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Descreve-se um método econdmico e eZficaz para reduzir a
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car o alve em uma amostra de ensaio nova, pode tratar-se a amos-—
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"METODO PARA REDUZIR A CONTAMINACAO DE TRANSPORTE EM

UM PROCESSO DE AMPLIFICACAO"

Antecedentes

Sao utilizados rotineiramente ensaios de diagndsticos
para detectar a presenca e/ou a quantidade de produtos anali-
saveis em amostras de ensaio retiradas de um doente ou de ou-
tro individuo. Os produtos analisaveis habitualmente incluem
antigénios e anticorpos que sao medidos mediante a utilizacgdo
de técnicas de imunodiagndstico para identificar certos esta-
dos de doenca e varios tipos de situacbes de ndo doenca tal co
mo a gravidez. O alcance dos niveis altos de sensibilidade e
especificidade & importante para a maioria dos ensaios de diag-
nostico. Este facto é particularmente importante quando os pro
dutos a analisar estao presentes em concentragoes relativamente
baixas. Os varios melhoramentos que tém permitido alcangar ni-
veis de sensibilidade mais altos nos processos de imunodiagnds-
tico tém incluido o uso de anticorpos monoclonais nas configura
goes dos ensaios e a incorporagido de métodos para amplificar o
sinal utilizado como uma etiqueta netses tipos de ensaios.

Mais recentemente, avangos no campo da biologia molecu-
lar tém permitido a deteccdo de sequéncias de acido nucleico es
pecificas nas amostras de ensaio utilizando-se uma técnica con-
nhecida como diagndostico de sonda. Nos diagnosticos de sonda ,
é utilizada uma sequéncia de acido nucleico para "sondar" a amos

tra ligando-se especificamente o analisavel alvo ao seu acido nu
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cleico complementar. Isto torna possivel a deteccidao de doen-

cas num estadio precoce porque o material genético de acido

o -

nucleico aparece frequentemente numa amostra de ensaio de meseé ou
mesmo de anos antes de decorrer tempo suficiente para que o
acido nucleico alvo seja transcrito para um antigénio.r Este
facto & particularmente verdadeiro em certos tipos de doencas
transmitidas por via sexual, tais como a infecgdo pelo virus

de imunosuficiéncia humana. Ranki et al, The Lancet 85(59)
589-593 (1987). Além da deteccdo de doencas varias e de alte
ragoes genéticas, pode ainda utilizar-se a capacidade dos diag
nosticos de sonda para identificarem a presenca de genes espe-
cificos ou para se obterem outras informacdes gendticas perti-
nentes, tais como a presenga de genes que codificam para anti-
génios responsaveis pela rejeicdo de enxertos, assim como infor
magao genética aplicada nos testes de cancro e de oncogenes na
medicina forence.

No seu potencial total, os diagndsticos de sonda sao
teoricamente capazes de detectarem tanto quanto vma molécula nu
ma amostra de ensaio. Um dos principais obstdculos para alcan-
¢ar o potencial total dos diagnOsticos de sonda é a dificuldade
inerente que se encontra na deteccdo de quantidades extremamente
pequenas de sequéncias alvo frequentemente presentes nas amos
tras. Como uma consequéncia, tém-se centrado recentemente os
esforcos para melhorar a sensibilidade dos diagnosticos de son-
da nos métodos para a ampliacgdo da sequéncia de acido nucleico
alvo.

A ampliacdo da sequéncia alvo pode ser realizada por
qualquer um dos numerososmeios que envolvem a reproducao ou re=-

plicagao repetitiva de uma dada sequéncia de DNA ou acido nuclei



co alvo de RNA, resultando numa amplificacao linear ou exponen-—
cial depende do método particular utilizado.

Os métodos anteriores que foram utilizados rotineiramen
te para a produgao de copias multiplas de sequéncias de acido
nucleico envolveram a clonagem da sequéncia de acido nucleico
alvo em um sistema celular hospedeiro apropriado. Estes méto-
dos utilizam técnicas de clonagem tradicionais em que o acido
nucleico pretendido & inserido em um vector apropriado que, sub-
sequentemente é utilizado para a transformacdao do hospedeiro.
Quando o hospedeiro se desenvolve em cultura, o vector & replica
do, produzindo coOpias adicionais da sequéncia de acido nucleico
pretendida. A sequéncia de acido nucleico alvo que & inserida
no vector pode ser de ocorréncia natural ou sintetizada. Por ou
tras palavras, a sequéncia de acido nucleico alvo pretendida po-
de ser sintetizada in vitro e, em seguida, inserida num vector
que e ampliado por crescimento como descrito na patente de inven
cdo Norte Americana NQ 4293652.

As patentes de invencao Norte Americanas NQ 4683195 e
No 4683202 descrevem um método automatizivel, correntemente refe
rido como reacgao de cadeia de polimerase (PCR), para ampliar a
quantidade de sequéncia de acido nucleico alvo numa amostra de
ensaio. A amplificacao por reacgao de cadeia de polimerase uti
liza dois iniciadores oligonucleotidicos que sdo complementares
as extremidades das diferentes fraccoes das cadeias opostas de
uma seccao da sequéncia alvo. A hibridagdo seguinte destes ini
ciadores com o alvo, formam produtos de extensdo complementar a
sequéncia alvo na presenca de DNA polimerado e um excesso de nu
cleosido trifosfato. Os iniciadores sdo orientados de-forma-a

que a sintese de DNA por polimerase se processe atravées da regiao



entre os iniciadores. O produto de extensdo hibridado é em se
guida desnaturado do alvo e o ciclo & repetido, actuando tam
bém o produto da extensdo como matriz para a formacio de mais
produto da extensdo nos ciclos subsequentes de amplificagdo .
Os ciclos continuam até a obtengdo de uma quantidade suficiente
da sequéncia de acido nucleico alvo para que resulte num sinal
mensuravel no ensaio de escolha. Teoricamente, tada ciclo su-
cessivo duplica a quantidade de acido nucleico sintetizado no
ciclo anterior, resultando numa acumulacdo exponencial do pro-
duto ampliado.

O pedido de patente de invengao internacional no 89/02649
descreve um tipo diferente de processo de amplificagdo automati
co utilizavel. Neste tipo de processo de amplificacio, pares
previamente sintetizados de sondas de amplificacao hibridam con
tinuamente com uma sec¢do da sequéncia alvo. As extremidades con
tiguas s3o em seguida ligadas para formar o produto de ampliacao
complementar. ApOs a ligagao, o produto de ampliacdo completado
e separado do alvo por desnaturacio pelo aquecimento.

O processo & depois repetido, com o produto alvo e o pro
duto de amplificacdo resultante actuando com uma matriz para as
sondas nos ciclos subsequentes até a obtencdo de uma guantidade
suficiente da sequéncia de acido nucleico alvo de forma a resul
tar no sinal medivel através do ensaio escolhido. Como com a
reacgao de cadeia de polimerase, cada ciclo sucessivo duplica,
teoricamente, a guantidade de acido nucleico proveniente do ci
clo anterior.

Os métédos de amplificagdo que utilizam sondas previa-
mente sintetizadas tém sido geralmente referidos como reaccao

de cadeia de ligase (LCR), embora a ligagdo das sondas se possa
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alcancar por meios deiferentes dos da accdo de uma ligase, tal
como, por exemplo, a ligacao por via quimica ou fotoguimica.

Ainda que os métodos de ampliagdo do acido nucleico te
nhamrevolucionado os diagnosticos de sonda por permitirem a de
teccao de quantidades extremamante pequenas de sequéncias de
acido nucleico nas amostras em ensaio, também tém criado os seus
proprios problemas nos diagndsticos de rotina, designadamente,
os falsos positivos devido a contaminacdo de transporte.

A ampliacao repetida de um acido nucleico de analise
para muitos milhoes ou bilides de vezes a sua concentrac¢io nor-
mal numa amostra de ensalo engloba a possibilidade de contamina
cao de transporte nas novas amostras a partir das amostras con-
tendo o alvo ampliado. 1Isto, por seu lado, pode criar artifi-
cialmente sinais fortes nas subsequentes amostras de ensaio, in
cluindo os falsos positivos em que amostras negativas sao conta
minadas.

A contaminacdo de transporte pode ocorrer como resulta-
do de um transporte mecanico de amostra para amostra ou como o
resultado de uma contaminagdo transportada pelo ar. A contamina
cao transportada pelo ar & inevitavel quando os recipientes de
reacgdo que contém a amostra de ensaio ampliada sao abertos por
qualquer razdo, tal como para a adigdo de reagentes ou a amostra
gem do analisavel ampliado para deteccao.

Esta simples accao pode aspirar milhdes de moléculas do
produto de amplificacao para o ar contaminando uma area de tra-
balho normal de laboratdrio com centenas de moléculas por cm3.
Tem sido impossivel preservar totalmente da contaminacdo com

outros espécimes atravées do contacto com estas copias transpor-

tadas pelo ar independentemente do grau de cuidado observado pe
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lo operador(es).

As técnicas seguintes para manipulacgdo dos problemas de
contaminagao criados pela ampliacdo de sequéncias alvo, ainda
que sugeridas para O uso no processo de amplificacdo do tipo de
reaccao de cadeia de polimerase, devem ser aplicadas na genera-
lidade a outros tipos de processo de ampliacdo: (1) separagao
fisica (tal como compartimentos separados) de pré-ampliacdo e
as amostras de pré e de pOs ampliacdo; (2) armazenagem separa-
da e divisado dos reagentes; (3) o uso de pipetas de deslocamen
to positivo; (4) técnicas de laboratdorio meticulosas; e, (5) se
leccao escrupulosa dos controlos. Amplifications -- A forum
for PCR Users, 2, 4(1989). Contudo, estas medidas nado soO sao
muito dispendiosas como resumem as condigdes das mais ideais .
Além disso, ainda que estas técnicas muito dispendiosas sejam
praticadas meticulosamente, este tipo de precaucdes ndo pode eli
minar totalmente o problema da contaminacao. Permanecem dificul
dades inerentes aos trabalhadores de laboratério gue invariavel-
mente transportam a contaminacdo sobre si e nas suas roupas e
ainda na circulacdao do ar contaminado de compartimento para com-
partimento atraves de ventiladores. Kitchin, Nature, 344, 201
(1990).

Tem sido sugerido o tratamento dos reagentes com uso ul
tra-violeta para controlo do produto de amplificacdo contaminan
te num processo de amplificacao do tipo PCR. Esta sugestao é
baseada na capacidade conhecida pelos ultra-violeta para destruir
a integridade do DNA. Ainda que o mecanismo desta accdo seja
desconhecido, foi demonstrado que o produto de amplificacdo con
taminante com base numa reaccao de cadeia de polimerase pode ser

destruido nos tampOes assim como no iniciador dNTP e nas prepara
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coes de Taqg polimerase por irradigdo com ultra-violetas. Sar-
kar et al, Nature, 343, 27 (1990). Embora os iniciadores de
PCR de cadeia simplessejam aparentemente capazes de sobrevi-
ver a este tratamento, pares de cadeia dupla de sondas de LCR
sao provavelmente mais sensiveis ao tratamento pela irradia-
cao e podem ser destruidos. Além disso, a radiacdo com luz-ul
tra-violeta nao pode ser utilizada directamente nas amostras
ndo analisadas porque pode causar a destruicdo de moléculas al
vo de cadeia dupla devido a esse tratamento.

Constitui um objectivo da presente invengao proporcio-
nar um método eficaz valido para reduzir significativamente a
contaminacao do transporte que se encontra quando se utiliza o
processo de amplificacao nos ensaios de diagnostico de sonda .
Constitui ainda um objectivo da presente invencido proporcionar
um método para redugdo da contaminacdo que & simples de reali-
zar e que & adaptdvel a numerosos tipos diferentes de processos

de amplificacao.

RESUMO DA INVENCAO

A presente invengao proporciona um método econdmico e
eficaz para reduzir a contaminacao de produtos de amplificacao
num processo de amplificacao. O método da presente invencgao é
realizado através da modificacao do produto de amplificacdo de
forma a que o produto de amplificagdo modificado se distingue
da sequéncia alvo. Antes da aplicacdo o acido nucleico de uma
nova amostra, a nova amostra pode ser tratada de um modo apro-
priado para remover selectivamente ou destruir, ou por outra

forma tornar o produto de ampliagdo contaminante modificado nao viavel

-
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forma a gue este nao possa ser ampliado através dos processos
de ampliacdao subsequentes. O tratamento neste sentido reduz a
contaminagdao de transporte e os falsos positivos provocados
por este tipo de contaminagdo sem alterar os niveis da sequén-

cia alvo de ocorréncia natural.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A Fig. 1 representa um diagrama que mostra a modifica
gdo do ligando de um produto de ampliagdo proveniente de LCR
e remocao subsequente do produto de apliacdo modificado com um
parceiro de ligacdo especifico imobilizado.

A Fig. 2 representa um diagrama que mostra a modifica-
cdo do ligando de um produto de ampliagdo derivado de PCR e
remocao subsequente do produto de ampliacao modificado com um
parceiro de ligagao especifico imobilizado.

A Fig. 3 representa um diagrama que mostra a modifica-
cdo do agente de ligacdo cruzada de um produto de ampliacao de
rivado de LCR e subsequente ligagdo cruzada irreversivel do
produto de ligacao ampliado.

A Fig. 4 representa um diagrama que mostra o agente de
ligacdo e sua modificacao cruzada de um produto de amplifica-
¢cao derivado de PCR e subsequente ligacido cruzada irreversivel
do produto de ampliagao modificado.

A Fig. 5 representa um diagrama que mostra a modifica-
cdo do sitio de restricdo de um produto de ampliacdo derivado
de LCR e cisdao subsequente do produto de ampliagao modificado
com umaenzima de restricgdo.

A Fig. 6 representa um diagrama que mostra a modifica-



cao do sitio de restricao de um produto de amplificacdo deriva
do por PCR e cisao subsequente do produto de amplificacgdo modi
ficado com umenzima de restricdo.

A Fig. 7 representa um diagrama que mostra o iniciador
parcial de uma fracgdao de um sitio de restricdo modificado de
um produto de amplificacao derivado por PCR que foi fundido
com umaenzima de restricao.

A Fig. 8 representa um diagrama que mostra a modifica-
cao do sitio de restrigao de um produto de amplificacao deriva
do de PCR e separagao subsequente do produto de amplificacgao
modificado com uma enzima de restrigao de corte remoto.

A Fig. 9 representa um diagrama que mostra a modifica
gdo do sitio de restrigdo de um produto de amplificacdo deri-
vado de LCR e separacao subsequente do produto de amplifica-
cao modificado com un;enzima de restricgao de corte remoto.

A Fig. 10 representa a preparagao de sondas de amplifi-
cagdo oligonucleotidicas ou inicadores que incorporam um sitio
de cisao por via quimica.

A Fig. 11 representa a sequéncia de amplificagao, son~-
das de amplificacao, produto de amplificacao resultante e sondas
de deteccao dos Exemplos 1 e 2.

A Pig. 12 representa uma fotografia de um autoradiograma
que mostra as eficiéncias de amplificacao relativa de produtos
de amplificacdo modificados por enzima de restrigao e alvos apds
o tratamento da sequéncia alvo e do produto de amplificacao modi
ficado com uma enzima de restricao.

A Fig. 13 representa o DNA de polisitios utilizado no
Exemplo 3, para avaliar as enzimas de restricao do corte remoto.

A Fig. 14 & uma fotografia de um autoradiograma que re-



P
-10- 7

i

7

L)

presenta as eficiéncias de corte relativo de enzimas de restri
cao de corte remoto diversas no que se refere a DNA de polisi-
tios.

A Fig. 15 representa um diagrama que mostra a modifica
cao do sitio de restrigdo duplo de um produto de amplificagdo
derivado por PCR e subsequente separagdo do produto de amplifi
cacao modificado com uma enzima de restricido de corte remoto.

A Fig. 16 representa uma sequéencia de amplificacgao de
147 pares de bases (contida em pUC 9), que corresponde a inicia
dores de amplificacao de PCR modificados e nao modificados e
um iniciador de detecgao do Exemplo 4.

A Fig. 17 & a fotografia de um autoradiograma que mostra
as eficiéncias relativas de amplificacao por PCR utilizando-se
iniciadores modificados e nao modificados assim como a incapa-
cidade do produto de amplificacdo modificado para servir como
matriz nas amplificagdes subsequentes como demonstrado nos Exem
plos 4B e 4C.

A Fig. 18 & uma fotografia de um autoradiograma mostran
do a destruicao efectiva de um produfo de amplificacao derivado
por PCR modificado mediante o tratamento com agentes de corte cor
respondentes, como demonstrado no Exemplo 4C.

A Fig. 19 representa um diagrama que mostra os produtos
resultantes de cortes simples e duplo num produto de amplifica-
gdo por PCR contendo duas modificacdes do sitio de restricdo de
corte remoto.

A Fig. 20 representa uma sequéncia de amplificacao de
HIV de 162 pares de base , que correspondem a iniciadores de
amplificagao modificados e um iniciador de detecgao do Exemplo

5.
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A Fig. 21 é a fotografia de um autoradiograma mostrando
a formagdo e quantificacgdo de produto de amplificacdo modifica-
do, derivado por PCR como demonstrado no Exemplo 5A.

A Fig. 22 é a fotografia de umautoradiograma mostrando
a destruicao de "pré-amplificacgdo" efectiva de contaminacao de
transporte em um processo de amplificagao do tipo PCR, como de
monstrado no Exemplo 5B.

A Fig. 23 representa um diagrama que mostra uma sequén
cia de amplificagdo de HIV de 75 pares de bases, dois iniciado
res de amplificagao por PCR modificados por Ribonucledtidos e
um iniciador de deteccao utilizado no Exemplo 6.

A Fig. 24 representa uma fotografia de um autoradiogra-
ma mostrando a amplificagao por PCR utilizando-se iniciadores
PCR contendo uma substituicdo ribonucleotidica tnica e as suas
respectivas extremidades 3' como demonstrado no Exemplo 6A.

A Fig. 25 representa uma fotografia de um autoradiogra-
ma mostrando a quantificacao do produto de amplificacdo deriva-
do por PCR modificado por ribonucleotido por comparacdo com pa-
droes como demonstrado no Exemplo 6A.

A Fig. 26 & uma fotografia de um autoradiograma mostran
do a destruicdo quantitativa de um produto de amplificacdo deri
vado por PCR modificado por ribonucledtido utilizando-se RNAse
A como um agente de corte, como demonstrado no Exemplo 6B.

A Fig.27 & uma fotografia de um autoradiograma mostran
do a destruigao de "pré-amplificagao" efectiva de um produto de
amplificagao derivado por PCR modificado por ribonucledtido uti
lizando-se uma base forte como um agente de corte, como demons-
trado no Exemplo 6C.

A Fig. 28 & um diagrama que representa uma sequéncia de
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amplificacao de HIV de 45 pares de bases e as correspondentes
sondas de amplificacdo modificadas ribonucleotidicas utiliza-
das para gerar o produto de amplificacgdo derivado por LCR mo-
dificado ribonucleotidico do Exemplo 7.

A Fig. 29 & uma fotografia de um autoradiograma mostran
do a amplificacdo por LCR utilizando-se sondas de amplificacao
contendo uma fGnica substituicdo ribonucleotidica nas suas extre
midades 3' respectivas, como demonstrado no Exemplo 7A.

A Fig. 30 é uma fotografia de um autoradiograma que mos
tra a quantificacdo de produto de amplificacdo derivado por LCR
modificado ribonucleotidico por comparacdo com padrdes, como
demonstrado no Exemplo 7A.

A Fig. 31 é uma fotografia de um autoradiograma mostran
do a destruicdo de "pré-amplificacdo" efectiva de produto de am
plificacdo derivado por LCR modificado por ribonucleotidico uti
lizando-se uma base forte com um agente de corte, como demons-—
trado no Exemplo 7B.

A Fig. 32 é uma fotografia de um autoradiograma que mos
tra a destruicdo quantitativa de produto de amplificacdo deriva
do por LCR modificado ribonucleotidico utilizando-se RNAse A

como um agente de corte, como demonstrado no Exemplo 7C.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A presente invengao permite a formagdo provocada pelo
produto de amplificagao contaminante ou elimind-lo através da
incorporacao de pelo menos uma modificagao no produto de ampli-
ficagédo. O produto de amplificagéo modificado & facilmente dis

tinguivel da sequéncia alvo numa amostra de ensaio e pode ser



-13

eliminado selectivamente.

A fim de mais claramente se entender a presente inven-
¢do, € Util indicar as definigdes de certos termos que se uti-
lizarao posteriormente.

Amplificacdo significa o aumento do nimero de cdpias
de uma sequéncia de acido nucleico numa amostra para ensaio. As
cOpias que sdo geradas durante a Amplificacdo podem ser cdpias
exactas ou complementares. Além disso, as cdpias podem ser mo
dificadas por um meio que controle a contaminacdo. A Amplifi-
cao pode processar-se de uma forma linear ou de uma maneira ex-
ponencial, isto &, a uma velocidade maior do que a Amplificacio
linear.

Sequéncia de acido nucleico & um ribonucleotidico ou um
desoxiribonucleotido que pode ser modificado relativamente a:
(1) a estrutura de fosfato; (2) aos nucledsidos; e/ou (3) ao
radical de acicar do oligonucleotido. As sequéncias de &Acido
nucleico podem conter marcadores ou outros radicais ligados a
estas e podem ser interrompidas pela presenca de ainda outros
grupos, caso a hibridacao possa verificar-se.

A sequéncia alvo & a sequéncia de acido nucleico a pro-
curar em um ensaio particular.

A sequéncia de amplificacdo & uma extensdo designada de
uma sequéncia alvo que inicialmente actua como sequéncia matriz
num processo de amplificacao. A sequéncia de amplificacado pode
compreender a extensao completa da sequéncia alvo ou uma sua
fracgao representativa.

Sequéncia Matriz & a sequéncia de acido nucleico sobre
a qual »Droduto de amplificacao se forma. No primeiro ciclo de

amplificagao, a sequéncia de amplificacdo actua como a sequén-



cia matriz. ©Nos ciclos subsequentes de amplificagdo, o produ
to de amplificacao também serve como uma sequéncia matriz.

"Sonda de amplificacao" & uma sequéncia de acido nuclei
co que é: (1) ou complementar de uma fracgio de uma cadeia dni-
ca de uma sequéncia de amplificacdo de dupla cadeia; ou, (2)
uma porgao complementar ou idéntica a uma sequencia de amplifi-
cacao de cadeia Gnica. As sondas da amplificac3o hibridam com
a sequéncia de amplificacdo suficientemente adjacente para cada
uma permitir que as sondas se unam. A "sonda de amplificacao"
pode ou nao ser modificada em uma ou em ambas as extremidades
para se unirem com outras "sondas de amplificagao". Além disso,
uma"sonda de amplificagdo" pode eventualmente ser modificada pe
la incorporacgado de um meio para controlar a contaminacio.

"Iniciador de amplificacdo" & utilizado aqui para refe-
rir uma sequéncia de acido nucleico que & complementar a uma
fraccao da extremidade de uma sequéncia de amplificacado e gque
€ capaz de actuar como um ponto de iniciacgio de sintese de um
produto de extensdo inicial que & complementar da sequéncia de
amplificagao. O produto da extens3o iniciador & formado na pre
senca de nucledtidos e de um agente para polimerizacao tal como
a DNA polimerase. Um "iniciador de amplificacdo" pode eventual
mente ser modificado pela incorporacdo de um meio que controle
a contaminac3o.

"Sonda ou iniciador pré-sintetizado" é utilizado para
significar uma sequéncia oligonucleotidica que foi sintetizada
antes de ser adicionada a uma mistura reaccional da amostra de
ensaio.

"Extremidade prolongada" de um iniciador de amplificacdo

significa a extremidade de um iniciador de amplificagao que actua
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de acordo com uma polimerase para formar o produto de extensao.
A "extremidade prolongada" podera ser a extremidade 3'.

"Produto de amplificagao" refere-se a uma cOpia idénti-
ca e/ou a copia complementar de uma sequéncia de amplificacao.

O "produto de amplificacao" & sintetizado in situ durante um pro
cesso de amplificagdao. O "produto de amplificacdo" pode ser 1li-
gado com uma sequéncia de acido nucleico que é produzida pela
ligagcao de uma série de sondas de amplificacdo que hibridam de
forma contigua para uma sequéncia de amplificacdo. O "produto
de amplificagao" pode também ser o produto de extensido de uma
reacgdo de cadeia de polimerase. O termo "produto de amplifica
cao" inclui o produto de amplificacdo modificado.

"Produto de amplificagao modificado" & utilizado para
referir o produto de amplificacao que contém pelo menos um sitio
de modificacao.

"Sitio de modificagdo" refere-se a uma localizacgido Uni-
ca em que foi incorporado um meio para controlar a contaminacdo
do produto de amplificagao em um produto de amplificacdo. Um
"sitio de modificacgdo" inclui, por exemplo, mas sem limitacgao,

a introducao de um ligando, a introdu¢do de um agente de liga-
cao cruzada ou um sitio de cisdo quimica e alteracdo de base(s)
para alcancar um sitio de reconhecimento de enzima.

"Produto de amplificagdao contaminante" & o produto de
amplificagao que & introduzido numa amostra de ensaio por meio
de um meio diferente da amplificagao da sequéncia originalmente
presente numa amostra de ensaio. O "produto de amplificacao
contaminante" pode, por exemplo, ser o resultado de um transpor-_ _

te mecanico ou de uma contaminagdo transportada pelo ar de uma amostra de

ensaio com o produto de amplificacao de uma amostra ou de amos



tras amplificadas anteriormente.

"Complementar" refere-sea uma complementaridade sufi-
ciente para permitir a ocorréncia de hibridacdo. N&3o & neces
sdria a complementaridade completa.

"Substancialmente complementar" refere-se a complemen-
taridade em que pelo menos uma das bases esta trocada.

"Sitio de pseudo-restricdo" & uma sequéncia de residuos
de acido nucleico que pela alteracdo de pelo menos um nucled-
tido representa um sitio de reconhecimento de enzima de restri
cao. Embora o termo "alteracdo" seja utilizado, os "sitios de
pseudo-restrigdo" sdo de ocorréncia natural e deve considerar-
-se que qualquer sequéncia nucleotidica que nao represente um
sitio de restrigdo poderd ser um "sitio de pseudo-restricdo".

Um "sitio de pseudo-restricdo preferido" & um sitio de
pseudo-restrigao que requer apenas a modificacdo de uma base pa
ra alcancar um sitio de reconhecimento de enzima de restricdo.

"Sitio de reconhecimento" & utilizado para significar a
sequéncia especifica reconhecida por uﬁaenzima, tal como um en-—
donuclease de restrigao ou um RNAse .

"Sitio de cisdo de enzima" significa uma ligacdo fosfo-
diéster que & hidrolisada por uma enzima tal como uma endonu-
clease de restricao ou uma RNAse.

"Endonuclease de restrigao de corte remoto" ou "corta-
dor remoto" & uma endonuclease de restricdo que corta DNA de ca
deia dupla num sitio exterior do sitio de reconhecimento da enzi
ma.

A presente invencao diz respeito a um meio para contro-

lar a contaminagao do transporte de um produto de amplificacgdo

contaminante. O produto de amplificacdo modificado & criado, co
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mo uma parte do processo de amplificagdo, pela incorporacao de
pelo menos um sitio de modificagdo no produto de amplificagdo
de tal modo que o produto de amplificacdo modificado e distin-
to da sequéncia alvo. Como resultado desta modificacdo, o pro
duto de amplificacdo contaminante modificado pode ser eliminado
selectivamente mediante a remocdo, destruicao ou, de outra for-
ma que inviabilize o produto de amplificacdao modificado como se
quéncia matriz para eventos deamplificacdo subsequentes. O meio
para a eliminacgdo selectiva do produto de amplificacdo modifica
do evidentemente que varia no que se refere a modificacgao parti
cular incorporada no produto de amplificacdo.

E possivel incorporar um método de controlo da contami-
nacao da presente invengdo num tratamento de pré-amplificacio
ou num tratamento de pos-amplificacdo, ou numa associagdo de am
bos os tratamentos de pré e pds amplificacdo das amostras de en
saio. No caso de tratamento de pOs-amplificacdo, o produto de
amplificagdao modificado & eliminado selectivamente das amostras
de ensaio amplificadas apOs se completar o processo de amplifi-
cacao. Este processo minimiza efectivamente a dissiminacdo do
produto modificado através do espaco laboratorial ou de traba-
lho onde pode contaminar novas amostras de ensaio, produzindo
deste modo falsos positivos. O tratamento apds a amplificacao,
contudo, nao elimina completamente o problema da contaminacio,
porgue em algum grau a contaminacao do ar ocorrera atraves do
processo simples de abertura de um tubo de reacgao para adicio-
nar reagentes (por exemplo um agente de corte) necessarios para
eliminarem selectivamente o produto contaminante.

Na maioria dos casos, contudo, & possivel e de facto

preferido o "pré-tratamento" das novas amostras de ensaio para

o



L

selectivamente eliminar o produto de amplificagdo modificado
contaminante antes de se submeter as novas amostras 3 amplifi
cagcdo. No caso de tratamento antes da amplificagdao, o produ-
to de amplificagéq modificado pode contaminar novas amostras ,
com o produto de amplificagdo contaminante a ser substancial-
mente removido ou destruido sem ser nas proprias novas amos-
tras de ensaio,

Quando os reagentes de amplificacio (por exemplo, son-
das ou iniciadores de amplificacdo) sdo susceptiveis de destrui
cdo pelo mesmo agente que se utiliza para eliminar selectivamen
te o produto de amplificacao contaminante, serd necessario adi-
cionar os reagentes de amplificacio apos o tratamento de pré-am
plificacao na amostra de ensaio. Quando, contudo, os reagentes
de amplificacdo sdo resistentes 3 destruicio pelo agente utili-~
zado para eliminar selectivamente o produto contaminante (por
exemplo quando se utilizam certos tipos de sitios de modifica-
¢do de reconhecimento de enzima de restricao remotos ou substi
tuicoes ribonucleotidicas), o agente destruidor pode ser adicio
nado a amostra de ensaio imediatamente antes da amplificacao,
isto &, apds a adicdo na amostra de ensaio de todos os reagentes necessa
rios, proporcionando deste modo o maior grau de controlo da con
taminacao.

0 método da presente invencao permite controlar a conta
minacao de transporte de um modo economico, fidvel e eficiente.
Isto e particularmente importante num conjunto de diagnostico
quando O0s processos dé amplificagdo sado rotineiramente aplica-
dos. Nestéstipos de conjuntos o mesmo analisivel & continuamen

te ampliado uma vez e outra ainda, complicando mais o problema

da contaminacdo do produto de amplificagao das novas amostras .



Quanto maior & o periodo em que o analisdvel em causa é anali-
sado, maior & o problema da contaminagdo. Por exemplo, a aspi
racao de apenas %/pl de uma Unica amostra de 10q/p1, que foi
ampliada para 100 eém fotomoles’ de produto de amplificacdo, li-
bertara 600 milhSes de copias no ar do alvo. Se, eventualmen-
te, se dispersam num meio de trabalho ambiental tipico, isso
resulta numa concentracao de aproximadamente 350 moléculas de
produto de amplificacao contaminante para cada polegada cubica
de area de trabalho.

A solucdo para a contaminacdo de transporte proporcio-
nada pela presente invencao ndo requer fases de frequente ela-
boragao e de esforcos dos métodos anteriores. Por exemplo, a
presente invencao elimina a necessidade de utilizarem camaras
separadas para a introdugao, amplificacao e deteccdo de novas
amostras de ensaio. Identicamente, o uso de roupas descarta-
veis, pipetas de deslocamento positivo dispendiosas e canaliza
cao descartavel especial e dispositivos de manipulacdo da amos
tra sdo também desnecessdrios. O método proprocionado aqui tem
uma menor variacao inerente e ndo contém as limitacdes auto im-
postas dos métodos anteriores tais como, por exemplo, a limita-
cao da quantidade de padrdo que se desenvolve conjuntamente com
o processo de anplificacao. Serdao evidentes aos telnicos nesta
matéria muitas outras vantagens do método da presente invenc3o.

0 método da presente invencdo contempla e abrange a in-
troducéo de um nimero de diferente tipo de modificacdes no pro-
duto de amplificacao que & gerado e num processo de amplifica-
gdo. O que & importante na seleccgdo de uma moéficagéo particu

lar & que a modificagdo proporciona um meio para distinguir e/

/ou separar ou destruir o produto de amplificacao da sequéncia
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alvo no subsequente ensaio das amostras de ensaio. Neste sen-
tido, o produto de amplificagao contaminante & removido, des-
truido ou de outro modo inviabilizado como uma matriz para a
amplificacao antes da amplificacdao da sequéncia alvo na nova
amostra de ensaio tratada.

Os tipos de modificacdo Uteis para distinguir o produto
de amplificacao contaminante serao evidentes para os técnicos
nesta matéria com base nos ensinamentos da presente invencg3o.
Estas modificacOes podem incluir, por exemplo, a introducao de
um ligando, a introducao de um agente de ligacdo cruzada ou a
introdugao de um sitio de reconhecimento de enzima (incluindo
sitios de reconhecimento de enzima de restricdo) ou outro grupo
eliminavel apropriado.

Certas modificagOes da presente invencdo terdo um maior
nimero de limitacdes do que outras, como serd descrito mais por
menorizadamente. Como uma consequéncia, certas modificagdes se
rao preferidas em certas situa¢des, dependendo das caracteristi
cas de um analisavel particular. A modificagdo preferida para
um produto de ampliacado tem um dado processo de ensaio sera
evidente para o técnico corrente nesta matéria com base nas ca-
racteristicas do analisavel que se ira ampliar e nos ensinamen-
tos da presente invencao.

Uma modificagdo & preferencialmente incorporada num pro
duto de amplificacao utilizando-se sondas de amplificagdo pre-
viamente sintetizadas ou iniciadores que contenham a modificacgao
escolhida. A amplificacdo com estas sondas ou iniciadores modi-
ficados sera sera por seu lado incorporada a modificacdo ou modi
ficagdes no produto ou produtos de amplificagdo completos. A mo-

dificacao das sondas de amplificacdo ou dos iniciadores pode ser



realizada por qualquer um dos numerosos métodos que sao conhe
cidos dos técnicos nesta matéria. No caso de ligandos ou ou-
tros tipos similares de modificagdes, por exemplo, a modifica
¢ao pode ser introduzida na sonda oligonucleotidica completada
ou no iniciador apds a sintese do oligonucleotidico. No caso
de sitios de reconhecimento de enzima, a modificacio ou modifi
cacOes pode simplesmente ser substitulida na sonda oligonucleo-
tidica ou no iniciador durante a sintese. E também possivel ,
no caso de PCR, ampliar o alvo com polimerase na presencga de um
ou mais nucledsido trifosfatos modificados para gerar o produto
de amplificacdo modificado. (Ver por exemplo, Langer et al,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 78(11), 6633-6637, (1981).

O nimero de sitios de modificacdo incorporado em um pro
duto de amplificacado modificado pode também variar embora o si-
tio seja usualmente suficente para reduzir de forma significati
va a contaminacao. Na maioria dos casos, &, de facto, preferi-
vel incorporar apenas um sitio de modificacdo devido a reducao
esperada na eficiéncia do processo de amplificacdo de, por exem
plo, impedimente estérico (causado pela introducgdo de radicais
vultuosos), interferéncia com a hibridagdo (causada pela des-
truicdo) de ligagdes de hidrogénio entre nucledtidos complemen
tares), ou a ausencia de complementaridade total das sondas ou
dos inciadores de amplificagao com o alvo (causada pela incorpo
racdo de sitios de reconhecimento de enzima de restrigdo). Nes
te Giltimo caso, contudo, serd considerado que a perda de efi-
ciencia de ciclizacdo serd principalmente no primeiro ciclo da
ampliacdo onde apenas a sequéncia de ampliacdo tem complementa-
ridade substancial com a sonda ou com o iniciador modificadcs

que servem como matriz. Portanto, a perda de eficiéncia espera
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da diminuira proporcionalmente com o aumento da quantidade rela
tiva do produto de amplificacao que actua como matriz (e tendo
complementaridade completa com as sondas ou com os iniciadores).

Quando o produto de amplificacdao nao & desnaturado apos
o ciclo final da ampliacao & apenas necessario modificar uma
sonda ou iniciador de amplificagao. Neste caso, o produto de am
plificacdo modificado resultante terada cadeia dupla, permitindo
que ambas as cadeias sejam removidas ou destruidas através de
uma modificacao que & incorporada apenas em uma das cadeias. Se,
contudo, a mistura reaccional da amostra de ensaio & submetida
a uma fase de desnaturacao, apos o ciclo de ampliagdo final, am
bos os iniciadores de amplificacdo e pelo menos duas sondas de
amplificacao de cadeia oposta tém que ser modificados (isto &,
que representam as cadeias superior e inferior dos pares da son
da) a fim de assegurar que todo o produto da ampliacdo contami-
nante € substancialmente inviabilizado pela hibridacgao subsequen
te.

Quando se introduziu um ligando no produto de ampliacao,
o produto de ampliacao modificado do ligando resultante pode ser
selectivamente eliminado fazendo-se contactar a amostra de en-
saio contendo o produto de ampliacdo modificado com o parceiro
de ligacao especifico imobilizado para o ligando. O suporte de
imobilizacao &, em seguida, removido como companheiro do produ-
to de ampliagao modificado pela ligacdo com o ligando. Quando
se realiza a eliminacgdo selectiva numa nova amostra de ensaio
(isto &, antes da iniciagdo de um processo de ampliacdo) o par
ceiro de ligacao especifica imobilizado deve ser submetido ao
contacto com a nova amostra de ensaio antes da sonda de amplifi

cacao ou dos reagentes iniciadores da ampliacdo serem adiciona-



dos a nova amostra de ensaio. Se a mistura reaccional da no-
va amostra de ensaio se faz contactar apds a adigdo destes rea
gantes, as sondas ou os iniciadores modificados nos reagentes
serao extraidos da solucdo conjuntamente com o produto de am-
pliagao contaminante.

O ligando que & incorporado como a modificacio seri de
preferéncia um membro mais pequeno de um par de ligacdo especi
fico, porque assim minimizard a reducdo na eficiéncia de ampli
ficagdo que se espera devido ao impedimento estérico provocado

pela presenca de um ligando na sonda de ampliacdo ou iniciado-

res. Um exemplo de um ligando preferido & a biotina. Outro 1i

gando preferido & a fluoresceina. O ligando & introduzido em, pe

lo menos, um iniciador de amplificacdo, no caso de PCR, ou em,
pelo menos, uma sonda de amplificacdo no caso de LCR. A Figqura

1 apresenta uma modificacao de ligando do produto de ampliacio

resultante de um tipo de reacgdo de cadeia de ligase do processo

da ampliacdo (produto da ampliacdo derivado de LCR) e remocao
subsequente do produto de ampliagdo modificado com um parceiro

de ligagdo especifico imobilizado para o ligando. A Figura 2

apresenta um esquema idéntico relativamente ao produto de amplia

cao derivado de uma reaccdo de cadeia de polimerase (produto de
ampliacdo derivado de PCR). O produto de ampliacdo modificado
por biotina ou por fluoresceina resultante pode ser removido

das amostras de ensaio subsequentes fazendo-se contactar estas

amostras com avidina ou anticorpo antifluoresceina imobilizados,

respectivamente.

Na realizacao de modificagdo do ligando da presente in-

vengao, prefere-se modificar a sonda ou o iniciador de ampliacdo

numa localizacao da sonda ou do iniciador que nd3o interfira com

L
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a acgao de algumaenzima ou outro reagente utilizado no proces=-
so de ampliacado; por exemplo, polimerase no caso de uma reac-
gdo de ampliagdo do tipo de cadeia de polimerase (PCR) do pro-
cesso de ampliacdo e ligado no caso de um processo de ampliacio
de tipo reaccao de cadeia de ligase. Nas situacdes em que a po
limerase pode "ler até ao fim" ("read through") através do si-
tio de modificac@o num processo de ampliagdo do tipo PCR, o ini
ciador da amplificacgdo pode ser modificado em ou proximo de ou-
tra qualquer localizacao além da extremidade prolongada do ini-
ciador. Quando, no entanto, a polimerase ndo pode "ler até ao
fim" através do sitio de modificacdo o iniciador de PCR deve ser
modificado na sua extremidade 5°'.

Porque os processos de ampliacao do tipo LCR ndo utili-
zam uma polimerase, as limitagoes da leitura até ao fim da en-
zima nao sao uma relacdo com a localizacio dos sitios de modi-
ficacao do ligando nas sondas de ampliagdo. No caso de ILCR,
prefere-se em geral modificar a sonda de ampliagdo em qualquer
localizacdo muito diferente das extremidades contiguas. Para
as sondas de ampliacao que formam um segmento de extremidade
do produto de ampliagdo, também & possivel modificar estas son
das nas suas extremidades de nao ligacdo. De outro modo, to-
das as sondas de ampliacdo serao de preferéncia modificadas prd
ximo da regido central da sonda.

As sondas de amplificagao ou iniciadores podem ser modi-
ficados com os ligandos preferidos de fluorosceina ou biotina
utilizando-se métodos convencionais. Por exemplo, a sonda oli-
gonucleotidica ou o iniciador pode modificar-se com um ligando
utilizando um processo de duas fases, em que um grupo amina é

introduzido primeiro durante a sintese do oligonucleotidico. A

<
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ligacao, oxidacgado, desproteccao e remocao seguintes do iniciador
oligoaminico , ou sonda de suporte utilizada durante a sintese
pode ligar-se o ligando.

Outros meios para controlar a contaminagao dos transpor
tes do produto de ampliacgao contaminante envolvem a incor pora-
cdo de um agente de ligacdo cruzada ligado por covaléncia a pe-
lo menos uma das sondas de ampliagdo ou iniciadores utilizados
por um processo de ampliagdo. O agente de ligagdo cruzada do
produto de ampliacao modificado resultante pode ser activado qui
mica ou fotoquimicamente para ligacdo cruzada covalente com o
produto de amplificacdo modificado com cadeias de acido nuclei-
co complementares. As cadeias de acido nucleico complementares
podem ser complementarmente modificadas ou produto de ampliagao
nao modificado ou podem estar sob a forma de DNA veicular se o
produto de ampliacdo modificado foi desnaturado. Neste Gltimo
caso, ambas as cadeias do produto de ampliacao tém que ser modi
ficadas para substancialmente todo o produto de ampliacdo resul
tante ser selectivamente eliminado.

0 produto de amplificacdao modificado com ligacdo cruza-
da irreversivel serada um produto de ampliacdo modificado inerte
a qualquer ampliacao posterior por impedimento de desnaturacao
completa do produto de ampliacdo complementar modificado apds es
te ponto. Em alguns casos, existira O risco de danificagdo do
acido nucleico alvo em uma nova amostra de ensaio por tratamento
da amostra  com um activador apropriado para o agente de ligacgao
cruzada. Este risco pode ser evitado, contudo, quando grupos
de foto ligacao cruzada foram preparados para absorver a luz num
comprimento de onda que nao & nocivo para os acidos nucleicos al
vo. O tratamento da nova amostra de ensaio deve, contudo, pro-

cessar-se na auséncia de novos reagentes de sonda de ampliagao



a fim de destruir o produto contaminante sem exercer ligacao
cruzada poOr novos reagentes.

O agente de ligacdo cruzada & incorporado na sonda(s)
ou no iniciador(es) de ampliacgao utilizando-se métodos conven
cionais. Num tipo LCR de processo de ampliacdo, prefere-se
localizar o agente de ligacdo cruzada no meio de uma sonda de
ampliacdao que por sua vez se incorporarad o agente de ligagao
cruzada proximo do centro do produto de ampliacao resultante
como & praticamente - .possivel. No que se refere a sonda de am
pliagdo comportando o agente de ligacdo cruzada, & muito prefe-
rido localizar o agente de ligacao cruzada na regiao central da
sonda de forma a nao interferir com a jungao ou ligagao das ex-
tremidades da sonda modificada. Na Figura 3 isto esta represen
tado, onde a modificacdo de ligacao cruzada & incorporada no
produto de ampliacdo a partir de um par médio de sondas de um
conjunto de trés pares de sondas de ampliagao.

No caso de um processo de ampliacao do tipo PCR, & pre-
ferido incowporar o agente de ligagdo cruzada tdao proximo quan-
to possivel da extremidade prolongada de um iniciador de amplia
cao sem que intervenha significativamente com a polimerase. Co
mo no caso de uma modificacao de ligando, se a presenga de um
agente de ligagao cruzada interfere com a capacidade de leitura
total da polimerase utilizada para a extensao do iniciador, a
modificacao deve ser colocada de preferéncia na extremidade 5'
do iniciador. A Figura 4 representa a incorporagao de uma modi
ficacdo de ligacdo cruzada do produto de ampliacgado derivado por
PCR utilizando-se um iniciador previamente sintetizado que foi
modificado em ou cerca da zona média do iniciador.

E mais preferido, contudo, modificar o produto de amplia

¢do pela incorporacao de, pelo menos, um sitio de reconhecimento
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de enzima num produto de ampliagdo como um meio para controlar

a contaminagao de transporte. O sitio de reconhecimento da en

zima pode ser introduzido no produto de ampliagao através da
aplicacao dos reagentes de ampliacao modificados (por exemplo,
sondas ou iniciadores de ampliacado modificados). Na ampliacao

do tipo PCR é também possivel introduzir o sitio de reconheci-

mento da enzima por meio da utilizacdo de nucleosido trifosfato modifi
cado que em seguida podem servir como sitio de reconhecimento de
enzima e como um substracto para a polimerase.

0 sitio de modificacdo de reconhecimento da enzima tor
na o produto de amplificacao modificada resultante receptivo a
subsequente destruicdo por uma enzima que separarid selectivamente
0 produto de ampliacao mas que deixa o alvo ou a sequéncia de
ampliacao intacta.

Exemplos de sitios de reconhecimento de enzima incluem
mas nao estdo limitados a sitios de reconhecimento de enzimas de
restricao e sitios de reconhecimento de RNAse.

Como os outros tipos de modificagbes, & possivel incor-
porar uma diversidade de sitios de modificacdo de reconhecimen-
to de enzima no produto de amplificacdo. £, evidente, que se
prefere incorporar os sitios de modificacdao de reconhecimento
de enzima em o produto de amplificacdo numa localizacio ou loca
lizacdes que, quando cindidas, resultario na mais completa des-
truicao do produto de amplificagdo. A localizacio preferida pa
ra o sitio de reconhecimento da enzima pode variar relativamen-
te ao sitio que se pensa constituir a amostra para a analise, e
isso sera, no caso de sitios de reconhecimento de enzima de res
trigdo, determinado, em algum grau, pela localizacdo e pelo ni-

mero des sitios de pseudo-restrigdo preferidos, na sequéncia al-
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vo. Quando, apenas se utiliza um sitio de reconhecimento de
enzima para modificar o produto de ampliacdo, este serd habi-
tualmente preferido colocado no sitio de reconhecimento de en
zima como de forma central no produto de ampliagdo completado,
para se alcangar a possivel maior destruicado eficaz.

A localizacao central de um unico sitio de reconheci-
mento de enzima & mais facilmente alcancado com o produto de
ampliacdo derivado de LCR do que com o produto de ampliacao de
rivado de PCR. Isto porque & possivel um controlo maior na
construcao do produto de ampliacdo utilizando-se sondas de am
pliacdo LCR sintetizadas previamente do que disponivel relati-
vamente as porcdes predominantes de um produto de amplificacgio
derivado de PCR que sao necessariamente sintetizadas in situ
durante a ampliagdo. Por exemplo, com o produto de ampliacio
derivado de PCR, € habitualmente necessario colocar pelo menos
uma parte do sitio de reconhecimento Gnico da enzima na porcdo
iniciadora da ampliagdo do produto de ampliacdo, em vez de ter
um sitio de restricdo completo localizado algures na porgdo pro
longada de polimerase que representa a vasta regilo central do
produto de ampliacdo completo. Em contraste, um dnico sitio de
reconhecimento de enzima pode ser facilmente introduzido no meio
dos produtos de amplificagdo utilizando-se um processo de ampli-
ficagdao do tipo LCR.

LimitacOes adicionais, elas proprias estao presentes no
que se refere a colocagao de um sitio de reconhecimento de uma
enzima Gnica em um produto de ampliacdo derivado de PCR. Mais
evidente, € a colocagdo de um sitio de modificacgio de reconheci
mento da enzima o mais central no produto de ampliacdo completo

colocarad a modificacdo na extremidade prolongada do iniciador da



ampliacdo. Devido a esta extremidade do iniciador actuar atra
vés da polimerase para formar o produto da extensio no proces-
so de ampliagao de PCR, a colocacido de um sitio de modificacao
em ou proximo deste local potencialmente podera interferir com
a extensao de polimerase para formar o produto de ampliacao, e
pode portanto diminuir a eficiéncia da ampliacio onde a sequén
cia alvo actua como uma sequéncia matriz. Quando, contudo, se
pretendem sitios de reconhecimento de enzima miltiplos & possi-
vel incorporar estes sitios de modificacao miltiplos em a frac-
cao central (polimerase prolongada) do produto de amplificacdo
resultante utilizando-se um ou mais nucledsidos trifosfatos,
tais como, por exemplo, um ribonucledtido trifosfato (reconhe-
cido por um RNAse) em vez de o dexoxiribonucleésido trifosfato
correspondente durante a ampliacdo.

A fim de se realizar o método da presente invencao uti-
lizando-se um sitio de modificacdo de reconhecimento de enzima
reconhecido por RNAse sintetiza-se previamente uma porcao selec
cionada deruma sonda de ampliagao utilizando-se séries de bases
de RNA em lugar de bases de DNA que formam o restante produto
de ampliagao. As séries de bases de RNA podem ser tio pequenas
quanto uma base de RNA na sua extensdo (no caso de RNAse A), ou
varias bases de extens3o (no caso de RNAse H), ou a extensao to
tal do produto de amplificacdo. Diferentemente da incorporacao
dos sitios de reconhecimento de enzima de restrigao, os sitios
de reconhecimento de RNAse niao resultam necessariamente de uma
perda de eficacia devido a desnecessidade de se sacrificar a
complementaridade total, no @ltimo caso. N3o somente pode exis-
tir a complementaridade total com substituicdes de base de RNA

mas a formacdo de RNA/DNA hibridos pode ser até mais forte do



-30-

O
7,
que os hibridos de DNA/DNA. As localizacdes preferidas para as
séries de bases de RNA serdo evidentes para os fécnicos nesta ma
téria através da experimentacdo minima & luz dos ensinamentos
da presente invengao. De um modo geral, prefere-se que as séries
de base de RNA sejam pelo menos cerca de uma a trés bases de ex-
tensdo, dependendo da RNAse particular escolhida como agente pa-
ra a eliminagdo selectiva do produto de ampliacdo modificado.

Podem-se utilizar diferentes tipos de enzimas de RNAse
para destruir um sitio de modificagdo de reconhecimento de RNAse
que estd incorporado no produto de ampliacdo modificado. Uma
RNAse preferida é a RNAse H. A RNAse H & especifica para hibri-
dos RNA/DNA e separara somente as bases de RNA, no duplex, deixan
do intacta a cadeia de DNA. Quando se utiliza RNAse H para des-
truir o produto de ampliagdo modificado dossitio de reconhecimen
to de enzima, & importante que o sitio de reconhecimento de RNAse
seja incorporado em ambas as cadeias do produto de ampliacao mo-
dificado e além disso, que a localizacdo dos sitios de reconheci
mento de RNAse alvo estejamem diférentes locais de ampliacdo do produto
Neste sentido, o sitio de reconhecimento de RNAse em cada cadeia es-
ta localizado em oposigcdo a uma cadeia de DNA do produto de am-
pliacao complementar, permitindo a RNAse H separar ambas as ca-
deias duplex do produto de ampliagdo modificado.

Porque a enzima RNAse H nao separa duplexes de RNA/RNA
ou DNA/DNA, o produto de ampliacdo contaminante que pode ser
transportado para uma nova amostra de ensaio pode ser eliminado
selectivamente sem receio de, inadvertidamente, destruir a se-
quéncia de DNA alvo que pode hibridar com o produto de amplia-

gdo modificado.

Outros tipos de enzimas RNAse preferidos conhecidos como
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especificos para RNAse de cadeia finica, incluem, por exemplo,
RNAse A, RNAse C13, RNAse T2 e RNAse U2. Quando estes tipos
de enzimas sdo utilizados, n3o existirad perigo de separar o
DNA alvo. E particularmente preferida RNAse A, porque a sua
especificidade & devida a uma substituigdo de ribonucleotido
tnico.

E ainda possivel incorporar um sitio de modificacio de
reconhecimento de enzima que & reconhecido por umaenzima de res
tricao. Cada sitio de modificacio de enzima de restrigao no
produto de amplificacdo serd o substancialmente complementar a
um pseudo-sitio de restrigdo na sequéncia de ampliacdo. & pre
ferido que o sitio de enzima de restricdo seja introduzido no
produto de amplificacao com um nimero minimo de imperfeigdes
no que se refere a sequéncia alvo. E ainda mais preferido que
apenas uma base seja alterada para introduzir o sitio de reco-
nhecimento, isto €, que o sitio de reconhecimento da enzima de
restricao se localize opostamente a um sitio de pseudo-restri-
cdo preferido.

A seleccao da(s) enzima(s) de restricdo e de um sitio
de modificacdo de enzima(s) de restrigao correspondente (s) em
um produto de amplificacdo particular serd influenciada por um
nuamero de factores que inclui o custo e a disponibilidade de
varias enzimas de restricdo. £ ainda importante e preferido
escolher uma enzima que tenha uma grande eficiéncia de corte no
que se refere ao produto de amplificacao sintético que é gerado
atraves de um processo de amplificacg3o. Algumas enzimas de res
tricao, por exemplo, consideram-se que cindem sequéncias oligo-
nucleotidicas sintéticas de forma muito menos eficiente do que as

sequéncias do tipo natural. Enzima(s) de restricdo preferida(s)
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para uma dada amostra de analise e sistema de amplificacfo se-
rao evidentes para um técnico com base nas indicacdes da presen
te invencao.

A incorporacdo de um sitio de modificacdo de enzima de
restricdo num produto de ampliagdo realiza-se de preferéncia co
megando por a selecgao da sequéncia alvo de uma sequéncia de am
pliagao que contenha pelo menos um sitio de pseudorestrigao pre
ferido. Quando estao contidos um certo nimero de sitios de
pseudorestricdo preferidos na sequéncia de amplificacdo designa
da, havera mais opg¢des disponiveis no que se refere 3 localiza~-
cao da modificagdo do sitio ou sitios de restricio no produto
de ampliacgdo modificado. Antes da seleccido final do sitio ou
sitios de modificacdo de enzima de restrigio do produto de am-
pliacao, & importante sondar a sequéncia de ampliagao total para
confirmar que ndo existem sitios de restrigdo & ocorréncia natural
sequéncia de amplificagdo que possam:ser submetidos 3 accio de
enzima de restrigdo escolhida para separacdo selectiva do pro-
duto de ampliagdo modificado. Se existem estes sitios de ocor
réncia natural, deve escolher-se um sitio de modificacdo de en
zima de restrigao alternativo, porque de outro modo a sequéncia
de ampliagdo serd destruida com o produto de ampliacdo modifica
do.

Em geral, as enzimas de restrigdo estardo aptas para se
parar somente o produto de ampliagdo modificado que & de cadeia
dupla. Portanto, o sitio de restricdo do produto de ampliacdo
modificado nao deve ser desnaturado antes do contacto com a en-
zima de restrigado apropriada. Sera, contudo, necessario desna-
turar em certos sistemas de detecgdo o produto de amplificag3o.

Quando um sistema de deteccdo que utiliza sondas complementa-
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res, como descrito no Pedido de Patente de Invencdao Internacio-

nal N2 89/02649, foi utilizado, sera ainda possivel separar o

produto desnaturado tanto quanto o sitio de restricdo & incorpo

rado em sondas de detec¢ado e o duplex de sonda de amplificagao/

/sonda de deteccao resultante nao & desnaturado.

A modificagdo de um produto de amplificacgdo derivado de
LCR com um dnico sitio de modificacdo de enzima de restricdo es
ta representada na Figura 5. Neste diagrama, estdo ligados trés
pares de sondas para formar o produto de amplificagdo, com um
par médio de sondas contendo o sitio de modificacdo de reconhe-
cimento de enzima de restricao. Isto resulta em um produto de
amplificacdo modificado derivado de LCR susceptivel a accao de
uma enzima de restricao que destruird o produto de amplificacio
modificado por corte deste em, aproximadamente, metade. A se-
quéncia de amplificacdo do alvo é resistente a accio da enzima
e permanece no seu estado natural. Neste aspecto, contudo, no-
vas amostras para ensaio devem ser tratadas para se remover o
produto de amplifciagdo contaminante antes da adigao de novos
reagentes de sonda, porque os pares de sondas de amplificacado
modificados, necessarias para o processo de amplificagéé seguin
te, poderdo também ser destruidos.

A Figura 6 representa o mesmo sitio de modificacao tnico
incorporado em um iniciador de amplificagdo utilizado em um pro-
cesso de amplificagao do tipo PCR. O produto de amplificacdo
modificado derivado de PCR resultante & susceptivel de destrui-
gao com a mesma enzima de restrigdo, mas no caso do produto de
amplificacdo derivado de PCR resultante a cisdo tem lugar cerca
de uma extremidade do produto de amplificagdao. O potencial in-

conveniente para este corte irregular do produto derivado de



PCR esta representado na Figura 7, a qual representa o inicio
parcial do produto de amplificagdo derivado de pCR separado
num processo de amplificagdo subsequente. O inicio parcial
ocorre porque a fraccao maior do produto de amplificacido cin-
dido contem algo das bases complementares para o iniciador. O
inicio parcial do produto de amplificacgio contaminante deriva-
do de PCR cindido nos processos de amplificacdo subsequentes
podem ainda dar origem a resultados de amostras de ensaio mui-
to artificiais, incluindo falsos positivos.

0 inicio parcial pode ser evitado em alguns casos se o
sitio de modificaco da enzima de restricao pode ser incorpo-
rado suficientemente proximo da extremidade de extensio do
iniciador de forma a que o sitio de reconhecimento resultante
realmente ocorra na porgdo prolongada de polimerase do produto
de amplificacao. Isto pode, contudo, ser dificil de alcancar
sem a interferéncia com a capacidéde da polimerase para iniciar
a extensado do iniciador. O inicio parcial, pode de preferéncia,
ser eliminado utilizando-se enzimas de restricdo de corte remo-
to e incorporacao de sitios de modificacido de restricdo corres-
pondentes apropriados nos produtos de ampliacdo modificados de
um processo de amplificacdo do tipo PCR. A incorporacao do si-
tio de reconhecimento da enzima de restricdao de corte remoto em
um produto de amplificacdo derivado de PCR esta apresentada na
Figura 8. ©Neste caso, o sitio de reconhecimento de enzima de
restricdo de corte remoto & incorporado em um iniciador de ampli
ficagdo previamente sintetizado, mas a cisdo real pela enzima de
restricado ocrre na fracgdo prolongada do produto de amplificacao
completo. Como resultado, o produto de amplifciacao derivado

de PCR destruido nao pode participar nos eventos de amplifi-



-35- ‘&\_w

]
cagdo subsequente porqgue ndo existe a oportunidade para a céﬂ

ocorréncia de iniciacao parcial.

Cortes remotos podem tabém ser Gteis e, em alguns ca-
sos preferidos, para a modificacao do produto de amplificacdo
derivado de LCR. Quando o sitio de reconhecimento e os sitios
de separacgao correspondentes se podem localizar nas regiodes do
produto de amplificagao representada por diferentes pares de
sondas, serd possivel contactar uma nova amostra de ensaio com
enzima de restrigao ainda que apds a adicao dos reagentes de
sonda de amplificagao querem o alvo contendo amostras sem peri
go de cisdo das sondas simultaneamente com a do produto de am-
plificagao destruido contaminante. A Figura 9 apresenta a in-
corporacdo de um sitio de reconhecimento de enzima de restricdo
de corte remoto em um dos pares da extremidade de um conjunto
de trés pares de sondas de forma a que o produto de amplifica-
cao derivado de ILCR terminado poderd ser separado numa posicdo
aproximadamente média do produto completo. Neste caso, o sitio
de cisdo corresponde a porcado do produto de amplificagdo comple
to representada pelo par médio das sondas de amplificacao.

E ainda possivel introduzir um sitio de cisdo gquimica em
um produto de amplificagao mediante a modificacdo da estrutura
do acido nucleico das sondas de amplificacgdo ou dos iniciadores
que sao utilizados em um processo de amplificacdo. E de maior
preferencia a utilizacao deste aspecto em um processo de ampli
ficagdo de tipo LCR de que num processo de amplificacdo de ti-
po PCR, porque a presenca de um sitio quimicamente separavel é
idéntico a interferir com a capacidade de leitura de algumas po
limerases. O produto de amplificagao modificado contendo um si

tio de modificacao quimicamente cindivel pode ser destruido me-
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diante o tratamento com um reagente que cinde no sitio ou si-

tios de modificagdao. A incorporacao de uma fracc¢do quimicamen

te cindivel pode ser capaz de minorar o problema da eficiéncia

de corte reduzida observada em algumas das enzimas de restricao
no que se refere a sequéncias sintéticas, uma vez que as reac-

¢Oes de cisdo quimica ndo tem como base uma enzima biologicamen
te activa e, portanto, nao devem distinguir entre acidos nuclei
cos sintéticos ou do tipo natural. Além disso, os radicais cin
diveis por via quimica serdo separados independentemente do fac
to do produto de amplificacao modificado ser de cadeia dupla ou
de cadeia tnica.

Neste aspecto, os sitios de cisdo podem ser incorporados
em sonhdas previamente sintetizadas ou em iniciadorés utilizando-
-se reagentes comercialmente disponiveis como representado na
Figura 10. A sonda parcial ou a sequéncia iniciadora sdo sinte-
tizadas previamente de forma a conterem grupos amina nas extre-
midades 3' ou 5' das sequéncias parciais. Estas extremidades
marcadas com amina sdao em seguida ligadas com um reagente de 1i
gagao homobifuncional para formar a sequéncia completa mas in-
terrompida que & utilizada como sonda ou iniciador de amplifica
gao. Por exemplo, & possivel utilizar DSP (ditiobis(succinimi-
dil-propionato)), DST (disuccinimidil-tartarato), ou EGS (etile-
no glicolbis(succinimidil-succinato)) repres ntado na Figura 10,
para ligar entre si as extremidades 3' e 5' da sonda parcial ou
da sequéncia iniciadoras, formando-se deste modo os reagentes
de sonda completos contendo o sitio de cisao. Neste caso, o pro
duto de amplificacdo modificado gerado com estas sondas ou ini-
ciadores pode ser destruido por separacaocom um agente de redu-

gao tal como o ditiotreitol (onde se utiliza DSP como agente de
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ligacao homobifuncional), um agente oxidante tal como o perio-
dato de sodio (quando & utilizado DSP), ou hidroxilamina (quan
do & utilizado EGS).

Sera preferivel localizar um sitio de modificacdo sepa-
ravel por via quimica proximo do meio de uma sonda ou de um ini
ciador de amplificagao de forma a que o rompimento da hibrida-
gdo seja minimizado. E possivel construir sondas ou iniciadores
de amplificacdo modificada de forma a que estes reagentes sejam
ou totalmente complementares (o grupo separavel estad contido nu
ma ansa) ou substancialmente complementar (o grupo separavel es
ta substituido por um dos nucledtidos na sequéncia da sonda) na
sequéncia de amplificacdo. Em certos casos, por exemplo, quan-
do uma substituicado ribonucleotidica proporciona um grupo sepa-
ravel por via quimica, os reagentes poderdao ser completamente
complementares da sequéncia de amplificagdo sem a necessidade de
uma ansa.

A sﬁbstituigéo ribonucleotidica confere ao produto de am
plificacao modificado resultante, simultaneamente, o sitio de
reconhecimento da enzima e o sitio de cisdo quimica mediante a
incorporacao da mesma ligacao labil. Este produto de amplifica
cao modificado € 1abil para um ou para ambos: (1) base forte
(cisdo quimica); e, (2) certas RNAse (destruicdo enzimatica).

Em qualquer dos casos, os produtos de cisadao resultantes nao po-
dem continuar a funcionar como matrizes para a amplificacgdo.

Estas ligacgOes labeis sdo incorporadas de preferéncia no
produto de amplificagdao modificado utilizando-se sondas ou ini-
ciadores de amplificagao contendo uma substituicao ribonucleoti
dica Gnica nas suas extremidades 3' respectivas. No caso de PCR,

ambos os iniciadores de amplificacao conterao a substituicgao
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ribonucleotidica. No caso de LRC pelo menos uma ¢ deia supe-
rior e uma cadeia inferior da sonda de amplificacdo, contera
a substituicado ribonucleotidica. Porque a substituigdo ribo
nucleotidica ocorre nas extremidades 3' das sondas ou dos
iniciadores, as ligacOes labeis do produto de amplificagdo mo
dificado sao realmente criadas in situ durante a amplificacao.
Como um resultado, os reagentes de amplificacao nao contém a
ligacdo labil (isto &, ndo sdo bases labeis), permitindo des-
te modo o transporte da contaminacao para ser destruido por
tratamento com uma base forte ou com uma RNAse na presenga des
tes reagentes resistentes ao tratamento sem afectar a sua inte
gridade para a ampliacdao. Além disso, a capacidade do alvo
do tipo natural para servir como uma matriz para a ampliacgao
nao & praticamente afectada pelo tratamento com a base ou com
RNAse, permitindo a destruigdo do produto de amplificagao con-
taminante remanescente 13bil na presenca do alvo e dos reagen-
tes de amplificacdo numa nova amostra de ensaio.

Existem duas condigoes importantes para se gerarem pro
dutos de amplificagao modificados derivados de PCR ou de LCR
de iniciadores de amplificacdo ou de sondas de amplificacao
modificados contendo uma substituicao ribonucleotidica. Pri-
meiro, a enzima necessaria para a formagao do produto de ampli-
ficagao tem que operar efectivamente na presenca da substitui-
gao. No caso de PCR, a polimerase deve prolongar-se de um dos
grupos hidroxilo nas extremidades 3' dos iniciadores a hibridizar.
No caso de LCR, a ligase deve catalizar a ligacao covalente de
um grupo 3'-ribose de uma sonda oligonucleotidica para um grupo
5'-fosfato de outra sonda oligonucleotidica. Segundo o produto

de amplificacdo modificado resultante (gue contém um ou mais
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ribonucleotidicos internos) deve servir para uma matriz viavel
para os ciclos de amplificacdo subsequentés. Isto &, no caso
de PCR, a polimerase deve ler-se através da ligagdo ribonucleo
tidica.

0 método da presente invencdo ndo se limita a processos
de amplificacao do tipo LCR ou PCR, mas pode ser utilizada para
controlar problemas de contaminacdo encontrados noutros tipos
de processos de amplificacao tais como, por exemplo, tipos de
transcricao de processos de amplificacdo e de reacgdo de renova
cdo da cadeia.

Os exemplos seguintes sao fornecidos para auxiliar a com
preensao da presente invengdo, cujo verdadeiro ambito estd indi-
cado nas reivindicacOes apensas. Entende-se que as modificacdes
a introduzir nos processos descritos se farao sem afastamento do
espirito da presente invencao.

A fim de demonstrar a eficacia da presente invencao, uti
lizaram-se diferentes sequéncias de acido nucleico sintéticas pa
ra simular: (1) sequéncias de amplificagdo; (2) produtos de am-
plificacao; (3) produtos de amplificacdo modificados; (4) sondas
de amplificacao; (5) sondas de deteccdo; (6) iniciadores de am-
plificagao; (7) iniciadores de deteccdo; e (8) um poliadaptador
utilizado para determinar a eficiéncia de corte de enzimas de
restricdo em sequéncias sintéticas de acido nucleico. Estas se
guéncias sinteticas estdo representadas nas figuras 11, 13, 16,

20, 23 e 28.

EXEMPLO 1

Preparacado de sequéncias sintéticas




Preparam~-se as sequéncias de amplificacao sintéticas
(AS), sondas de amplificacao (AP), sondas de amplificagdo fos
foriladas por via quimica (pAP), sondas de deteccdo (DP), son
das de detecgao fosforiladas por via quimica (pDP), represen-
tadas na Figura 11, e DNA de polisitios utilizando-se um sin-
tetizador Applied Biosystems model 380B (Applied Biosystems,
Inc., Foster City, Califdrnia), como descrito no Pedido de Pa
tente de Invencao Internacional N2 89/02649, cujas porgoes im
portantes estao incorporadas aqui pela referéncia.

Os oligonucledtidos foram fosforilados quimicamente
utilizando-se um reagente de fosforilagao obtivel de Glen Re-
search Corporation (Herndon, Virginia), Catalogo No 10-1900-90.
Este reagente foi descrito primeiro por T. Horn e M. Urdea,
Tetrahedron Lett., 27, 4705-4708 (1986), e pode ser utilizado
com protocolos de sintese automatizada de fosforamidite conven
cional. A sintese de oligonucledtidos automatizada dos instru
mentos Applied Biosystem processadas na direcgao 3'- 5' com o
agente de fosforilagao quimica de introducadao conveniente no ﬁi
timo ciclo da sintese. A eficiencia da fosforilagao foi quan
tificada medindo-se a quantidade de grupo dimetil dimetoxilo
tritilo libertado apds o 4ltimo ciclo. Utilizaram-se proces-
sos de desproteccado, cisao e purificacdo convencionais para
isolar os oligonucleotidos 5' fosforilados quimicamente preten

didos.

EXEMPLO 2

Produto de amplificagao modificado de sitio de restrigdo unico

Produto de amplificagao com a introducdo de modificacdo do si-

tio de restricao
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Este exemplo descreve a introducao de sitios de modifi
cacao de enzimas de restrigdo em produtos de amplificacdo num
processo de amplificagdo do tipo LCR. A introducdo dos sitios
de modificacdo de enzima de restricao neste exemplo foi reali-
zada utilizando-se sondas de amplificacao previamente sinteti-
zadas contendo os sitios de modificacdo de enzima de restricao
para ampliacdao de uma sequéncia de amplificacao contendo os si
tios de pseudo-restrigao preferidos correspondentes. Os sitios
de modificacao de enzima de restricdo foram escolhidos de forma
a que cada uma das seis sondas de amplificacao, isto &, trés pa
res, contivesse um sitio de modificacdo de enzima de restricao
e também uma Unica base alterada relativamente & sequéncia de
amplificacdo, isto &, hibridando opostamente a um sitio de pseu
do-restrigao preferido na sequéncia de amplificacdo.

Desejou-se ainda demonstrar a -eliminacdo selectiva de
o produto de amplificacdao modificado de enzima de restrigao de
monstrando-se que os produtos de amplificacdo modificados resul
tantes continham o sitiq de modificacdo de enzima de restricao
ampliados de forma muito pouco eficaz (isto &, substancialmen-
te destruidos) apOs o tratamento com a enzima de restrigio apro
priado, enquanto que sequéncias de amplificacgdo continham o si-
tio de ~pseudo-reconhecimento correspondentes nao alterados
apos o tratamento com a mesma enzima de restricgao.

Embora o produto de amplificacao modificado (AMP,) fos
se construido para conter um sitio de endonuclease de restricao
Hae III e dois Bbv I, apenas se utilizou o sitio Hae III como a
modificagdo escolhida para demonstrar a separacdo do produto
de amplificacao. A sequéncia de amplificacao (AS) difere do

produto de amplificagdo relativamente apenas a trés pares de
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bases que sao introduzidas no produto de amplificacgdo (AMPl)
através de tré@s pares de sondas de amplificacdo (AP, /pAP, ',
pAPz/pAPZ‘, e pA%/pAP3'), contendo cada um dos diferentes pa=-
res de bases. A sequéncia de amplificacdo contém os sitios
de pseudo-restrigao correspondentes para os sitios de endonu

clease de restricao incorporados no produto de amplificacio.

A. Digeste de Endonuclease de Restricao da Sequéncia de Am-

plificagao

Produto de Amplificacdao Modificado e DNA veicular

A fim de se determinar a eficacia da cisdo por enzima
de restricao do produto de amplificacdo para destruir a sua ca
pacidade para servir como uma matriz nos processos de amplifi-
cacao subsequentes, ajustaram-se reaccoes de endonuclease de
restrigdo seguintes para um volume final de 100/»1 em tampao
contendo: 0,05 mg/ml de BSA (albumina de soro bovino), 50 mM

Tris HC1, 6,6 mM MgCl,, 6,6 mM DTT (ditiotreitol).

Reaccao 1: 2 femtomoles AMP1 + 20 unidades de enzima

de restricao Hae III activa

Reaccao 2: 2 femtomoles AMP, + 20 unidades de enzima
‘de restrigdo Hae III inactivada pelo calor

Reaccdo 3: 2 femtomoles AS + 20 unidades de enzima de
restricao Hae III activa

Reacgao 4: 2 femtomoles AS + 20 unidades de enzima de

restricao Hae III inactivada pelo calor

Reaccao 5: %/yg de DNA de placenta humana + 20 unidades
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de enzima de restricido Hae II activa

Reacgao 6: 1'pg de DNA de placenta humana + 20 unida-
des de enzima de restricao Hae III inacti-

vada pelo calor

Incubaram-se todas as seis reacgdOes a temperatura de
37OC durante 16 horas, seguidas de 900C durante 10 minutos pa-

ra destruir qualquer actividade de Hae III remanescente.

B. Amplificagao de Sequéncia de Amplificacdo Sintética e de

Produto de Amplificacao Modificado de Sitio de Restriciao

apos Tratamento com Enzima de Restricdo Hae III Activa e

In-activa

A sequéncia de amplificacdo (AS), o produto de amplifica
cdo modificado por sitio de reconhecimento de enzima de restri-
cao (AMPl), e DNA de placenta humana (HP-DNA), provenientes das
seis reaccbes citadas anteriormente, foram ampliados em duplica
do num processo de amplifciacao do tipo LCR de 15 ciclos utili-
zando-se trés pares de sondas de amplificac3do (APl/pAPl',
pAPZ/pAPz', e pAP3/AP3), como representado na Figura 5. Deve
notar-se que estas sondas tinham trés pares de bases alteradas
com a sequencia de amplificagdo mas eram completamente complemen
tares em AMPl.

Podem utilizar-se muitos tipos diferentes de ligases pa-
ra efectuar a ligagdo das sondas hibridadas continuamente em um
processo de amplificacdo do tipo LCR. Por exemplo, o pedido de
patente de invencao internacional no 89/02649 descreve a utiliza

cdo de uma ligase de E. coli (disponivel por New England Biolabs,
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Inc., Beverly, Massachusetts) para ligar as sondas de amplifi
cagao. Geralmente, prefere-se, contudo, o uso de uma ligase
estavel ao calor (TSL) a fim de evitar a necessidade de adi-
cao continua de reagente de ligase recente em cada ciclo de
amplificagdo de LCR. Neste exemplo utilizou-se ligase de DNA
HB8 estavel ao calor isolada de thermus thermophilus (AACC

nQ 27634), obtida através de uma dadiva de Miho Takahashi
(Mitsubishi-Kasei Institute of Life Sciences, Protein Chemistry
Laboratory, 11 Minamiooya, Machida-shi, Tokyo 194, Japan), uti
lizado para se ligar as sondas de amplificacdo através do ciclo
de amplificacao.

Preparou-se tampdo de ligase de DNA estavel ao calor nu
ma concentracao de 10x para conter 500 mM Tris HCl de pH 7,6,
66 mM MgClz, 10 mM EDTA (acido etilenodiaminotetraacético) ,

66 mM DTT e 500)1g/ml de BSA.

Preparou-se tampao de impregnacdo para conter 11,8 mM
de EDTA, 6,3 M de wureia, 0,02% de azul de brofenol e 0,02% de
xileno cianol.

Uma centena de atomoles de DNA para cada uma das reac-
coes de 1 a 4 e S/yg de HP-DNA de cada uma das reaccdes 5 e 6
foram ampliadas em duplicado utilizando-se um Perkin-Elmer/Ce-
tus Thermocycler (Perkin-Elmer Corporation, Norwalk, Connecti-
cut). Cada reaccao de amplificacao foi iniciada com um volume
de 52/»1 de 1x TSLB contendo 2 picomoles de cada uma das sondas

de ampliacdo (APl/pAPl', pAPz/pAPz', e pAP3/pAP '), 0,03 unida-

3
des de TSL, e 66/»M de NAD em tubos Eppendorf de 0,5 ml. Adi-
cionaram-se duas gotas de O0leo mineral a cada tubo de reaccdo
para impedir a evaporacao durante o ciclo térmico. As reaccdes

de amplificacao processaram-se em 15 ciclos por aquecimento a

90°C durante 2 minutos e 50°C durante 3 minutos para cada ciclo.
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C. Detecgdo do Produto de Amplificacdo Modificado no Sitio

de Restrigao

Os produtos de amplificacao foram detectados do Exem-
plo 1B utilizando-se dois sistemas de deteccado da sonda como
descrito no pedido de patente de invencao internacional no 89/
/02649, cuja parte importante se incorporou aqui pela referén
cia. A ligase de DNA HB8 e o tampdo TSLB foram substituidos
por ligase de E. coli e tampoes de ligase E. Coli do pedido
de patente de invengao internacional no 89/02649. Utilizaram-
~se as sondas de deteccao DP1 e pDP2, representadas na Figura
11, para detectar o produto de amplificacgao.

A fim de proporcionar um meio para a visualizacdo sub-
sequente dos produtos de amplificagao modificados por auto-ra-
diografia, foi fosforilada a sonda DP, com y32p-ATP e polinu~-
cledtido quinase (Boehringer Mannheim Biochemicals, Indiana-
polis, Indiana) utilizando-se fosforo radioactivo com uma acti
vidade especifica aproximada de 7000 Cigmole. Separou-se o ex
cesso por y32p-ATP do oligonucledtido fosforilado por meio de
filtracdo por gel através de Sephadex G50/50 (Pharmacia, Uppsala,
Sweden) .

Prepararam-se as reacgoOes de deteccdo com um volume final
de 1€/pl de 1x TSLB e contendo um décimo das misturas de reac-
cao de amplificacao, 200 femtomoles de cada sonda de detecgio
(y32p-~DP1 e pDP2), 0,03 unidades de TSL, e 6§/pM de NAD. Com-
pletaram-se as reacgoOes de detecgdo por aquecimento a 90°C du-
rante cinco minutos e em seguida a 50°C durante 10 minutos. Re
tiveram-se em seguida as reacgOes mediante a adicdo de igual

volume de tampao de impregnacdo, seguido de aquecimento a tempe
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ratura de 90°C durante mais tres minutos. Separam-se os pro-
dutos por Electroforese das misturas reaccionais em um gel de
desnaturacao a 15% poliacrilamida e visualizaram-se por auto-
-radiografia (ver Figura 2). As eficacias de ampliacdo rela-
tivas foram avaliadas com base em sinais de densidade de laser
em um LKB UltroScan tm XL (Pharmacia LKB Biotech, Inc., Pisca-
taway, New Jersey).

O produto de amplificagdao cindido (reaccdo 1, faixas
1 e 2) ampliou apenas 7% tao eficazmente como o produto de am-
plificacdo ndo cindido (reaccdo 2, faixas 3 e 4). Isto corres
ponde a uma reducdo eficaz efectiva do produto de amplificacao
contaminante cerca de 93%.

A sequéncia de amplificacao cindida (reaccdo 3) e nao
cindida (reaccao 4) (faixas 5 e 6 e 7 e 8, respectivamente)
apresentou uma ampliacao com um grau de eficacia aproximadamen
te idéntico. Isto demonstra que a sequéncia de amplificacao
que continha os sitios de reconhecimento da pseudo enzima de
restricao nao & afectada pelos tratamentos com a mesma enzima
de restrigao que destroi o produto de amplificacdo modificado
correspondente.

O HP-DNA veicular separado (reacgao 5) e ndo separado
(reaccao 6), (faixas de 9 a 12), ndo exibiu sinal o que indica
que os sinais nas faixas de 1 a 8 nao sao devidos a quaisquer
interacgoes nao especificas com o DNA ou outros componentes das
misturas reaccionais.

Deve notar-se que a sequéncia de amplificagdo ndo separa
da (AS, reacgao 4, faixas 7 e 8) amplia apenas 18% tao eficazmen
te quanto o produto de amplificagao nao separado (AMPl, reacgao

2, faixas 3 e 4). Este facto & muito provavelmente devido a
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que as sondas de amplificacdo contém trés alteracdes relativa
mente a sequéncia de amplificacdo e sdo totalmente complemen-

tares apenas com o produto da amplificacao.

Exemplo 3

Avaliacdo de Enzimas de Corte Remoto

Deve notar-se que o produto de amplificacdo modifica-
do proveniente do Exemplo 2 pode também ser separado com Bbv
I, a enzima de restrigao de corte remoto. Nestes caso, a sonda
de amplificacao APl/pAPl', pAPZ/pAPz‘, e pAP3/,AP3' do Exemplo
2 nao devem ser separadas pela enzima Bbv I. Outras enzimas
de restricao de corte remoto podem ser utilizadas para cindir
o produto de amplificacgdo modificado correspondentemente por
processos de amplificacao PCR ou tipo LCR.

A fim de identificar enzimas de corte remoto com graus
relativamente altos de eficacia de corte, seleccionaram-se oi-
to enzimas diferentes adquiridas de New England Biolabs, Inc.
(Beverly, Massachusetts) para a avaliacdo do uso potencial co
mo "cortadores remotos" no sitio de modificacdo de reconheci-
mento de enzima de restrigao da presente invencao. Foi desig

Onada uma sequéncia de DNA de cadeia dupla de 42 bases para

conter os sitios de reconhecimento de enzima de restricio para

todas as enzimas de restricdo de corte remoto, como representa
do na Figura 13. As cadeias inferior e superior desta sequén-
cia de DNA de polisitios foram sintetizadas utilizando~se um

sintetizador Applied Biosystems modelo 380B (Applied Biosystems
Inc., Foster City, California), como descrito no Exemplo 1. Es-

tas sequéncias complementares ficaram a hibridar para formar

-
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a sequéncia da cadeia dupla para a avaliacdo do corte remoto.
Quantidade equimoleculares das cadeias superiores e inferiores
de DNA polisitios foram adicionadas conjuntamente e aquecidas
rapidamente a 90°¢ e em seguida arrefecidas para a temperatura
ambiente para se formar DNA sz cadeia dupla apropriado para a
cisao de endonuclease de restricao.

Vinte picomoles de DNA de polisitios de cadeia dupla
foi marcado com y-32p em ambas as extremidades 5', como descri-
to para y-—32p-DPl no Exemplo 2.

O DNA polisitio foi submetido a cisdo por oito enzimas
de restricgao seleccionadas utilizando-se oito reaccgdes separa-
das contendo 200 fentomoles do DNA de polisitio marcado com 32p,

1x o tampao e uma das enzimas seguintes num volume reaccional

total de 50 ).11:

Enzima de Quantidade de Enzima de
Reacgao Restricgao restricao (unidades) Tampao
1 AW I 4 1lx TSLB
2 Bbv I 2 1x TSLB
3 BspM I 4 1x TSLB*
4 Fok I 8 lx TSLB
5 Ple I 1 1x TSLB
6 Hga I 8 1x TSLB
7 HpH I 0,8 1x TSLB
8 SfaN I 3 1x TSLB

* + 100 mM NaCl
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Todas as oito reaccgdes foram incubadas a temperatura
de 37OC durante 4 horas. ApoOs a incubacao, misturou-se meta
de de cadauma das reacgOes com igual volume de reagentes de
EDTA/corante, aqueceu-se a temperatura de 90°C durante trés
minutos e em seguida ensaiou-se em gel de poliacrilamida de
desnaturacdo a 10% aplicando-se técnicas convencionais e visua
lizou-se por auto-radiografia. Como apresentado na Figura 14,
embora todos os "cortadores remotos" cindissem o DNA de poli-
-sitio modificado, Fok I demonstrou a mais alta éficiéncia de

corte neste sistema.

EXEMPLO 4

Modificacdo de Sitio de Restricdo Remoto Duplo de Produtos

de Amplificacdo Derivados de PCR

Com base nos resultados da avaliacdo da enzima de cor-
te remoto do Exemplo 3, designou-se um outro exemplo para de-
monstrar a utilizacao de Fok I como uma modificacdo de enzima
de restricao de corte remoto num processo de amplificacdo do ti
- po PCR. Dois sitios de modificagdo de enzima de restricgio de
corte remoto Fok I foram introduzidos num produto de amplifica-
cado derivado de PCR, como representado na Figura 15. Estes si-
tios de modificacao foram incorporados num produto de amplifica
cao utilizando-se dois iniciadores PCR modificados apropriadamen
te contendo cada um uma Unica base alterada relativamente a um
sitio de-restricdo pseudo Fok I preferido localizado na sequén-
cia de amplificacdo. Diferentemente de um sitio de corte nio
remoto, a incorporacao do sitio de reconhecimento de enzima de

restricao de corte remoto num iniciador de amplificacao modifica



do resulta em um produto de amplificag¢ao modificado que contém =~ @
os sitios de cisdo Fok I na fraccdo prolongada do produto de
amplificacao, embora se pense que os sitios de reconhecimento
correspondentes se liguem com a fracgdo derivada do iniciador.
Consequentemente, o tratamento deste produto de amplificacgao mo
dificado com a enzima de restrigao Fok I resulta em produtos
cindidos (como apresentado na Figura 15) que nao sao suscepti-
veis ao fenomeno de iniciacao parcial anteriormente descrito.
Seleccionou-se uma sequéncia de 147 pares de bases con-
tida em pUC 9 como sequéncia de am?lificagao para este exemplo.
A regiao de 147 pares de bases escolhida esta representada na
Figura 16 com a sequéncia de iniciadores de amplificagdo natu-
rais, AP6 e AP7' (ndo contendo alteracodes relativamente ao alvo)
iniciadores de amplificacao de alteracao simples AP8 e AP9'
(para incorporar os sitios de reconhecimento da enzima de res-
trigao Fok I no produto de amplificagdo) e PAD22, um iniciador

de deteccao.

A. Preparacao de pUC9 Alvo para Amplificacgao

Neste exemplo utilizou-se o plasmideo pUC 9 de 2707 pa
res de bases como uma fonte de DNA alvo. O DNA alvo de pUC 9
foi preparado para a amplificagao por corte de plasmideo cir-
cular com endonuclease de restricdo Fok I para alcancar uma se
guéncia linear apropriada para a ampliacao. Foi conveniente
utilizar a enzima de restricao Fok I porque & a mesma enzima que
tem ja sido seleccionada para a destruicdo do produto de ampli-
ficagdo modificado apropriadamente. E possivel, contudo, uti-
lizarem-se outras enzimas de restrigdo para linearizar ou frag

mentar o plasmideo, com a condigdo de o sitio de restricao



apropriado se localizar no plasmideo. O plasmideo pUC 9 contém
cinco sitios de reconhecimento de Fok I com a sequéncia de am-
plificacao contida no fragmento de Fok I maior (1340 pares de
bases) do proveniente do tratamento de linearizacao.

Deve notar-se que quando as temperaturas do ciclo de am
plificacdo permanecem inferiores a cerca de 95°C, & habitualmen
te necessario fragmentar ou linearizar o plasmideo, o cromosso-
ma ou outro alvo de uma amostra de ensaio para facilitar a des
naturacao completa durante o primeiro ciclo de amplificacdo .
Quando as temperaturas do ciclo de amplificacdo excedem cerca
de 950C, a lipearizagéo e/ou fragmentaééo ocorrerao necessaria
mente durante a amplificacao.

Utilizaram-se os seguintes reagentes:

DNA plasmideo, pUC 9 numa concentragaé de 0,4%/pg/ml ob
tido de Bethesda Research Laboratories.(Gaithersburg, Maryland) .

O tampao de reacgao foi obtido por diluigao a 1/10 de
tampao de reaccao (10x) fornecido por GeneAmp TM DNA Amplifica-
tion Reagent Kit de Perkin-Elmer/cetus (Norwalk, Connecticut).

O tampdo reaccional (10x) contém 10 mM Tris HC1l, 500 mM KC1,

15 mM MgCl2 e 0,1% p/v de gelatina. O tampao reaccional obtido
deste modo para se utilizar nesta experiéncia foi um tampao
reaccional (1x).

Obteve-se a endonuclease de restricao Fok I com uma con
centracao de 4 unidadei;pl de New England Biolabs, Inc. (Beverly,
Massachusetts).

O DNA plasmidico foi cortado em tampao reaccional 1x
mediante a adigao de 2 pl (0,%/pg) de DNA de pUC 9 e Z/Pl (8 uni
dades ) de endonucleas:Pde restricdo Fok I a 59/»1 de tampao de

reacgao lx. A mistura reaccional resultante permaneceu a incu-
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bar a temperatura de 36°C durante 45 minutos, sendo qualquer ac
tividade da enzima remanescente destruida por aquecimeﬁto a tem
peratura de 90°C duracte 10 minutos seguida de um periodo de in
cubagao de 45 minutos. A concentragdo da sequéncia alvo nesta

migtura reaccional foi calculda a 9,25 fentomolesépl.

B. Amplificagao PCR/Detecgdo Utilizando Iniciadores de Ampli-

ficagdo Naturais versus Iniciadores de Amplificacio Modi-

ficados

A fim de se determinar se a alteracdo de uma Unica ba-
se contida em iniciadores de PCR modificados realiza apropria-
damente um processo de amplifciacao do tipo PCR, realizaram-se
amplificacdes lado a lado utilizando-se ou iniciadores de ampli
ficacao naturais (AP6 e AP7', contendo complementaridade total
com a sequéencia de amplificagdo) ou iniciadores de amplificagao
modificados (AP8 e AP9', contendo complementaridade substancial
com a sequéncia de amplificacdo). As misturas reaccionais de
amplificacao lado a lado foram submetidas a vinte ciclos sendo
0s produtos subsequentemente visualizados utilizando-se um ini
ciador de deteccao PAD22.

Os reagentes seguintes utilizados neste exemplo foram ob
tidos como uma parte de um conjunto de reagentes de amplificacdo
de DNA Perkin-Elmer/Cetus GeneAmp TM: 10 mM dNTP (dATP, 4CTP ,
dGTP, dTTP), tampado de reaccao 10x (descrito no Exemplo 4A, an-
teriormente), e DNA polimerase Amplitag TM (5 unidades por pml).

O tampdo de hibernagdo foi igual ao descrito no Exemplo
2B.

0 iniciador de deteccao PAD,, foi marcado na sua extremi

dade 5' com 32p para uma actividade especifica de aproximadamen-
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te 7000 Ci/mwle, como descrito no Exemplo 2C.

DNA de pUC 9 alvo foi preparado por diluigdo do plasmi
deo de corte Fok I (do Exemplo 4A) em TE (lmM Tris , pH 8,0,
0,1 mM EDTA) até se alcangar a concentracgao pretendida.

Todas as reacgOes de amplificacdo foram realizadas em
tubos Eppendorf de 0,5 ml com um volume total de 52/pl de tam-
pao reaccional 1x que também continha dNTP's a uma concentra-
cao de Zoq/fM e 2,5 unidades de DNA polimerase Amplitag TM.

Além do que se citou anteriormente, as reacgdes também conti-

nham:

Iniciadores de Amplificacao pUC 9 Alvo
Reacgao 1: 25 pmoles de AP; e de AP, 100 amoles
Reacgao 2: 25 pmoles de AP8 e de AP9' 0,0 amoles
Reacgao 3: 25 pmoles de AP, e de AP7' 100 amoles
Reaccao 4: 25 pmoles de AP, e de AP.' 0,0 amoles

Adicionaram-se duas gotas de Oleo mineral em cada tubo
para impedir a evaporacao durante o processo de amplificacao .
As reacgoes incluiram vinte ciclos num Perkin-Elmer/Cetus Ther
mocycler com aquecimento & temperatura de 90°C durante dois mi
nutos, seguidos de cinco minutos & temperatura de 50°C para ca
da ciclo.

Os produtos de amplificacao foram visualizados selecti-
vamente utilizando-se o sistema de detecgao associado com a po-
limerase (PAD). Neste processo permitiu-se a hibridacdo de um
PAD marcado com o produto de amplificacao resultante na presen
ca de um excesso de DNPs e de uma polimerase para gerar um pro

duto de extensdo marcado (detecgdo). Este produto de deteccio
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marcado € em seguida separado do excesso do iniciador PAD mar
cado em PAD e subsequentemente visualizado por auto-radiogra-
fia. Porque o iniciador PAD deve competir com o iniciador de
amplificacao em excesso para hibridacdo com o produto de ampli
ficacdo, o iniciador PAD é designado para ser maior, isto & ,
ser um Tm maior, do que o iniciador de amplificagdo. Portanto,
a temperatura da reacgdao pode ser ajustada de forma a favorecer
a hibridacao do iniciador PAD.

A um décimo ( %/Pl) de cada mistura reaccional adicio-
nou-se %/pl de uma solucdo contendo 200 femtomoles de iniciador
de deteccao marcado com 32p (PAD,,) e 0,25 unidades de polime:é
se Amplitag TM. O iniciador PAD foi circularizado e prolongado
por aquecimento das reacgOes a temperatura de 90°C durante cin-
co minutos seguidos por dez minutos a 65°C. Apos arrefecimento
a temperatura ambiente, suspenderam-se as reacgdes mediante a
adigao de 1E’yl de tampado de impregnacdo seguido de aquecimen-
to até 90°C durante cinco minutos. As reacgOes desenvolveram-
-se com um marcador marcado com 32p, pBR 322 de corte Hpa II em
um gel de poliacrilamida de desnaturacao a 10%, utilizando-se
técnicas convencionais e visualizacdo por auto-radiografia.

As intensidades relativas dos produtos de PAD de 147 pa
res de bases de cada uma das misturas reaccionais estido repre-
sentadas na Figura 17. Os iniciadores de amplificagao modifica
dos, contendo uma Unica alteragdo do pseudo sitio de restricio
da sequéncia de amplificacdo, ampliaram com aproximadamente a
mesma eficiéncia dos iniciadores naturais. (Comparar os resulta
dos da faixa da reacgao 1 com os resultados da faixa de reaccio
3). Os resultados dos controles zero (reaccao 2 e reacgao 4)

demonstram que ndo ocorre acumulacdo susceptivel do produto pro



~55—

veniente da ciclizacao na auséncia do alvo.

C. Destruicao do Produto de Amplificacdo Derivado de PCR Modi-

ficado

Trataram—-se as mesmas quatro misturas reaccionais do
Exemplo 4B com endonuclease de restric@o Fok I ou Fok I inacti
vada pelo calor (controle) e em seguida submeteram-se 3 detec-
cao com PAD para se avaliar a efici@ncia de corte relativa.

Utilizou-se a endonuclease de restricdo Fok I para des
truir o produto de amplificacao derivado de PCR modificado. To
dos os outros reagentes utilizados neste exemplo foram obtidos
como parte de um conjunto de reagentes de amplificacao de DNA
Perkin-Elmer/Cetus GeneAmp TM como citado no Exemplo 4B.

A endonuclease de restrigdo Fok I inactivada pelo ca-
lor (/\ Fok I) foi preparada por aquecimento de stock concentra
do em enzima & temperatura de 90°C durante 10 minutos. A endo-
nuclease Zk Fok I resultante foi confirmada como inactiva me-
diante a observacao da sua incapacidade para cortar o plasmideo
de DNA pUC 9.

Adicionou-se uma aliquota de Zé/pl de tampdo de reaccao
1x a um décimo (5/pl) de cada reaccao de amplificacao (1, 2, 3
e 4) do Exemplo 4B, conjuntamente com 2/pl (8 unidades) de Fok I
activa (reacgoes 1A, 2A, 3A e 4A, respectivamente) ou %/yl de
Z& FokI(reacgdes 1A , 20, 34 , e 4 A , respectivamente) .
Estas misturas reaccionais permaneceram em incubacdo durante 16
horas a temperatura de 37% seguidos de cinco minutos a tempera
tura de 90°C.

A eficiéncia do corte das enzimas Fok I e A Fok I no
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produto de amplificacdo derivado de PCR foi avaliada utilizan-
do-se uma detecgdo de PAD. Seguidamente ao tratamento com en-
zima de restrigao, removeu-se uma aliquota de lS/pl de cada uma
das misturas reaccionais e adicionaram-se em seguida a 10,5/Fl
uma solugao que tinha sido ajustada para 0,95x no tampao de
reacgao e que continha 200 femtomoles de 32p-PAD22 (activida-
de especifica de 7000 Ci/mmole), 2,5 unidades de DNA polimera
se Amplitag TM e era 925'yM de cada dNTB (concentracao final

de 392,PM)‘ Estas misturas reaccionais foram em seguida aque
cidas a 90°C durante cinco minutos seguidos de dez minutos a
temperatura de 65°C para se completar a reacgdao de extensio. As
reacgOes foram suspensas mediante a adigdo de 2%/»1 de tampao
de impregnacdo seguido de aquecimento 3 temperatura de 90°C du
rante cinco minutos. As amostras das misturas reaccionais di-
luidas desenvolveram-se por electroforese de gel de poliacril-
amida a 10% (PAGE) e os produtos foram visualizados por auto-
-radiografia. O filme foi exposto durante a fase de auto-radio
grafia a fim de revelar a presenca de produtos de cis3o embora
em quantidades minimas.

Como apresentado na Figura 18, o produto de amplifica-
¢do modificado resultante da utilizacdo de iniciadores de am-
plificacdo modificados por alteracdo da base Ginica (contendo si
tios Fok I) foi completamente destruido pelo tratamento com a
enzima Fok I activa (reaccao 1A). Em contraste, o produto de
amplificacao formado com iniciadores naturais nio foi afectado
apos a exposicdo a4 mesma enzima Fok I activa (reacgdo 3A), como indi
cado pelo forte sinal PAD que se apresenta num auto-radiogra-
ma no par de bases 147. Como esperado, nem o produto de ampli

ficacao modificado nem o produto de amplificacdo nio modificado
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foi aceite pelo tratamento com a enzima Fok I inactivada pelo
calor (reacgoes 1A e 34 ; respectivamente). Os controlos
alvo zero (reacgdes 2A, 4A, 20 e 4AA) nao apresentaram quais
quer produtos no par de bases 147 no auto-radiograma, confir
mando que todos os sinais de par de bases 147 eram sem davida
derivados de produtos de amplificacdo.

Um ligeiro sinal foi visivel na reaccdo de deteccio de
PAD da reacgdo 1A cerca do par de bases 127. Este sinal erran
te foi determinado como originado de extensido do iniciador PAD
em uma matriz de produto de amplificacdo modificado que tinha
sido cortado somente em um dos dois sitios Fok I disponiveis
como representado na Figura 19. Como se mostra na Figura 19,
existem dois produtos possiveis que podem resultar do corte
Unico Fok I, em que somente um responde & fase de detecgao PAD,
produzindo um produto de 127 pares de bases. & importénte no-
tar que nenhum destes produtos de amplificacio modificados par
cialmente cortados & complementar para ambos os iniciadores de
amplificacao modificados que s3o necessirios para a participa-

cdo como uma matriz em processos de amplificagao subsequentes.

D. Amplificacdo de PCR de Produtos de Amplificacdo Tratados

com Fok I

A fim de melhor examinar o grau de cis3o nas reaccdes
do Exemplo 4C, diluiram-se as mesmas misturas reaccionais e
submeteram-se a um segundo circuito de 20 ciclos de amplifica-

cdo PCR com iniciadores de amplificacio modificados AP. e AP

8 9
como anteriormente descrito no Exemplo 4B. Os produtos de am-~

plificacdo resultantes foram entdo submetidos a deteccio PAD
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como descrito no Exemplo 4C. - No caso destas amostras "re-amplia
das", eram esperados ainda que vestigios de produto de amplifica
¢ao nao cortado ampliado para um nivel detectavel, exactamente
como produto contaminante transportado que se esperava produzir
um sinal detectavel num conjunto clinico. Todos estes reagentes
para "re-ampliagao" e processo de deteccdo subsequente foram co-
mo descritos anteriormente.

Cada reacgao de separacdo do Exemplo 4C foi diluida em
série de TE por um factor de 1/100 000. Devido as reacgdes de
separagao resultaram elas proprias efectivamente numa diluicdo
a 1/6 das misturas reaccionais de amplificagdo originais, a dilui
cdo a 1/100 000 representa uma diluicgdo total de 1/600 000 no que
se refere as misturas reaccionais de amplificacdo originais.
Além disso, porque apenas Q’pl das amostras diluidas foram "re-
-ampliadas" comparado com o volume original de SO/yl das mistu-
ras reaccionais de ampliacdo, a "re-ampliacao" representa somen
te 1/6 000 000 do nimero total do produto de ampliacdo (modifi-
cados e nao modificados) que foram sintetizados in situ como
uma consequéncia da ampliagdo PCR original do Exemplo 4B. Este
valor de 1/6 000 000 & representativo do grau de contaminacao
transportado esperada em conjunto laboratorial clinico tipico,

Adicionaram-se 5 microlitros de cada uma das diluicdes
finais (1/600 000 ) das misturas reaccionais de clivagem a 45’pl
de uma solugao que foi ajustada de forma a que a solucao final,
contendo S/Pl da amostra diluida, era 1x em tampdo de reacgao,
ZOO/fM em cada ANTP, e continha 25 picomoles de cada iniciador
de amplificagao (AP8 e AP9'), e 2,5 unidades de Amplitag Tm po-
limerase. As misturas reaccionais provenientes de cada uma das

reacgoes 1A, 2A, 3A, 4A, 1O, 2 a ;3 A D foram designadas
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como reacgBes IA+, 2A+,3A+, 4A+, 1 +,2 4, 3/ + e 4 7.+, respec
tivamente (em que "+" indica qgue as reaccgdes foram ampliadas de
novo com uma segunda amplificacdo de PCR de 20 ciclos. Adicio-
naram-se duas gotas de 0leo mineral a cada uma das misturas
reaccionais ap0s o que se fecharam em tubos de Eppendorf de

0,5 ml e que ciclizaram 20 vezes num Perkin-Elmer/Cetus Thermo
cycler mediante aquecimento & temperatura de 90°C durante

dois minutos seguidos de 50°C por um periodo de cinco minutos
para cada ciclo.

Uma aliquota de uma solucdo contendo 200 femtomoles de
iniciador de deteccdo marcado com 32p (PADZZ) e 0,25 unidades
de Amplitag TM polimerase foi adicionada a um décimo (S)HJ de
cada mistura reaccional "re-ampliada". A reaccdo de deteccao
PAD foi desenvolvida por aquecimento das misturas reaccionais
a temperatura de 900C durante 5 minutos, seguida de 65°C duran
te 10 minutos. Os produtos da reaccdo foram diluidos com 151yl
de tampao de impregnagdo e aquecidos a temperatura de 90°C por
um periodo de cinco minutos, antes de se realizar a desnatura-
cao em PAGE 10% conjuntaménte com um marcador marcado com 32p,
PBR 322 de corte Hpa II, e visualizados por auto-radiografia.
Na Figura 17 apresenta-se uma fotografia dos resultados. Deve
notar-se que este gel e este auto-radiograma também contém os
resultados provenientes das reacgoes 1, 2, 3 e 4 citadas no
Exemplo 4B, anteriormente.

As reacgOes de 1[} + e 3 Zl-k exibem os tipos de si-
nais que se esperam resultar da amplificacao de PCR de amostras
que tinham sido contaminadas com 1/6 000 000 de produtos prove-
nientes das reacgOes 1 e 3, respectivamente. Estes resultados

representam um falso positivo tipico resultante deste nivel de



-60-

contaminacdo numa amplificacdo do tipo PCR de 20 ciclos. Em
contraste, a amplificacao da amostra contaminada com o produ-
to de amplificacgdo modificado que tinha sido anteriormente tra
tado com a enzima de restrigcdao Fok I (reaccao 1A+) nao produziu
produto de 1l47-mer detectavel, por outras palavras nao produziu
o falso positivo. O tratamento do produto de amplificagdo nao
modificado com a enzima de restrigdao Fok I (reacgao 3A+) resul-
tou num sinal de igual intensidade quando comparado com o trata
mento deste mesmo produto de amplificacdo nao modificado com a
enzima Fok I inactivada pelo calor (reaccao 3A+). Este facto
demonstra a deStruigéo selectiva do produto de amplificacao mo-
dificado proveniente do tratamento com a endonuclease de restri
¢ao Fok I activa na presenca da sequéncia alvo natural permane-
ce inalterado por este tratamento. As amplificagOes alvo zero
(reaccao 2A+, 2 /A +, 4A+, e 4A+) n3o exibiram produtos de de-
teccdo, confirmando que os produtos de 147-mer sdo de facto de-
rivados das matrizes do produto de amplificagcao e nao sao forma

dos esporadicamente.

EXEMPLO 5

Modificacdo do Sitio de Restrigao Remoto Duplo de Produtos de

Amplificagdo Derivados de PCR: Corte ApOs Contaminagao

Embora o Exemplo 4 demonstre o éxito do tratamento apos
a amplificagdo de uma amostra de ensaio amplificada anteriormen
te, para remover o transporte da contaminacao, sera, como subli
nhado anteriormente, mais eficaz num ambiente de laboratdrio
"pré-tratar" novas amostras de ensaio com o agente de corte apro

priado imediatamente antes da amplificacdo da nova amostra de
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ensaio. Neste sentido, qualquer produto de amplificacio conta
minante serad destruido nas novas amostras por uma fase de incu
bacao prévia que incluirad a adigdo do agente de corte (por exem
plo, Fok I) em um tubo fechado com todos os reagentes de amplia
ca3o presentes exactamente antes do inicio da ampliacdo.

Um assunto potencial relativamente a aplicacao de um
controlo de contaminacao de pré-tratamento & apresentado pela
concentracao inicial muito baixa esperada do produto de amplia-
cao contaminante nas novas amostras de ensaio. Este aspecto sur
ge devido a perda observada da actividade catalitica de certos
agentes de corte nestes tipos de concentracgdes de substrato bai
xas. Portanto, a eficédcia do agente de corte para destruir o
produto de amplificacao modificado nas novas amostras de ensaio
deve diminuir grandemente a eficacia do controlo de contamina-
cao de pré-tratamento. O Exemplo 4 mostra que o agente de cor
te & muito eficaz quando o produto de amplificacio modificado
e tratado com o agente de corte imediatamente apds a ampliacao
em que o produto modificado estd numa concentracio relativamen
te elevada.

A fim de verificar se a contaminagdo pode ser verifica-
da deste modo, ampliou-se uma fraccdo de 162 pares de bases do
gene de HIV pol utilizando-se iniciadores de ampliacao modifica
dos AP, e AP,-, para incorporar os sitios de restrigdo Fok I
nos produtos de amplificagdo. O produto foi quantificado pela
comparagdao do sinal de deteccdao PAD da extensio de PAD, de ini-
ciador de deteccao nos produtos resultantes com a obtida dos pa
droes. As sequéncias oligonucleotidicas utilizadas neste estu-

do estdo representadas na Figura 20. Este produto de ampliagdo

modificado foi em seguida diluido e adicionado a subsequentes
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reaccOes de amplificacdo contendo o alvo natural a fim de simu
lar uma experiéncia de contaminacdo controlada. As amostras con
taminadas resultantes foram depois tratadas com agentes de cor
te activo Fok I ou com o agente de corte inactivo Z& Fok I an-
tes da aﬁplificagéo. A comparacao dos sinais resultantes pro-
porcionou uma comparacgao da eficiéncia de destruigdo do produ-

to contaminante devido ao tratamento com o agente de corte.

A, Amplificagado de PCR de HIV com Iniciadores de Amplificacdo

Modificados e Detec¢do Quantitativa do Produto Modificado

0 acido nucleico utilizado para alvo e padrdee na sequig.
te experiéncia foi um clone de 10,0 kb pBR 322 contendo aproximada-
mente 6 kb de HIV (isolado BH10; Gallo et al, Nature, 313, 277~
-284, 1985). O clone foi linearizado para amplificacdao mediante
O corte com BamHI. O mesmo clone foi usado para a obtencdo de
padrdes para a quantificacdo do produto na fase de detecgao por
corte com Pvu II e Hae III para produzir um fragmento com 255
pares de bases contendo o fragmento de 162 pares de bases desti
nado a amplificacdo. O iniciador de deteccao PAD, prolongava-
-se neste fragmento para produzir um produto de 162 bases. O ren
dimento do produto de PCR pode ser em seguida avaliado comparan-
do-se o produto de deteccdo resultante de 162-mer com o produto
de 192-mer resultante de quantidade conhecidas do padrdo.

Os reagentes seguintes foram obtidos como uma parte de
o conjunto de reagentes de amplificacao de DNA GeneAmp TM, Per-
kin-Elmer/Cetus (Norwalk, Connecticut): 10 mM dNTPs (aaTP, d4dCTP,
dGTP, e dTTP), e tampao de reacgdao (10x), como descrito no Exem-—
plo 4A.

Obteve-se Amplitag TM DNA polimerase de Perkin-Elmer/Ce
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tus numa concentracado de 8 unidades/yl.

Obteve-se DNA polimerase termofilica por doagadao de Mole
cular Biology Resources, Inc. (Milwaukee, Wisconsin) numa con-
centracao de 3 unidades/pl.

As endonucleases de restricao BamH I (25 unidadesﬁyl),
Pvu II (50 unidadesépl), e Hae III (10 unidadesﬁyl), e 0os res-
pectivos tampoes de corte 10x foram obtidos de New England Bio
labs, Inc. (Beverly, Massachusetts). O tampao BamH I (10x) ti

nha 1500 mM NaCl, 60 mM Tris (pH 7,9), 60 mM MgCl 60 mM

2’
B-mercaptoetanol, e continha BSA a uma concentragao de 100/pg/
/ml. O tampdo de Hae III (10x) tinha 200 mM Tris (pH 7,9),

100 mM Mg Acetato, 500 mM K Acetato, e 10 mM DTT. O tampdo Pvu

IT (10x) tinha 10 mM Tris (pH 7,9), 100 mM MgCl 500 mM NaCl,

2’
e 10 mM DTT.

As sequencias nucleotidicas AP A e PAD, foram sinte-

16" BPyys 4
tizadas e purificadas de acordo com o método descrito no Exem-
plo 1.

o PAD4 oligonucleotidico foi marcado na extremidade 5°'
com 32p para uma actividade especifica de aproximadamente 7000
Ci/mmole, como descrito no Exemplo 2C.

Utilizou-se como DNA veicular, DNA de placenta humana
(HP-DNA , Sigma Chemical Company, St. Louis, Missouri) que se
tratou mediante aquecimento de uma solucgao com acorcertragao de
10 mg/ml em 5 mM MgCl2 durante 10 minutos a temperatura de 90°c.

Preparou-se a sequéncia alvo por linearizagao de um clo
ne HIV em pBR 322 (HIV 11) contendo aproximadamente 5700 pares
de bases da sequéncia HIV com BamH I. O clone (0,02§/Pg) foi

incubado com 25 unidades de BamH I em 20/»1 de 1x BamH I tampao

durante quatro horas & temperatura de 37°C. Apds o corte, dilui-



-se 0 alvo de forma a gue o nimero pretendido de moléculas al-
vo estivesse contido em SJPl de TE com a presenca de HP-DNA na
concentracao de 1/Fg/ul.

0 padrao utilizado para quantificar os produtos de am-
plificagao foi separado do seguinte modo: 2)19do mesmo clone utili
zado para preparar o alvo foram incubados em 100/pl de tampao
de corte de 1lx Pvu II contendo 250 unidades de Pvu II durante
uma hora a temperatura de 37°C. A solugdo foi ajustada para
0,3/pM em NaCl utilizando-se NaCL 5,0 M e 3 volumes de etanol
foram adicionados para precipitar o DNA. Apods rotagao a 14 000
xg durante 30 minutos, o aglomerado de DNA foi isolado por de-
cantacdo do sobrenadante e seco sob vacuo. O DNA aglomerado
foi em seguida cortado com 50 unidades de enzima de restricao
Hae III em 100/pl de tampdo de restrigao 1lx Hae III mediante
incubacdo durante uma hora a temperatura de 37°C. A activida-
de da enzima residual foi destruida por aquecimento da reacgao
a temperatura de 90°C durante 5 minutos. O fragmento de res-
tricdo de 255 pares de bases resultante, contendo a regido de
amplificagéo de 162 pares de bases, deveria hibridar com o ini
ciador de deteccao PAD4 e prolongar-se na presenca de dNTPs e
polimerase para formar um produto de 192 bases que podia ser
utilizado para quantificar o produto de extensao de amplifica-
gao de 162 pares dé bases.

Todas as reacgoes de amplificacdo se realizaram em tu-
bos de Eppendorf de 0,5 ml com um volume total de SO‘yl de tam
pao de reaccdo lx, contendo também em cada dNTP a uma concen-
tragao de 1q/pM, 25gnoles de cada um dos iniciadores de ampli-
ficacao APl6 e AP17, , 5,0/pg de HP-DNA e 2,5 unidades de DNA

polimerase Amplitag TM. Além disso, as reaccdes ainda conti-



nham:

Reaccao 1: 25 000 moléculas de alvo
Reacgao 2: 1 000 moléculas de alvo
Reaccao 3: 0,0 moléculas de alvo

Adicionaram-se 2 gotas de O0leo mineral em cada tubo pa
ra impedir a evaporacdao durante a amplificacgdo. As reaccodes
incluiram 25 ciclos num Perkin-Elmer cetus Thermocycler com
aquecimento a temperatura de 90°C durante 2 minutos, seguidos
de 5 minutos a temperatura de 50°C para cada ciclo. Os produ-
tos de amplificacdo conjuntamente com os padrdes foram visuali
zados selectivamente utilizando-se um iniciador de deteccao
PAD4, como descfito em seguida.

As reaccoes de deteccao realizaram-se com um volume to
tal de 30‘Pl de tampao de reaccao 1lx contendo também cada dNTP
numa concentracgao de 333/PM, 200 femtomoles de PAD4 (7000 Ci/m
mole), e 0,6 unidades de polimerase termofilica (MBR). Além

disso, as reaccgoes de deteccdo também continham:

Pvu II/Hae III Reaccao de
Reacgao Padrao de corte Amplificagao
1s 50 femtomoles
28 40 femtomoles
3S 30 femtomoles
4S 20 femtomoles
58 10 femtomoles
65 2,0 femtomoles

1A 5,0/yl de Reacgao 1



Pvu II/Hae III Reacgao de

Reacgao padrao de corte Amplificagao
2A 5,0’pl de Reaccao 2
3A 5,0/pl de Reacgao 3

As reacgées‘de detecgao realizaram-se por aquecimento
dos tubos a temperatura de 90°C durante 5 minutos seguidos de
incubacdo & temperatura de 60°C por um periodo de 10 minutos.
As reacgoOes foram detidas pela adigao de 30,Pl de tampao de
impregnacdo e aquecimento a temperatura de 90°C durante 3 minu
tos seguido de arrefecimento para a temperatura ambiente. Os
produtos foram analisados desenvolvendo-se as amostras em PAGE
de desnaturacao a 15% seguida de auto-radiograma . Como se
apresenta na fotografia de auto-radiogramd = na Figura 21, os
padroes (faixas 1S-6S) produziram um produto de detecgao de
mobilidade ligeiramente menor do que o produto de deteccao
proveniente das reacgOes de amplificacdo (faixas 1A-3A). Isto
é corrente com as dimensoes calculadas de 192 e 162 pares de ba
ses, respectivamente.

As reaccoes de amplificacao mostraram uma resposta li-
near para a quantidade de alvo inicial e ndo exibiram qualquer
sinal do produto para a reacgao de alvo zero (faixa 3A). A reac
gao 2 (faixa 2A) pode ser calculada para conter aproximadamente
10 femtomoles/5’pl de reacgao comparando-se o sinal produzido
pelo padrdo de 10 femtomoles (reaccdao 5S). O produto reaccional
modificado proveniente desta amplificacao foi utilizado em expe-

riéncias de contaminagao controladas pormenorizadas em seguida.
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B. Amplificacao PCR de HIV na Presenca de Contaminacio Com

e Sem Corte

Nesta experiéncia, alvo do tipo natural (1000 ou 0 mo-
léculas ) foi contaminado ou com 200 000 ou 20 000 ou 0 molécu
las de produto de amplificacdo modificado proveniente da reac-
cdo 2A. As reaccgdes foram em seqguida tratadas com o agente de
corte activo (Fok I) ou com um agente de corte inactivo A Fok 1I.
Apos a incubacdo com um agente de corte em tubos de reaccio fe
chados durante um periodo previamente determinado, as reaccgdes
foram circularizadas para alcangar a amplificacgdo. A tempera-
tura do primeiro ciclo de BCR de 90°C destroi qualquer activi-
dade de Fok I, de forma a que os produtos de amplificac3o modi
ficados formados recentemente acumulam-se exponencialmente de
moléculas alvo do tipo natural n3o submetidas a corte.

Todos os reagentes utilizados neste exemplo foram os
descritos anteriormente iquais a esses no Exemplo 5A, com a
excepcao dos seguintes reagentes adicionais: endonuclease de
restricao Fok I com uma concentracdo de 4 unidades/pl obtida
de New England Biolabs, Inc. (Beverly, Massachusetts).

O agente de corte inactivo 4\ Fok I, foi obtido por
aquecimento de uma porcdo de enzima Fok I num banho de agua em
ebulicdo durante 10 minutos.

O tampao de impregnacdo foi igual ao descrito no Exem-
plo 2B,

O produto de amplificagdo modificado proveniente da
reacgao 2A, com a concentracdo inicial de 2 femtomoleséfl, uti
lizado para contaminar as amostras, foi diluido em série com agua

para se obter o numero pretendido de moléculas contaminantes, para a adi



-68

gao as amostras.

Todas as reaccOes se realizaram em tubos de Eppendorf
de 0,5 ml com um volume total de 50)ﬂ.em tampao reaccional
1x, que também continha JdNTP em cada tubo com uma concentracao
de 200 mM, 25 picomoles de cada iniciador de amplificagao AP, .
e AP17, ’ 5,0Jpl de HP-DNA e 2,5 unidades de DNA polimerase

Amplitaq TM. Além destes, as reacgoes também continham o se-

guinte:
Moléculas Moléculas de Agente de
Reacgao Alvo Contaminacéao Corte
1 1000 20,000 Fok I
2 1000 20,000 Fok I
3 0 20,000 Fok I
4 0 20,000 Fok I
5 1000 20,000 A Fok I
6 1000 20,000 A rok I
7 0 20,000 A Fok I
8 0 20,000 A Fok I
9 1000 200,000 Fok I
10 1000 200,000 Fok I
11 0 200,000 Fok I
12 0 200,000 Fok I
13 1000 200,000 O Fok I
14 1000 200,000 A Fok I
15 0 200,000 O Fok I
16 0 200,000 Dok 1
17 1000 0 Nenhum
18 1000 0 Nenhum
19 0 0 Nenhum
20 0 0 Nenhum



As reacgOes designadas para incluir Fok I continham 8
unidades da enzima activa. As reacgdes designadas para in-
cluir & Fok I continham uma quantidade igual da forma inac-
tivada pelo aquecimento deste enzima. Foram adicionadas duas
gotas de Oleo mineral a cada tubo para impedir a evaporacgao du
rante a amplificagao. As reacgdOes foram colocadas num Perkin-
~Elmer/Cetus Thermocycler e aquecidas a temperatura de 37%
por 60 minutos a fim de completar as reacgdes de corte seguidas
de 25 ciclos de aquecimento a 90°C durante 2 minutos e a 50°C
por um periodo de 5 minutos, para se completarem as reacgoes de
amplificacao. Os produtos reaccionais foram detectados combi-
nando-se 5 pl de cada reaccao com 1 ul de uma solucdo de PAD,
marcado com 32p em TE (200 femtomoles, 7000 Ci/mmole), seguida
de aquecimento a temperatura de 90°C durante 5 minutos e depois
a 60°C por um periodo de 10 minutos. Apds o arrefecimento para
a temperatura ambiente, adicionaram-se lO‘Fl de tampao de im-
pregnacdo e aqueceram-se as reaccdes para 90°C durante 3 minu-
tos e arrefeceram-se de novo para a temperatura ambiente. As
reacgoes foram analisadas desenvolvendo-se as amostras em PAGE
de desnaturacao a 15% seguidas de auto-radiografia.

A fotografia do auto-radiograma (Figura 22) demonstra
que as amostras contaminadas foram tratadas com o agente de cor
te inactivado antes da amplifciacao forneceram fortes falsos joJe]
sitivos (produto de 162-mer) nas faixas alvo-zero (reaccdes 7,8,
15 e 16). 1Idto torna impossivel observar verdadeiros positivos
(reaccbes 5,6,13 e 14) devido aos acentuados sinais de fundo. Em
contraste, as amostras contaminadas que foram tratadas com o
agente de corte activo antes da amplificagao exibiram controlos

de 1000 moléculas fortes (reacgdes 1, 2, 9 e 10) relativo aos seus



respectivos controlos de moléculas zero (reacgoes 3, 4, 11 e
12). E interessante notar que 0s sinais resultantes de 1000 mo
jéculas de alvo em que se utilizou Fok I para cortar a contami-
nacdo (reaccbes 1, 2, 9 e 10) sao muito mais acentuados do que
os sinais resultantes de 1000 moléculas alvo que nao foram con-
taminados ou tratados com Fok I (reaccoes 17 e 18). Nao se en-
contra explicacdo para este fendmeno de sinais de amplificacao
reforcados nas reacgoes de amplificagéo gue continham Fok I,
contudo isto tem sido observado de uma forma rotineira.

Esta forma de controlo de contaminacao & especialmente
atraente porque as reaccoes de amplificagdo nunca necessitam de
serem abertas apds tratamento com o agente de corte a fim de ini
ciar as reaccdoes de amplificagdo. Isto assegura que a contamina
cdao nao tratada possa entrar no recipiente do reactor antes da

amplificacdo, para se produzirem falsos positivos.

EXEMPLO 6

Modificacdo Ribonucleotidica do Produto de Amplificacao Derivado

de PCR: Cisdo Quimica versus Enzimatica do Produto de Amplifica-

cao Modificado

Neste exemplo, fez-se uma Unica substituicdo ribonucleoti
dica em cada iniciador de amplificacdo a fim de se introduzir
uma modificacio 1labil em cada cadeia do produto de amplificacgao
derivado de PCR resultante. As ligacdes labeis no produto de am
plificacao resultante foram criadas por extensdao de polimerase
do iniciador de amplificagao modificado que continham o ribonu-
cledtido finico nas suas extremidades 3' respectivas. Isto tornou

o produto de amplificacao modificado receptivo'é destruicao enzi-




matica (com RNAse A a baixas temperaturas) e a destruicdo por
via quimica (na presencga de uma base forte a temperaturas ele-
vadas) .

Foi utilizada uma regido de HIV de 75 pares de bases co
mo sequéncia de amplificacdo. Este alvo de 75-mer foi amplifi-
cado utilizando-se dois iniciadores de amplificacdo de 15-mer
(AP18 e AP, , , e um iniciador de deteccao de 26-mer (PADS), co-

mo apresentado na Figura 23.

A. Amplificagdo PCR de HIV com Iniciadores de Amplificacao

Modificados numa Deteccao Quantitativa do Produto de Ampli-

ficagao Modificado Resultante

Neste exemplo, ampliou-se um clone HIV pBH10 (Hahh et al,
Nature, 312, 116, 1984) utilizando-se iniciadores de amplifica-
gao modificados APg e AP,,,, contendo uma tnica modificacdo ri-
bonucleotidica nas suas extremidades 3'. Os produtos de amplifi
cacao modificados resultantes foram em seguida quantificados por
diluicdo em série e re-amplificacio concorrentemente com quanti-
dades conhecidas de padrdes do alvo do tipo natural. Estas amos
tras do produto de amplificacdo modificado e quantificadas foram
reservadas para posteriormente se utilizarem em experiéncias sub
sequentes.

Obteve-se DNA polimerase Amplitaq Tm de Perkin-Elmer/Ce
tus a uma concentracdo de 8 unidadesﬁpl.

Obtiveram-se desoxinucledsido-5-'~trifosfatos (JdATP,
dCTP, dGTP e 4TTP) como parte de um conjunto de reagentes de am
plificacao GeneAmp TM Perkin-Elmer/Cetus com uma concentracao de

10 mM cada.



-72-

O tampao de reaccdo (10x) continha 100 mM Tris
(pH 8,3), 500 mM KC1l, 30 mM MgClz, e gelatina (Difco Laborato-
ries, Detroit, Michigan) com uma concentracao de l’pg/ml.

Foram sintetizadas sequéncias oligonucleotidicas AP, g,
AP21 e PAD5 e purificadas como descrito no Exemplo 1, com a
excepcao de AP18 que fol sintetizado de um sub-corte de DNA que
se inicia como guanosina, e AP21, foi sintetizado a partir de
um suporte de RNA gue se incia com uracil, Estes suportes de
RNA estdo comercializados por Glen Research Corporation (Herdon,
Virginia).

0 oligonucleotidico de deteccao PAD; foi marcado na ex
tremidade 5' com 32p com uma actividade especifica aproximada
de 7000 Ci/mmole, como descrito no Exemplo 2C.

Utilizou-se como DNA veicular DNA de placenta humana
(HP-DNA, Sigma Chemical Company) e tratou-se com aquecimento
com uma solugao a uma concentracao de 10 mg/ml em 10 mM de MgC1,

durante 10 minutos num banho de dgua emboliente.

Preparou-se DNA de HIV alvo com diluigdo de um clone de
HIV pBH10 em TE para o grau molecular pretendido e adicionou-se
o igual volume de uma solucdo de HP-DNA em PE com uma concentra
cao de Z’yg/ml. A presenca de HP-DNA impede a ligacao nao espe
cifica de pequenas quantidades de DNA alvo ao contentor.

Todas as reacgoes de amplificagdo foram realizadas em
tubos de reacgadao Eppendorf de 0,5 ml com um volume total de 100
/pl de 1x de tampao de reaccao contendo ainda cada dNTP numa con
centracao de IOOIPM' 50 picomoles de cada iniciador de amplifi-
cacao (AP18 e APZl')’ 5,0/pg de HP-DNA e 3,2 unidades de polime
rase Amplitag TM. Além disso, cada recipiente de reaccgadao tam-

bém continha:
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Reaccao 1-4: 1000 moléculas de alvo

Reacgao 5-6: 0 moléculas de alvo

Adicionaram~se duas gotas de O0leo mineral em cada tubo
para impedir a evaporacao durante a amplificacao. A ciclizacao
foi feita por trinta vezes num Thermocycler-Elmer/Cetus median
te aquecimento a 95°C durante um periodo de 30 segundos, segui
dos de 50°C durante 5 minutos para cada ciclo.

ApOs a ciclizacdo estar terminada, associaram-se as reac
¢oes 1-4 (1000 moléculas de alvo), assim como as reaccdes 5 e 6
(0 moléculas de alvo) a fim de proporcionar stocks de trabalho
homogéneos de ambos os produtos de amplificacdo modificados e
do controlo molecular zero correspondente. As reacgoes reuni-
das de 1 a 4 foram referidas como reaccao 1K, embora os contro
los reunidos, reacgdes 5 e 6, sejam referidos como reacgdes OK.

Os produtos de amplificacao foram detectados por asso-
ciacao de 1o‘y1 de cada uma das reacgdOes de 1K ou 0K com llyl
de sonda PAD5 de detecgdao marcada com 32p (7000 Cifmole, 100
femtomoleigpl) e aquecimento & temperatura de 95°C durante 2 mi
nutos, seguida de 60°C durante 10 minutos. ApoOs arrefecimento
para a temperatura ambiente, adicionaram-se lOJPl de tampao de
impregnacao e as reaccdes foram submetidas a 90°C durante trés
minutos seguidos mais uma vez de arrefecimento para a tempera-
tura ambiente. Os produtos reaccionais foram analisados por
desenvolvimento das amostras em PAGE de desnaturacao a 10%, se
guido de auto-radiografia.

Como se apresenta na Fig. 24, houve um sinal de detec-
cao muito forte (um 79-mer constituido por um 75-mer mais qua-
tro residuos de adenosina adicionais no iniciador PAD) prove-

niente de reaccoes de 1000 moléculas (reacgao 1K na faixa 1)
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e auséncia de sinal de detecgdo nas reacc¢oes de moléculas 0
(reacgao OK na faixa 2). Este facto indica que este tipo de
iniciador modificado & apropriado para os processos de ampli-
ficagdo do tipo PCR.

A quantidade de produto de amplificacao foi avaliada
por desenvolvimento de uma amplificacao PCR com diluigOes em
série da reaccao 1K conjuntamente com quantidades conhecidas
de alvo de tipo natural.

Todas as reacgoes de amplificacao foram realizadas em
tubos Eppendorf de 0,5 ml com um volume total de 50/p1 de tam-
'~ pao reaccional 1x, que também continham ANTP a uma concentracdo
de ZOO/pM, 25 picomoles de cada iniciador de amplificacgao (AP18
e Ale,), 5,q/pg de HP-DNA e 3,2 unidades de Amplitag TM DNA
polimerase em cada tubo. Além disso, cada uma das reaccgOes tam

bém continha:

Reaccao 7: 1000 moléculas de alvo

Reacgao 8: 1000 moléculas de alvo

Reacgao 9: 200 moléculas de alvo

Reacgao 10: 200 moléculas de alvo

Reacgao 11: 0 moléculas de alvo

Reaccao 12: 0 moléculas de alvo

Reaccao 13: 5’yl de uma diluicao 1/3x105 de Rxn 1K
Reacgao 14: S‘Fl de uma diluicao 1/3x105 de Rxn 1K
Reaccao 15: 5‘pl de uma diluigao 1/3x106 de Rxn 1K
Reacgao 16: S‘pl de uma diluigao 1/3X106 de Rxn 1K
Reacgdo 17: 5)ﬂ.de uma diluicdo 1/3x107 de Rxn 1K
Reaccao 18: S/Pl de uma diluicao 1/3X107 de Rxn 1K

Adicionaram-se duas gotas de Oleo mineral em cada tubo
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para impedir a evaporacao durante a amplificacdo. Cada tubo de
reacgao foi submetido a ciclizagao trinta vezes num Parkin-El-
mer/Cetus Thermal Cycler mediante aquecimento a 95°C por um pe
riodo de 30 segundos seguidos de 50°C'por um periodo de 5 minu
tos para cada ciclo para se alcangar a amplificagdao. Os produ
tos resultantes da amplificacdo foram detectados por combinacao
de 100’}ﬂ.de cada tubo reaccional com l/pl de uma solucao de
PAD5 oligonucleotidico marcado com 32p (7000 Ci/mmole, 100 femto
molescpl) e aqueqimento a temperatura de 95°C durante 2 minutos,
seguida de 60°C durante 10 minutos. Apos arrefecimento para a
temperatura ambiente, adicionaram-se lO/pl de tampio de impreg-
nacao em cada reaccao e os produtos de detecgao foram desnatura
dos por aquecimento a temperatura de 90°C durante 3 minutos, se
guido de arrefecimento para a temperatura ambiente. Visualiza-
ram-se os produtos de deteccao por desenvolvimento das amostras
em PAGE de desnaturacao a 10%, seguida de auto-radiografia.

A fotografia do auto-radiograma apresentada na Fig. 25
evidencia que o produto proveniente da diluigao 1/3x107 da reac
cao 1K (faixas 17 e 18) forneceu um sinal de intensidade igual
ao padrdo do tipo natural de 1000 moléculas (faixas 7 e 8). Por
tanto, a reaccao 1K contém 3x1010 moléculas do produto de ampli
ficagao modificado por cada S‘pl de volume reaccional. Isto
corresponde a uma eficiéncia média de ciclo de 92% para a ampli

ficagao original.

B. Separacdo com RNAse A do Produto de Amplificacao Modificado

Nesta experiéncia, o produto de amplificagdao modificado

proveniente do exemplo 6A foi submetido a RNAse A imediatamente
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antes da deteccdd que utiliza PAD; oligonucleotidico. Se esta
presente o ribonucledtido no produto de amplificacdo, devera
esperar-se a observacao de um produto de deteccao com menos 15
bases do que o produto com o comprimento total. Devido & RNAse
A ser especifica para ribo-pirimidinas, apenas a cadela menor
deve ser separada nesta reacgao (isto &, a cadeia menor do pro
duto de amplificacdo modificado contém uma Gnica ligagdo ribo-
nucleotidica de uracilo, enquanto que apenas o componente ribo
nucleotidico da cadeia superior & ribo-guanosina, uma purina).
Aléem disso, porque o iniciador de deteccao marcado hibrida e
prolonga-se da cadeia menor, o grau de corte deve ser evidente
pela presenca de um produto de detecgdo menor (6'-mer).

Adquiriu~se RNAse A de Sigma Chemical Company e dissol-
veu-se em TE/150 mM de NaCl com uma concentragéo de 10 mg/ml.
Destruiu-se a actividade de DNAse por aquecimento desta solucao
durante 15 minutos num banho de agua ebuliente. Aqueceu-se uma
diluigao a 1/200 (SO/pg/ml) deste stock em 150 mM de NaCl num
banho de agua em ebulicdo durante mais 15 minutos e arrefeceu-
-se para a temperatura ambiente para ser utilizado na experién
cia seguinte:

O iniciador de detecgao PAD5 foi o que se utilizou ante
riormente no processo descrito no Exemplo 6A.

As reaccOes 1K e OK, da experiéncia anterior, foram uti
lizadas como fonte do produto de amplificacio modificado.

As reacgdes de corte estdo indicadas do seguinte modo:

Reacc¢ao Produto RNAse
1 10 )11 Reaccao 1K 1 j
2 10 ).ll Reacgao 1K 0}.11
3 10 }11 Reaccao OK l}.ll
4

10 )11 Reaccgdo 0K 0 )11



As reacgoes de corte ficaram a processar-se durante
duas horas a temperatura ambiente e os produtos resultantes
detectaram—-se mediante a adigao de 1)ﬂ_de PAD5 marcado com
32p (7000 Ci/mmole, 100 femtomolesépl), seqguido de aquecimen
to 3 temperatura de 95°C durante 2 minutos e depois a 60°C du
rante 10 minutos. Apos o arrefecimento para a temperatura am
biente, adicionaram-se 10 )ﬂ_do tampao de impregnacido e des-
naturaram-se as amostras por aquecimento a temperatura de 90°¢
durante trés minutos e em seguida arrefeceram-se para a tempe-
ratura ambiente. Os produtos reaccionais foram depois analisa
dos por desenvolvimento das amostras em PAGE a 10% de desnatu-
racao, seguida de auto-radiografia.

Apresenta-se na Figura 26 a fotografia do auto-radiogra
ma. A comparacao de produtos de amplificacdo modificados trata
dos com RNAse e com os produtos nao tratados (reaccao 1, faixa
1 e reacgao 2, faixa 2, respectivamente) confirmam que a RNAse
processa o corte no sitio do ribonucledtido como & evidente pe
la presenca de um produto de deteccao menor na faixa 1. Além
disso, a reacgao parece ser quantitativa. Como esperado, ndo
se detectou a presenca de sinais de deteccdao em qualquer dos

tubos de controlo de moléculas zero) faixas 3 e 4).

C. Amplificagao PCR de HIV na Presenca de Contaminacdo com

ou sem Corte de Base Forte

Nesta experiéncia, moléculas alvo do tipo natural (plas
mideo pBH10) foram contaminadas com produto de amplificacdo mo-
dificado proveniente da reaccao 1K e em seguida tratadas com

KOH como agente de corte ou com KCl como controlo. Apds o cor-
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te para destruir a contaminacao, as amostras foram neutraliza
das e submetidas a amplificacdo PCR para confirmar a destrui-
cdo das moléculas contaminantes.

A contaminagao proveniente da reacgao 1K que continha
produto de amplificacdo modificado numa concentracao de 6x109
moléculasépl, como quantificado de acordo com o método descri-
to no Exemplo 6A. Esta amostra foi diluida em série para se
obter um stock de trabalho que contivesse 1000 moleculas de
produto de amplificagao modificado por cada 5/}1. Este stock
de trabalho também continha HP-DNA numa concentracao de 0,25
ygépl para impedir a perda de moléculas do produto durante a
ligagao nao especifica.

O DNA alvo, HP-DNA, Tampao de Reacg¢do, dNTPs, iniciado

res de amplificacao AP18 e APZl‘ , € iniciador PAD_. de deteccao

5
marcado, foram os mesmos que se descreveram posteriormente no
Exemplo 6A.

Obteve-se Amplitaqg TM DNA polimerase de Perkin-Elmer/Ce
tus numa concentracao des unidadesépl.

Disgolveu-se o hidroxido de potassio (KOH) em agua de-
sionizada para se obter um stock de trabalho com uma concentra
cao de 600 mM,

Dissolveu-se cloreto de potassio (KCl) em agua desioni
zada para se obter um stock de trabalho com uma concentragao de
600 mM.

Diluiu-se o acido cloridrico (HCl) em agua desionizada
para se obter um stock de trabalho com uma concentracao de 600 mM.

As moléculas alvo foram contaminadas devido a mistura

de 5 ul de alvo (1000 ou zero moléculas) com 5 ul de stock de

trabalho de contaminacao (1000 moléculas). Estas amostras foram
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depois tratadas com 5}11 de KOH ou com 5)11 de KC1l, stocks de
trabalho (600 mM, com uma concentrag¢dao final de potassio de
200 mM) e submetidas a aquecimento a temperatura de 94°C duran
te 60 minutos para se complefarem as reacgOes de corte. As amos
tras foram depois neutralizadas pela adicdo ou de Slpl de HC1
nas amostras tratadas com KOH ou de 5,Pl de HZO nas amostras

tratadas com KCl. Estas reacgOes foram designadas do seguinte

modo:

Reaccao KOH KC1l HC1 gzg Alvo
1 0).11 5)11 0 )11 5)11 1000
2 0 ),11 5}11 0 )11 5 )Jl 1000
3 O‘pl 5,ul O/Pl S‘FI 0
4 ()}ﬂ. S‘pl O‘pl 5‘pl 0
5 5}.11 0),11 5)11 O)J.l 1000
6 5)11 0 )11 5),11 0).11 1000
7 S‘yl OJLL S'yl O,Pl 0
8 S,Pl ijl 5/»1 0‘pl 0

Todas as reaccOes foram em seguida ajustadas para um Vo
lume final de lOO’yl e para serem lx em tampao de reacgdo e pa-
ra conterem cada uma dANTP numa concentracao de 100,PM’ 50 pico-

moles de cada iniciador de amplificacao AP e AP21, e 3,2 uni-

18
dades de Amplitag TM de DNA polimerase. As reaccoes foram em
seguida ciclarizadas trinta vezes num Perkin-Elmer/Cetus Ther-
mal Cycler pelo aquecimento a temperatura de 95°C durante 2 mi
nutos seguidas de 50°C durante 5 minutos para cada ciclo. Os
produtos de amplificacdo resultante foram detectados por asso-

ciagao de 10 yl de cada reaccdo com 1 pl de uma solucdo de PAD
Jy y 5
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oligonucleotidico marcado com 32p (7000 Ci/mmole, 100 femtomo
lestl) e aquecimento a 95°C durante 2 minutos, seguidos de
60°C durante 10 minutos. Apos arrefecimento para a temperatu
ra ambiente, adicionaram-se 10’pl de tampao de impregnagao em
cada reacgao e desnaturaram-se os produtos por aguecimento a
temperatura de 90°C durante 3 minutos e depois por arrefecimen
to para a temperatura ambiente. Os produtos foram analisados
pelo desenvolvimento das amostras em PAGE de desnaturacdo a 10%,
seguidos de autoradiografia.

A fotografia do auto-radiograma estad presente na Fig.
27. Como esperado, no caso em que as amostras foram tratadas
com KCl (reaccdes 1 a 4, faixas 1 a 4, respectivamente), as reac
cOes de alvo com 1000 moléculas ndo podem ser diferenciadas dos
controlos de alvo com zero moléculas.

Este facto & devido ao falso sinal fortemente positivo
resultante da presenca de 1000 moléculas de contaminacgao que
permanecem inalteradas pelo tratamento com KCl. Em contraste,
no caso em que as amostras foram tratadas com KOH antes da am-
plificacao, as amplificacdes do alvo de 1000 moléculas (reac-
goes 5 e 6, respectivamente), sdo facilmente distinguiveis dos
controlos de zero moléculas correspondentes, reaccoes 7 e 8,
faixas 7 e 8, respectivamente. Isto verifica-se porque o sinal
de interferéncia de 1000 moléculés de contaminacdo foi efectiva

mente removido pelo tratamento com KOH.

EXEMPLO 7

Modificacao Ribonucleotidica de Produtos de Amplificacido deriva-

dos de LCR: Cisao Quimica e Enzimatica de Contaminacio
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Neste exemplo, foram introduzidas diversas modifica-
¢Oes labeis em cada cadeia de um produto de amplificacdo pro-
duzido por uma amplificacdo do tipo LCR. As ligagdes labeis
neste exemplo foram produzidas através da ligacdo de sondas de
amplificagdao que continham um @nico ribonucledtido nas extremi
dades 3'. Como o produto de amplificacdo derivado de PCR modi
ficado similarmente, do Exemplo 6, a introducio deste litpo de
ligagao 1labil no produto de amplificagdo modificado torna-o re
ceptivel a destruicdo enzimitica, com RNAse a temperaturas me-
nores e a destruicdo quimica, na presenca de uma base forte a
temperaturas elevadas.

Foi utilizada uma regido de 45 pares de bases de HIV co
mo sequéncia de amplificacdo neste exemplo. O alvo de 45-mer
foi enviado utilizando-se trés pares de sondas de amplificacao
(AP18/pAP18" pAPlg/pAPlg,, e pAon/pAon.), como demonstrado

na Fig. 28.

A. Amplificacao LCR de HIV Utilizando-se Sondas de Amplifica-

cao Modificadas e Deteccdo Quantitativa destas Sondas

Nesta experiéncia, foi ampliado um clone de HIV da re-
giao de 45 pares de bases, utilizando-se trés pares de bases de
sondas de amplificacao, AP18/pAP18,, PAP19/PAP19' e pAon/pAon,,
como representado na Fig. 28. As sondas de amplificacao pAPlS’
PAP1gs PAPg., PAP,,, e PAP,,, continham residuos Gnicos de
ribonucledtidos na extremidade 3', de tal forma que a ligacado
produzia um produto de amplificacdo modificado contendo ligagoes

ribonucleotidicas labeis. Os produtos de amplificagio modifica-

dos resultantes foram depois quantificados por comparacido com pa
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drdes e por diluicdes em série, seguidos de nova amplificacao
utilizando-se quantidades conhecidas de HIV de tipo  natural
alvo como padrdes. Este produto de amplificagado quantificado
foi depois utilizado em experiéncias posteriores como contami
nagao veicular controlada.

A ligase estavel ao calor (TSL) de thermus thermophi-
lus, HB8 (ATCC No 27634) e o tampao de DNA ligase estavel ao
calor (TSLB) foram idénticos aos utilizados no Exemplo 2B.

0 AP18 oligonucleotidico foi como o descrito no Exemplo
6A e continha um residuo de ribo-guanosina na extremidade 3'.

pAPlB' oligonucleotidico tinha extremidade 5' fosfori-
lada por via quimica e foi sintetizado e purificado como descri
to no Exemplo 1.

Os oligonucleotidos PAP 4, PAP;q:, PAP,, € PAP,,"' fo-
ram sintetizados para conter o grupo fosfato na extremidade 5'
e um residuo Gnico de ribonucleotido na extremidade 3'. O gru
po fosfato foi introduzido por fosforilacdo quimica, como des-
crito no Exemplo 1. Os ribonucledtidos 3' foram introduzidos
por sintese de iniciagdo de suportes de RNA apropriados, isto
e, pAP19 foli sintetizado a partir de um suporte de RNA-G,
pPAlg, foi sintetizado a partir de um suporte RNA-C, pAP20 foi
sintetizado a partir de um suporte de RNA-A e pAPZO’ foi sinte
tizado a partir de um suporte de RNA-U. Os suportes de RNA fo
ram adquiridos por Glen Research Corporation (Herndon, Virgi-
nia). Apds a sintese, os oligonucledtidos foram submetidos a
protocolos de desprotecgdo padrdo e purificacao, como descrito
no Exemplo 1. Deve notar-se que para as experiéncias seguin-
tes ndo é necessario que PAP,, contenha um ribonucleotido na

extremidade 3' nem que o oligonucledtido pAPyy seja fosforila



-83

do na extremidade 5'. Esta modificacao foi incorporada para
tornar o sistema susceptivel ao uso de um maior nlmero de son
das de amplificagao nas experiéncias futuras.

O par das sondas de amplificacao APlS/pAPlS' foi mar-
cado com 32p por meio de y32p-deoxiadenosina trifosfato e T4
kinase para uma actividade especifica aproximada de 7000 Ci/mmo
le, como descrito no Exemplo 2C. Deve notar-se que apenas na
sonda de amplificagao AP18 era marcada, porque o oligonucleoti
do pAP, g, ja & fosforilado na extremidade 5'.

HP-DNA foi igual ao descrito no Exemplo 6A.

O DNA alvo, clone pBH10, foi diluido para a concentra-
¢ao apropriada numa solucao de HP-DNA a 1/pg£yl, e em seguida
aquecido num banho de agua ebuliente durante 15 minutos para
fragmentacao e desnaturacdo do DNA plasmideo.

Todas as reaccgoes de amplificacao foram realizadas em
tubos de Eppendorf de 0,5 ml com um volume total de 40)ﬂ_ de
1x TSLB e continham 2 picomoles de cada sonda de amplificacao
(AP18, pAPlg', pAP19' PAPlg" pAP20 e pAPZO,), com 100 femtomo
les adicionais de par de amplificagdo marcado com 32p pAP18/
/pAPls., 0,6 unidades de TSL, lO)lg de HP-DNA, e eram 66 )1M em
NAD. Cada reacgao continha um total de 2,10 picomoles do par
de amplificagao APls/pAPlS' com uma actividade especifica média
de 333 Ci/mmole. Esta marca proporcionou um meio de visualiza-
.cao dos produtos de amplificacado resultantes. Aléem do citado

anteriormente, as reaccdes continham também:

Reaccao 1: 20 attomoles de alvo
Reaccao 2: 20 attomoles de alvo
Reaccao 3: 2 attomoles de alvo

Reaccao 4: 2 attomoles de alvo



Reacgao 5: 0,2 attomoles de alvo
Reaccao 6: 0,2 attomoles de alvo
Reaccao 7: 0,0 attomoles de alvo
Reaccao 8: 0,0 attomoles de alvo

Adicionaram-se 2 gotas de Oleo mineral em cada tubo pa
ra impedir a evaporacado durante a amplificacdo. Estas reacgdes
foram submetidas a ciclos 15 vezes num Perkin-Elmer/Cetus Ther-
mal Cycler por aquecimento a temperatura de 90°C durante 2 minu
tos seguidos de 50°C durante 5 minutos para cada ciclo. Foi re
tirado 1/8 de cada reaccao (SJPl) e adicionado a 10 ul de tam-
pdo de impregnagdo. As amostras foram desnaturadas por aqueci-
mento a temperatura de 90°C durante 3 minutos, seguido de arre-
fecimento para a temperatura ambiente. As reaccdOes de amplifi-
cacdo foram analisadas por desenvolvimento das amostras em PAGE
de desnaturacao a 15%, seguidas de auto-radiografia. Aproxima-
damente 5 minutos antes da separacao electroforética se comple-
tar, foram introduzidas no gel quantidades conhecidas do par de
oligonucledtidos AP18/pAP18, , com a mesma actividade especifi-
ca utilizada nas experiéncias, para servirem como padrOes na ava
liacao do rendimento do produto de amplificacdo. Estes padrodes
apresentam-se na faixa 9 (25 femtomoles), na faixa 10 (2,5 fe..-
tomoles), e na faixa 11 (0,25 femtomoles).

Uma fotografia do auto-radiograma, Fig. 29, mostra que
o produto de amplificacao de 45-mer esperado se forma em respos
ta directa a quantidade de alvo presente no inicio da reaccio
de amplificagao. Nao ha sinal detectavel nos controlos de zero
moléculas (reacgdbes 7 e 8, faixas 7 e 8), embora os produtos

de amplificacao de 45 bases dos niveis de alvo ainda menores



(0,2 attomole, reaccoes 5 e 6, faixas 5 e 6, respectivamente)
fossem visiveis no autoradiograma.

Com base na comparacao dos sinais dos produtos de am-
plificacao de 45-mer das reacgdes 1-6 (faixas 1-6) com os pa-
droes (faixas 9-11), as reacgdes foram avaliadas como tendo
sido amplificadas 10000 vezes, o que representa uma eficidncia
de ciclo média de 85%.

A fim de proporcionar uma confirmacao da quantidade do
‘produto de amplificagao modificado, diluiu-se a reaccdo 1 em
série (com base no rendimento avaliado do produto de amplifica
cdo modificado) e "re-ampliou-se" conjuntamente com padroes de
alvo de tipo natural.

Todas as reacgOes de amplificacdo foram desenvolvidas
em tubos de Eppendorf de 0,5 ).11 com o volume total de 40 )ll de
1x TSLB, e continham dois picomoles de cada uma das sondas de
amplificacao (AP1gs PAP g4, PAP;g, PAPy gy, PAP, , DPAP,.,), uma
quantidade adicional de 100 femtomoles de par de sondas de am
plificagdao marcado com 32p AP18/pAPl8' (actividade final espe-
cifica de 333Ci/mmole), e 0,06 unidades de TSI, 5)19’ de HP-DNA,
e eram GG‘PM em NAD. Além do citado anteriormente, as reacgdes

continham também o seguinte:

Alvo Produto de Amplificacao
Reacgao (attomoles) modificado (attomoles)
12 10 0
13 10 0
14 1 0
15 1 0

le 0 0



!

Alvo Produto de Amplificacao
Reacgao (attomoles) modificado (Attomoles)
17 0 0
18 0 100
19 0 100
20 0 10
21 0 10
22 0 1
23 0 1

Adicionaram-se duas gotas de O0leo mineral a cada tubo
de reacgao para impedir a evaporacdo durante a ampliacdo. As
reaccoes foram submetidas a 15 ciclos num Perkin-Elmer/Cetus
Thermal Cycler por aquecimento a 90°C durante dois minutos, se
guidos de 50°C durante 5 minutos para cada ciclo. Foi retira-
do e adicionado 1/4 de cada reaccao (lO/pl) a 10/p1 de tampao
de impregnagao. As amostras foram desnaturadas pelo calor a
temperatura de 90°C durante 3 minutos, seguido de arrefecimen-
to para a temperatura ambiente. As reaccgdOes de amplificacao
foram analisadas pelo desenvolvimento das amostras em PAGE de
desnaturagao a 15% seguida de auto-radiografia.

Uma fotografia do auto-radiograma, Fig. 30, mostra que
os sinais produzidos da amplificagao de 10 attomoles calcula-
dos do produto de ampliacao modificado (reacgdes 20 e 21, fai
xas 20 e 21, respectivamente) e de 10 attomoles de alvo do tipo
natural (reacgoes 12 e 13, faixas 12 e 13 , respectivamente)
sao equivalentes. Este facto confirma que o rendimento calcu-
lado do produto na reaccao 1 era exacto. O produto de amplifi

cagao modificado da reacgao 1 foi utilizado nos exemplos se-
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guintes como um produto de amplificacao contaminante.

B. Amplificacdo LCR de HIV na Presenca de Contaminagdo com

e sem Corte por Base Forte

Neste Exemplo, moléculas alvo do tipo natural (plasmi
deo pBH10) foram contaminadas com o produto de ampliacdao modi
ficado proveniente da reacgao 1 e em seguida tratadas com KOH
como agente de corte ou com KCl como controlo. Apos o corte
para destruir a contaminagao, as amostras foram neutralizadas
e submetidas a amplificacao LCR para confirmar que as molécu-
las contaminantes estavam destruidas.

A contaminagao foi proveniente de misturas reaccionais
sob a forma de produto de amplificacao modificado proveniente
da reacgao 1 (quantificado de acordo com o Exemplo 7A) para ter
um nivel de 5 femtomoles do produto por 1 ul de mistura reaccio
nal. Este produto foi diluido e adicionado a misturas reaccio-
nais na concentracao pretendida.

Dissolveu-se o hidroxido de potdssio em agua desioniza-
da para se obter um stock de trabalho com uma concentracao de
700 mM.

0 cloreto de potassio foi dissolvido em agua desioniza
da para se obter um stock de trabalho com uma concentracao de
700 mM.

O acido cloridrico (HCl) foi dissolvido em agua desio-
nizada para se obter um stock de trabalho com uma concentracao
de 700 mM.

Todos os reagentes foram iguais aos descritos no Exem-

plo 7A.
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As reacgOes que continham alvo (10 attomoles ou zero
attomoles), contaminacao, 10 attomoles, HP-DNA (S‘yg) e son-
das de amplificagdao (2,0 picomoles de cada uma de APlg/pAPl8,
pAPl9/pAP19, e pAPZO/PAPZO' ; € 0,10 picomles de PAPlB/pAP18'
marcados com 32p) num volume de 18’yl e foram em seguida tra-
tados com 4/»1 de stock de trabalho de hidroxido de potassio
ou de cloreto de potassio (700 mM, com uma concentracio reac-
cional final de 127 mM) e aquecidas a temperatura de 90°C du-
rante 30 minutos para completar a reaccdo de corte. As reac-
coes foram depois neutralizadas com 4/pl de acido cloridrico

ou de agua e submetidas a amplificacido de LCR como descrito

em seguida. As reaccoOes foram designadas do seguinte modo:

Alvo
Reaccao  KOH KCL HCL H,0 (amolesg)
1 4‘pl O‘pl 4}LL Oepl 10
2 4 pl 0 pl 4 pl 0 pl 10
3 4 pl 0 pl 4 pl 0 pl 0
4 4.Pl ()}ﬂ. 4 y& O)LL 0

5 O)LL 4.Pl O)LL 4'fl 10
6 OJLL 4‘pl O}IL 4,F1 10

Todas as reacgbes foram em seguida ajustadas para um vo
lume final de 40’p1, de maneira a conterem 1lx de TSLB, 66 uM de
NAD e 0,06 unidades de TSL. Adicionaram-se duas gotas de dleo
mineral a cada reacgdo para impedir a evaporacdo durante a ampli

ficacdo. As reaccdes foram depois submetidas a 15 ciclos num



Perkin-Elmer/cetus Thermal Cycler por aquecimento a temperatu
ra de 90°C durante 2 minutos, seguido de 50°C por 5 minutos em
cada ciclo. Retirou-se 1/8 das reaccgoes (S‘yl) e adicionou-se
a lO‘yl de tampao de impregnacao desnaturando-se por aquecimen
to & temperatura de 90°C durante 3 minutos. Os produtos resul
tantes foram analisados por desenvolvimento das amostras em PA
GE a 15% de desnaturacao, seguida de auto-radiografia.

A fotografia do auto-radiograma (Fig. 31) mostra que as
amostras contaminadas tratadas com cloreto de potassio deram si
nais de 10 attomoles de alvo (reaccdoes 5 e 6, faixas 5 e 6, res
pectivamente), que sao indistintas dos sinais de alvo de zero
attomole (reaccbes 7 e 8, faixas 77e 8, respectivamente). Es-
te resultado era de esperar porque o sinal de interferencia re
sultante de 10 attomoles de contaminagdao lhe era devido. Em con
traste, as amostras tratadas com hidroxido de potassio nado evi-
denciaram sinal de reaccoes de zero attomole de alvo (reaccgles
3 e 4, faixas 3 e 4, respectivamente) e sinais de alvo de 10
attomoles (reacgdes 1 e 2, faixas 1 e 2, respectivamente) que
sao claramente positivas acima de zero. Este facto demonstra
gue o agente de corte, o hidroxido de potassio, elimina afecti-
vamente quaisquer sinais de interferéncia provenientes da pre-

senca de contaminacgao.

C. Amplificacdo LCR de HIV Seguida de Corte com RNAse A

Neste exemplo, foi ampliada uma fracgao de HIV mediante a
aplicacao de sondas de amplificacdo modificadas (Fig. 28) iguais
as utilizadas nos exemplos anteriores, com produtos resultantes

que se submeteram a RNAse A como agente de corte. Como a RNAse A &
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especifica para residuos de pirimidina, o tratamento deve cor
tar apenas a cadeia menor do produto de amplificacdo. A cadeia
menor do produto de amplificacdo modificado resultante contém
duas ligagdes internas ribopirimidinicas, enguanto que a cadeia
superior contém dois residuos internos de ribo-purina. Por es-
te motivo, a sonda de amplificacao PAZO’ fol marcada com 32p de
forma que apenas a cadeia menor do produto de amplificagao re-
sultante estava marcada. |
Como pPAQO, ja continha um grupo 5'~fosfato, o marcador
32p foi introduzido mediante um processo de permuta de Kinacdo
pelo processo seguinte. Adicionaram-se 10 unidades de T4 poli-
nucledotido kinase (New England Biolabs, Inc.) a uma solugao con
tendo 1,0 picomoles de oligonucledtido pAPZO’ 2,5 nanomoles de
adenosina 5'-fosfato (ADP, Sigma Chemical Company), e 100 picomo
les de y32p-adenosina 5'-trifosfato (ATP, 7000 Ci/mmole) em 10
'/Pl de tampdo (40 md tris, pH 7,6/10 mM MgCl,/12,5 mM LTT). ‘A
mistura reaccional foi deixada a incubar a temperatura de 37°%¢
durante 30 minutos, seguida de 90°C durante 5 minutos, para pa-
rar a reaccao de permuta. Em seguida, foi separado o oligonu-
cledtido marcado do excesso de marcador fazendo-se passar da
reaccdo através de uma coluna de Sephadex G-50 (Sigma Chemical
Company) utilizando-se 10 mM de carbonato de hidrogénio ertri—
etilambénio como eluente. As fracgoes contendo ooligonucledotido
foram reunidas e evaporadas utilizando-se um concentrador
SpeedvVac (Savant Instruments, Inc., Farmingdale, New York). O
produto foi re-suspenso em ZOJPl de TE (50 femtomoles/ul) e de-
terminado para conter uma actividade especifica de aproximadamen

te 3500 Ci/mmole.
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As sondas de amplificacdo (AP18/pAP18" pAPlg/pAPlg. e pAP20/

/pAPZO')’ a ligase estavel a temperatura (TSL), o tampao de
DNA 1ligase estavel a temperatura (TSLB), o-DNA veicular (HP-

" -DNA) e DNA alvo (plasmideo pBH10) foram.iguaiS'aos descritos

no Exemplo 7A,

Dissolveu-se RNAse A (Sigma Chemical Company) em TE/150
mM de NaCl com uma concentracao de 10 mg/ml. A actividade de
DNAse contaminante foi destruida mediante o aquecimento desta
solucdo durante 15 minutos num banho de agua ebuliente. Utili-
zou-se uma diluigdao a 1/20 deste stock em TE na experiéncia se-
guinte.

Todas as reacgoes de amplificacao desenvolveram-se em
tubos Eppendorf de 0,5 ml com um volume total de ZO‘Fl de 1x
TSLB e continham 1,0 picomoles de cada sonda de amplificacao
(AP18, PAP13" PAP; g+ PAP19" pAPZO:e pAPZO')’ e uma quantidade
adicional de 50 femtomoles de sonda de amplifciacao marcada com
32p, pAPZO" 0,03 unidaéés de TSL, S.Pg de HP-DNA e eram 66 mM
em NAD. Cada reacgao portanto continha um total de 1,05 picomo
les de PAP,,, com uma actividade especifica final aproximada de
167 Ci/mmole. Este marcador foi fornecido como um meio de vi-
sualizacdo da cadeia menor dos produtos de amplificacgao reéul—
tantes. Em adicdo ao citado anteriormente, as reaccOes também

continham:

Reacgao 1: 0,0 attomoles do alvo
Reaccao 2: 0,0 attomoles do alvo.
Reaccao 3: 10,0 attomoles do alvo

Reacgao 4: 10,0 attomoles do alvo

Adicionaram-se duas gotas de O0leo mineral a cada tubo
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para impedir a evaporacao durante a amplificacdo. As reacgoes
foram submetidas a 15 ciclos num Perkin~-Elmer/Cetus Thermal Cy
cler com aquecimento a temperatura de 90°C durante 2 minutos
seguida de 50°¢ durante 5 minutos para cada ciclo. Adicionaram-
-se 1/4 de cada uma das reacgOes (5}.11) a 5)11 de tampao de im-
pregnacao e em seguida submeteu-se a aquecimento a temperatura
de 90°C durante 3 minutos e a arrefecimento para a temperatura
ambiente para se obter a desnaturagao. Retiraram-se quantida-
des adicionais de 5‘pl, 1/4, de cada uma das reaccoes e trata-
ram-se com 2)11 de RNAse A (solucdo de) (1,0 )1g) . Cada uma das
reaccOes foi iniciada a temperatura ambiente durante 60 minutos
e em seguida diluida pela adicao de 5)ﬂ.de tampao de impregna-
gao em cada uma das amostras seguida de aquecimento a 90°C por
um periodo de trés minutos e depois de arrefecimento para a tem-
peratura ambiente. As reacgOes tratadas com RNAse A foram desig
nadas como reaccgoes 1R, 2R, 3R e 4R.

Os produtos reaccionais foram analisados por desenvolvi-
mento das amostras em PAGE a 10% de desnaturacao seguido de auto-
-radiografia. Uma fotografia do auto-radiograma apresentada na
Fig. 32 mostra o produto de amplificacao de 45-mer esperado em
reacgbes alvo de 10 attomoles (reacgdes 3 e 4, faixas 3 e 4 ,
respectivamente), enquanto que os controlos correspondendo a
alvo zero (reaccdes 1 e 2, faixas 1 e 2, respectivamente) nao
exibiram sinais do produto de amplificagdo. Em contraste, nenhu
ma das amostras tratadas com RNAse A mostrou qualquer sinal do
produto de amplificacao de 45-mer (reacgbes 1R, 2R, 3R e 4R, fai
xas 5, 6, 7 e 8, respectiyamente). Estes factos confirmam que o
produto de amplificacdo modificado & efectivamente destruido pe-

lo agente de corte a RNAse A.



REIVINDICACOES

1.- Método para reduzir a contaminagéo de produto de
amplificacdo em um processo de amplificagao, caracterizado pelo
facto: |

a) de se introduzir pelo menos uma modificagdao no pro-
duto de amplificacido referido, de tal modo que o produto de am-
plificagéo modificada resultante se distingue duma certa sequén
cia alvo; e

b) de se fazer contactar o produto de amplificacaoc, ci
tado antes, com um meio para, selectivamente, eliminar esse pro-

duto de amplificaczo modificada.
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2.~ Méetodo de acordo com a reivindicacao 1, caracteri
zado pelo Facto de se escolher a modificagdo no grupo constitui-
do por ligantes, agentes de ligacdo cruzada, sitios de reconheci

mento de enzima e sitios cindiveis por via quimica.

3.- Método de acordo com a reivindicagdo 2, caracteri
zado pelo facto de a modificacédo referida ser um sitio de reco-
nhecimentc de uma enzima e de o meilo, também referido, para a
eliminacao selectiva do produto de amplificagéo modificado ser

uma enzima.

4.- Método de acordo com a reivindicacao 3, caracteri
zado pelo facto de o sitio de reconhecimento de enzima, citado
antes, ser um sitio de reconhecimento de RNAse e de o meio, tam-
bém referido antes, para eliminar selectivamente o produto de am

plificagéo modificado ser uma RNAse.

5.- Método de acordo com a reivindicagdo 4, caracteri

zado pelo facto de se escolher a RNAse entre RNAse H e RNAse A.

6.~ Método de acordo com a reivindicagido 5, caracteri

zado pelo facto de a RNAse, citada antes, ser RNAse A.

7.- Método de acordo com a reivindicagao 3, caracteri

zado pelo facto de o sitio de reconhecimento de enzima, citado



antes, ser um sitio de reconhecimento de uma enzima de restricdo
e de 0 meio para a eliminacio selectiva, também citado antes, de
o produto de amplificacido modificada ser uma enzima de restri-

cao.

8.~ Método de acordo com a reivindicagdo 7, caracteri
zado pelo facto de o sitio de reconhecimento de enzima de restri
cdo, referido antes, ser reconhecido por uma enzima de restrigio

de corte remoto.

9.- Método de acorde com a reivindicacio 8, caracteri
zado pelo facto de a enzima de restricio de corte remoto, citada

antes, ser Fok I.

10.- Método de acorde com a reivindicagéo 2, caracte-
rizado pelo facto de a modificagéo, referida antes, ser um ligan
te e de oimeig citado para a eliminagéo selectiva de o produto
de amplificacdo, também citado antes, ser um parceiro de ligagdo

especifica imobilizado para o:ligante, referido antes.
11.- Método de acordo com a reivindicagao 10, caracte
rizado pelo facto de se escolher o ligante, citado antes, entre

biotina e fluoresceina.

12.- Método de acordo com a reivindicacio 2, caractg
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rizado pelo facto de a modificagdo, citada antes, ser um agente
de ligacdac cruzada e de o meio, referido antes, para selectiva-
mente eliminar o produto de amplificagio modificada, referido
ser um activador para um agente de ligagao cruzada, citado an-

tes.

13.~ Método de acordo com a reivindicagdo 2, caracte
rizado pelo facto de a modificagdo, citada antes, ser um sitio

cindivel guimicamente.

1l4.- Método de acordo com a reivindicagao 13, caracte
rizado pelo facto de o sitio cindivel por via quimica ser incor
porado em uma sonda de amplificagzo por ligagio de extremidades
3" e 5' as sequéncias.parciais da sonda por meio de um reagente
de ligagZo homobifuncional escolhido no grupo constituido por
di-tio-bis (succinimidil-propionato, disuccinimidil-tartarato e

glicol-bis-(succinimidil-succinato) de etileno.

15.~ Método de acordo com a reivindicacgao 13, caracte
rizado pelo facto de o sitio gquimicamente cindivel, citado antes,

incluir uma ligacdo ribonucleotidica interma.

16.- Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracte-
rizado pelo facto de o processo de amplificagdo, citado antes,

ser um tipo de reacg¢io de cadeia de polimerase de processo de



amplificacdo ou um tipo de reacgao de cadeia de ligase de proces

so de amplificacgao.

17.- Conjunto para utilizagio em um tipo de reacgao
de cadeia de polimerase de processo de amplificacao, caracteriza
do pelo facto de incluir:

a) pelo menos um iniciador de amplificagéo modificada,
capaz de introduzir pelo menos uma modificag?o em um produto de
amplificagéo derivado de reacgdo de cadeia de polimerase (PCR)
de tal forma que o produto de amplificacao modificada derivado
de PCR & diferenciidvel da sequéncia alvo; e

b) um meio»para a eliminacio selectiva de o produto de

amplificag¢Zo modificada derivadeo de PCR, citado antes.

18.- Conjunto de acordo com a reivindicagao 17, carac
terizado pelo facto de se escolher o iniciador de amplificagdo
modificada, citada.antes} entre iniciadores de amplificagdo modi
- ficada de ligantes, iniciadores de amplificagéo modificada de
agentes de reacg?o cruzada, iniciadores de amplificagao modifica
da de sitio de reconhecimento de enzima e iniciadores de amplifi

cacio modificada pela presenca de um sitio cindivel quimicamente.

19.- Conjunto de acordo com a reivindicacdo 18, carac
terizado pelo facto de o iniciador de amplificacdo modificada

ser um iniciador de amplificagao modificada de sitio de reconhe-~
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cimento de enzima e de o meio para eliminar selectivamente o pro
duto de amplificacido derivado de PCR, citado antes, ser uma enzi

ma.

20.- Conjunto de acordo com a reivindicagao 19, carac
terizado pelo facto de o sitio de reconhecimento da enzima, cita
do antes, ser um sitio de reconhecimento de RNAse e de os meios,
citados antes, para eliminagéo,selectiva do produto de amplifica
cao modificada derivado de PCR, também citado antes, ser uma

RNAse.

21.- Conjunto de acordo com a reivindicacido 20, carac
terizadeo pelo facto de se escolher a RNAse, citada antes, entre

RNAse H e RNAse A.

22.- Conjunto de acordo com a reivindicagao 21, carac

terizado pelo facto de a RNAse, citada antes, ser RNAse A.

23.- Conjunto de acordo com areivindicacao 19, carac-
terizado pelo facto de o sitio de reconhecimento de enzima, cita
do antes, ser um sitio de reconhecimento de enzima de restricdo
e de os meios para a eliminagio selectiva de o produto de ampli-
ficagéo modificada derivado de PCR, também citado antes, ser uma

enzima de restricdo.



24.- Conjunto de acorde com a reivindicagdo 23, carac
terizado pelo facto de o sitio de reconhecimento de enzima de
restricdo, citado antes, ser reconhecido por uma enzima de res-

tricio de corte remoto.

25.- Conjunto de acordo com a reivindicagao 24, carac
terizado pelo facto de z enzima de restricido de corte remoto, ci

tada antes, ser Fok I.

26.- Conjunto de acordo com a reivindicagao 18, carac
terizado pelo facto de o iniciador de amplificacdao modificada
ser um iniciador de amplificagao modificado pela presenca de um
sitio quimicamente cindivel e de o meioc, citado antes, para eli-
minag%o do produto de amplificagao modificada derivado de PCR,

também citado antes;.ser uma base forte.

27.- Conjunto de acordo com a reivindicacdo 18, carac
terizado pelo facto de o iniciador de amplificacgdo modificada,

citado antes, conter uma substituig¢io ribonucleotidica.

28.- Conjunto de acordo com a reivindicacdo 27, carac
terizado pelo facto de a substituigdo ribonucleotidica, citada
antes, ser na extremidade 3' de o iniciador de amplificag¢ao modi

ficada, citada antes.
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29.~ Conjunto para utilizacio em um tipo de reacgiao
de cadeia de polimerase do processo de amplificacio, caracteri
zado pelo facto:

a) de incluir uma mistura de desoxinucleosidos-tri-
fosfato e de, pelo menos, uma molécula desses ribonucleosidos-
-trifosfato estar modificada para introduzir pelo menos uma mo-
dificagdo no produto de amplificacgdo derivado de PCR, de tal mo-~
do que o produto de amplificagio modificada derivado de PCR resul
tante seja distinguivel da.sequéncia alvo; e

b) de incluir um meio para eliminagéo selectiva do pro

duto de ampliagdo modificada derivado de PCR, citado antes.

30.- Conjunto de acordo com a reivindicagao 29, carac
terizado pelo facto de se escolher o desoxinucleosido-trifosfato
no grupo que consiste em desoxinucleosidos-~trifosfato modifica-—
dos de ligante, desoxinucleosidos—trifosfato modificados de agen
te de ligagado cruzada;.desoxinucleosidos—trifosfato modificados
de sitio de reconhecimento de enzima e desoxinucleosidos-trifos-—
fato modificados pela presenca de um sitio gquimicamente cindi-

vel.

31.- Conjunto de acordo com a reivindicagdo 30, carac
terizado pelo facto de o sitio de reconhecimento de enzima, cita
do antes, ser um desoxiribonucleosido-trifosfato e de o meio pa-

ra eliminar selectivamente o produto de amplificagdc modificada
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derivado de PCR, também citado antes, ser uma RNAse.

32.- Conjunto de acordo com a reivindicacdo 30, carac
terizado pelo facto de o nucleosido-trifosfato ser um desoxiri-
bonucleosido-trifosfato e de o meio para a eliminacdo do produto
de amplificag%o modificada derxrivado de PCR, citado antes, ser

uma base forte.

33.- Conjunto para utilizagdao em um tipo de reaccao
de cadeia de ligase do processo de aﬁplificagéo, caracterizado
pelo facto:

a) de incluir pelo menos uma sonda de amplificacdo mo-
dificada capaz de incluir pelo menos uma modificagdo em o produ-
to de amplificag%o derivado de uma reacgao de cadeia de ligase
(LCR), de tal modo que o produto de amplificac¢do modificada deri
vado de PCR seja distinguivel da sequéncia alvo; e

b) de incluir um meio para eliminar selectivamente o
produto de amplificacéo modificada derivado de LCR, citado an-

tes.

34.- Conjunto de acordo com a reivindicagdo 33, carac
terizado pelo facto de a sonda de amplificagZo modificada, cita-
da antes, se escolher no grupo constituido por sondas de amplifi
cagéo modificada de ligante, sondas de amplificagao modificada de

agente de ligacao cruzada, sondas de amplificacdo modificada de
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sitio de reconhecimento de enzima e sondas de amplificagio
modificada pela presenca de um sitio cindivel por via quimi-

ca.

35.- Conjunto de acordo com a reivindicacio 34, carac
terizado pelo facto de a sonda de amplificacgZo modificada, cita-
da antes, ser uma sonda de amplificac¢ido modificada de sitio de
reconhecimento de enzima e de o meio para eliminar selectivamen-
te o produto de amplificagdo modificada derivado de LCR, citado

antes, ser uma enzima.

36.- Conjuﬁto de acordo com a reivindicacdo 35, carac
terizado pelo facto de o sitio de reconhecimento de enzima, cita
do antes, ser um sitio de reconhecimento de uma RNAse e de o
meio para a eliminacdo selectiva de o produto de amplificagdo mo

dificada derivado de LCR, também citado antes, ser uma RNAse.
37.- Conjunto de acordo com a reivindicaciao 36, carac
terizado pelo facto de a RNAse, citada, se seleccionar entre

RNAse H e RNAse A.

38.- Conjunto de acordo com a reivindicacdo 37, carac

terizado pelo facto de a RNAse, citada, ser RNAse A.

39.~ Conjunto de acordo com a raivindicagao 35, carac



-103 -

terizado pelo facto de o sitio de reconhecimento de enzima, cita
do antes, ser um sitio de reconhecimento de enzima de restrigio
e de 0 meio referido antes, para eliminacido selectiva de o produ

to de amplificacdo modificada derivado de LCR, também referido

antes, ser uma enzima de restricgio.

40.- Conjunto de acordo com a reivindicagido 39, carac
terizado pelo facto de o sitio de reconhecimento de enzima de
restrigio raferido ser reconhecido por uma enzima de restricido

de corte remoto.

41.- Conjunto de acordo com a reivindicacao 40, carac
terizado pelo facto de a enzima de restrigcdo de corte remoto, ci

tada antes, ser Fok I.

42.- Conjunto de acordo com a reivindicacido 34, carac
terizado pelo facto de a sonda de amplificagao modificada, cita-
da antes, ser uma sonda de amplificac¢ao modificada pela presenca
de um sitio cindivel por via quimica e de o meic para eliminar o
produto de amplificacao modificada derivade de LCR, referido,

ser uma base forte.

43.- Conjunto de acordo com a reivindicacao 34, carac
terizado pelo facto de a sonda de amplificagdo modificada citada

antes, conter uma substituogao ribonuclzotidica.
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44 .- Conjunto de acordo com a reivindicagao 43, carac
terizado pelo facto de a substituicdo ribonucleotidica, referida
antes, ser com a extremidade 3' dessa sonda de amplificacdo modi

ficada.

45;— Método para amplificar uma sequéncia de amplifi-
cacido de uma sequéncia alvo, caracterizado pelo facto:

a) de se fazer contactar essa sequéncia de amplifica-
gao com pelo menos dois iniciadores de amplificacao em excesso
e desoxinucleosidos-trifosfato, também em excesso, na presenga
de um agente de polimerizagdo, sob condigles favoraveis & hibri
dagao dos iniciadores de amplificacdo, referidos, para a sequén
cia de amplificagao, tambem referida e de pelo menos um dos ini
ciadores de amplificagéo e/ou doé desoxinucleosidos-trifosfato,
citados, terem sido incorporados com uma modificagdo selecciona-
da no grupo constituido ?or ligantes, agentes de ligacao cruzada,
sitios de reconhecimento de enzima e sitios cindiveis por via
quimica;

b) de se provocar a formagio do produto de amplifica-
gdo modificada;

c) de se efectuar a separacdo do produto de amplifica-
cdo modificada citado da citada sequéncia alvo;

é) de se repetirem as fases de a) até d); e

e) de se fazer contactar o produto de amplificag¢io mo-

dificada citado com os meios para eliminarem selectivamente esse
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produto.

46.~- Meétodo de acordo com a reivindicacdo 45, caracte
rizado pelo facto de se realizar a fase (e) no inicio do proces-

so de amplificagdo.

47.- Método para amplificar uma sequéncia de amplifi-
cacdo de uma sequéncia alvo, caracterizado pelo facto:

a) de se fazer contactar essa sequéncia de amplifica-
g§o com pelo menos dois pares de sondas de amplificagdo, em ex-
cesso, na presenc¢a de um agente de ligagd@o, sob condigdes favord
veis d hibridacdo dessas sondas de amplificagio para a sequéncia
de amplificagéo citada antes, tendo sido incorporada, pelo menos
em uma dessas sondas de amplificagéo uma modificacdo selecciona-
da no grupo constituido por ligantes, agentes de ligacdo cruzada,
sitios de reconhecimento de enzima e sitios cindiveis por via
quimica;

b) de se provocar a formacio do produto de amplifica-
cao modificada;

c) de se efectuar a separagiao do produto de amplifica-
¢ao modificada citado, da sequéncia alvo, também citada;

d) de se repetirem as fases de a) a d); e

e) de se fazer contactar o produtoc de amplificagdoc mo-
dificada, citado antes, com os meios para eliminarem selectiva-

mente esse produto de amplificacio modificada.
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48.- Método de acordo com a reivindicagido 47, caracte
rizado pelo facto de se realizar a . fase (e) no inicioc do proces-

so de amplificacao.

© Agente Oficial da Propriedade Industrial
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