a insergao dos fragmentos em vectores, a transformagéo de
uma populagdo de células hospedeiras adequadas com os vectores, a cultura das células
hospedeiras sob condi¢des que permitam a expressdo de fragmentos de ADNc correctamente
inseridos pela célula hospedeira, e subsequentemente o ensaio dos fragmentos polipeptidicos
codificados pelos fragmentos de ADNc inseridos para determinar a interacgdo com a proteina
pré-seleccionada.

36. Metodo de acordo com a reivindicagdo 35, no qual o ensaio dos fragmentos
polipeptidicos € realizado por uma técnica de dois hibridos, na qual as células hospedeiras séo
células eucaridticas que sd@o acopladas ou transfectadas com material de acido nucleico
codificando a proteina pré-seleccionada, o acoplamento/transfecgdo bem sucedidos da(s) célula(s)
resultando numa célula ou células nas quais a interac¢do entre a proteina pré-seleccionada e um
fragmento polipeptidico da origem a um sinal detectavel.

37. Método de acordo com a reivindicagdo 36, no qual se usa no acoplamento/transfec¢ao,
um fungo, tal como uma célula de levedura.

38. Método de acordo com a reivindicagao 36 ou 37, no qual o sinal detectavel é
proporcionado pela Proteina Verde Fluorescente.
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N Fig- 2 Desenho da dncora e do iniciador de PCR
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0 Fig 2 Desenho da ancora e do iniciador de PCR (continuagio)
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Fig. 7
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Fig. 8
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Fig. 9

ARNm

Sintese de ADNc¢

con_ 5
Sintese de ADNc¢ ds

3 Vlilll—con15'
/NNNN 3
5' con,

Primeira amplificacio por PCR
Conjunto de iniciadores conl + con2

\4

Segunda amplificacio por PCR

Conjunto de con.. AAA
v Iniciadores conl + 2
con, AAC
2
con, GGG

64 reaccoes a serem analisadas
e.g. por electroforese em gel




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

