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“CAPTURA DE CONFORMAGAO DE CROMOSSOMO CIRCULAR”

Campo da invencdo

A presente invengédo diz respeito a andlise da frequéncia de interagdo de duas ou
mais sequéncias de nucleotideos no espago nuclear. Mudangas nas interagfes sao usadas
como uma ferramenta para detectar rearranjos do genoma para diagnosticos e prognoésticos.

Antecedentes da invencao

Estudos na arquitetura nuclear de mamifero objetivam entender como 2 metros de
DNA sdo dobrados em um nucleo de 10 ym de diametro, permitindo ao mesmo tempo a
expressdo correta dos genes que especificam o tipo celular, e como esta é fielmente propa-
gada durante cada ciclo celular. O progresso neste campo veio basicamente de estudos
microscoépicos, que revelaram que os genomas sio arranjados ndo aleatoriamente no espa-
co nuclear. Por exemplo, a heterocromatina densamente condensada é separada da eucro-
matina mais aberta € os cromossomos ocupam territérios distintos no espago nuclear 2. E-

xiste um relacionamento intricado entre o posicionamento nuclear e a atividade transcricio-

.nal. Embora a transcrigdo ocorra em todo o interior nuclear, os genes ativos que aglomeram-

se nos cromossomos localizam-se preferivelmente na borda ou fora de seu territério cro-
mossdmico. Genes individuais podem migrar mediante mudangas em seu estado de trans-
cricdo, medidos contra pontos de referéncia nuclear relativamente grandes, tais como territo-
rios cromossdmicos, centrémeros ou a periferia nuclear. Além disso, dezenas de genes ati-
vamente transcritos de megabases separados no cromossomo podem ficar juntos no nd-
cleo, demonstrado recentemente por hibridizagdo in situ por fluorescéncia (FISH) para o
locus de B-globina e alguns outros genes selecionados. Além da transcrigdo, a organizagéo
gendmica esta associada com a coordenagéo de replicagéo, recombinagéo e a probabilida-
de de os loci translocarem (o que pode levar a malignidades) e o ajuste e reajuste de pro-
gramas epigenéticos. Com base nestas observagoes, acredita-se qL}e a ofganizagéo arquite-
tdnica de DNA no nicleo celular seja uma contribuinte chave para a fung&o gendmica.

Diferentes ensaios foram desenvolvidos para permitir uma compreensdo da organi-
zagdo espacial dos Ioéi gendmicos in vivo. Foi desenvolvido um ensaio, denominado RNA-
TRAP (Carter et al. (2002) Nat. Genet. 32, 623), que envolve o alvejamento de peroxidase
de raiz forte (HRP) para transcrigbes de RNA nascente, seguido por quantificagdo de depo-
sicdo de biotina catalisada por HRP na cromatina ao redor.

Um outro ensaio que foi desenvolvido € denominado tecnologia de captura de con-
formag&o de cromossomo (3C), que fornece uma ferramenta para estudar a organizagéo
estrutural de uma regido gendmica. A tecnologia 3C envolve andlise por PCR quantitativa de
frequéncias de reticulagdo entre dois dados fragmentos de restricdo de DNA, que fornece
uma medida de sua proximidade no espago nuclear (ver figura 1). Originalmente desenvol-

vida para analisar a conformagédo de cromossomos em levedura (Dekker et al., 2002), esta
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tecnologia foi adaptada para investigar o relacionamento entre expressdo de gene e dobra-
mento de cromatina em agrupamentos de gene de mamifero intricados (ver, por exemplo,
Tolhuis et al., 2002; Palstra et al., 2003; e Drissen et al., 2004). Resumidamente, a tecnolo-’
gia 3C envolve in vivo reticulagéo de formaldeido de células e digestdo nuclear de cromatina
com uma enzima de restri¢do, seguida por ligagdo de fragmentos de DNA que foram reticu-
lados em um complexo. Os produtos de ligagédo sdo a seguir quantificados por PCR. A etapa
de amplificacdo por PCR exige o conhecimento da informag&o da sequéncia para cada um
dos fragmentos de DNA que devem ser amplificados. Assim, a tecnologia 3C fornece uma
medida de frequéncias de interagdo entre os fragmentos de DNA selecionados.

A tecnhologia 3C foi desenvolvida para identificar elementos de interagéo entre par-
tes selecionadas do genoma e ambas as técnicas exigem o desenho de iniciadores para
todos os fragmentos de restricdo analisados. Recentemente, foram desenvolvidas novas
estratégias que permitem triar o genoma total de uma maneira ndo tendenciosa para seg-
mentos de DNA que interagem fisicamente com um fragmento de DNA de escolha. Elas sdo
baseadas na tecnologia 3C e sdo coletivamente referidas como “tecnologia 4C”. A tecnolo-
gia 4C permite a triagem do genoma total de uma maneira ndo tendenciosa para segmentos
de DNA que interagem fisicamente com um fragmento de DNA de escolha. A tecnologia 4C
depende da ligacdo seletiva de fragmentos de DNA reticulado em um fragi'nento de restricéo
de escolha (a “isca”). Na tecnologia 4C, todos os fragmentos de DNA capturados pela isca
na populagédo de células sdo simultaneamente amplificados por meio de PCR inversa, usan-
do dois iniciadores especificos de isca que amplificam a partir de produtos de ligagéo circu-
lares.

Essencialmente, duas estratégias podem ser adotadas para obter estes circulos de
DNA. Uma estratégia baseia-se na formacédo de circulos durante a etapa de ligagdo 3C pa-
dréo, isto &, enquanto o DNA ainda é reticulado (Zhao et al. (2006) Nat Genet 38, 1341-7).
Aqui, a formacgédo de circulo exige que ambas as extremidades do fragmento isca sejam li-
gadas em ambas as extremidades de um fragmento de restricdo capturado. Se multiplos
fragmentos de restricdo forem reticulados um no outro, os circulos ainda podem ser forma-
dos, mas eles podem conter mais que um fragmento capturado e, portanto, serdo maiores.
Apés a desreticulagdo, os fragmentos de DNA capturados sdo amplificados diretamente por
PCR inversa, usando iniciadores especificos de isca voltados para fora. Enzimas de restri-
¢ado que reconhecem quatro ou seis pares de bases podem ser usadas nesta configuragdo.
Cortadores quatro sdo preferidos neste método, embora, uma vez que eles produzem frag-
mentos de restricdo menores (tamanho médio 256 bp, versus ~4 kb para cortadores seis) e
a amplificagdo por PCR linear dos fragmentos de DNA capturados exige que o tamanho
médio do produto seja pequeno. Essencialmente, este método compreende, portanto, as
etapas de: (a) fornecer uma amostra de DNA reticulado; (b) digerir o DNA reticulado com
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uma enzima de restrigdo primaria, tal como um cortador de 4 bp ou um de 5 bp; (c) ligar as
sequéncias de nucleotideos reticulados; (d) inverter a reticulagéo e (e) amplificar uma ou
mais sequéncias de nucleotideos de interesse usando pelo menos dois oligonucleotideos
iniciadores, em que cada iniciador hibridiza nas sequéncias de DNA que flanqueiam as se-
quéncias de nucleotideos de interesse. A(s) sequéncia(s) amplificada(s) pode(m) ser hibridi-
zada(s) em um arranjo afim de auxiliar na determinagéo da frequéncia de interagdo entre as
sequéncias de DNA.

A segunda estratégia baseia-se vantajosamente na formacgéo de circulos de DNA
ap6s a cromatina ter sido desreticulada da maneira aqui descrita e em nosso pedido co-
pendente W02007/004057. Da maneira aqui descrita, a tecnologia 4C permite uma pesqui-
sa gendmica nao tendenciosa de fragmentos de DNA que interagem com um locus de esco-
lha. Resumidamente, a analise 3C é realizada de maneira usual, mas omitindo a etapa de
PCR. O molde de 3C contém uma sequéncia alvo ou “isca” (por exemplo, um fragmento de
restricdo de escolha gque inclui um gene selecionado) ligada a muitas diferentes sequéncias
de nucleotideos de interesse (representando este ambiente gendmico do gene). O molde é
clivado por uma outra enzima de restrigdo secundaria e, subsequentemente, religado para
formar circulos de DNA pequenos. Vantajosamente, uma ou mais sequéncias de nucleoti-
deos de interesse que estido ligadas a sequéncia de nucleotideos alvo sdo amplificadas u-
sando pelo menos dois oligonucieotideos iniciadores, em que pelo menos um iniciador hibri-
diza na sequéncia alvo. Preferivelmente, o>segundo iniciador também hibridiza na sequéncia
alvo, de maneira tal que ambos os iniciadores flanqueiam o nucleotideo de interesse. Alter-
nativamente, o segundo iniciador hibridiza em uma sequéncia adaptadora que esta ligada ao
sitio de restricdo secundaria, de maneira tal que os dois iniciadores flanqueiam o nucleoti-
deo de interesse. Tipicamente, isto produz um padrdo de fragmentos de PCR que é alta-
mente reprodutivel entre reagées de amplificagdo independentes e especifico para um dado
tecido. Hindlll e Dpnll podem ser usados como enzimas de restricdo primaria e secundaria.
A seguir, os fragmentos amplificados podem ser marcados e, opcionalmente, hibridizados
em um arranjo, tipicamente contra uma amostra controle contendo DNA gendmico digerido
com a mesma combinagédo de enzimas de restrigdo. Portanto, a tecnologia 3C foi modificada
de maneira tal que todas as sequéncias de nucleotideos de interesse que interagem com
uma sequéncia de nucleotideos alvo sejam amplificadas. Praticamente, isto significa que em
vez de realizar uma reagdo de amplificagdo com iniciadores que séo especificos para os
fragmentos que deseja-se analisar, uma amplificacédo ¢ realizada usando oligonucleotideo(s)
iniciador(s) que hibridiza(m) em uma sequéncia de DNA que flanqueia as sequéncias de
nucleotideos de interesse. Vantajosamente, 4C ndo é tendenciosa para o desenho de inicia-
dores de PCR que estdo incluidos na etapa de amplificagido por PCR e, portanto, podem ser

usados para pesquisar os elementos de DNA interagentes no genoma completo.
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Existe uma importante necessidade da tecnologia de alto desempenho que possa
triar sistematicamente todo o genoma de uma maneira n&o tendenciosa para os loci de DNA
que fazem contato um com o outro no espago nuclear.

Além disso, existe uma necessidade de melhorias em tais tecnologias que permi-
tem a andlise simultdnea de multiplas interagdes que ocorrem com multiplas sequéncias no
genoma, e de analisar o genoma para insergdes, delegbes, translocagdes, inversdes e rear-
ranjos que ocorrem em locais desconhecidos e que podem estar associados a uma doenga.

A presente invengdo busca fornecer melhorias na tecnologia 3C e 4C e técnicas re-
lacionadas a isto.

Sumario da invencao

A tecnologia 3C aplicada atualmente permite apenas analise de um ndmero limitado
de interagdes DNA-DNA selecionadas em virtude das limitacées da etapa de amplificagdo
porv PCR, que exige conhecimento de informacdo da sequéncia especifica para cada frag-
mento a ser analisado. Além disso, a selegéo de fragmentos de restricdo como candidatos
para interacdes de DNA de longo alcance exige uma quantidade substancial de conheci-
mento anterior (por exemplo, a localizagdo de sitios hipersensiveis) dos locus de interesse,
que normalmente ndo é disponivel. Dada a relevancia funcional de muitas interagcées DNA-
DNA de longo alcance descritas até agora, a capacidade de triar aleatoriamente elementos
de DNA que lagam uma sequéncia de interesse, tal como um promotor, melhoi’ador, isolan-
te, silenciador, origem de replicagdo ou MAR/SAR de gene, ou uma regido gendmica de
interesse, tal como uma regido densa em gene ou pobre em gene ou elemento repetitivo,
pode facilitar bastante o mapeamento de sequéncias envolvidas em uma rede regulatéria.

A presente invencdo diz respeito a tecnologia 4C (isto &, captura e caracteriza cro-
matina co-localisada) e melhorias nessa, que permitem a andlise de alto desempenho da
frequéncia de interagdo de duas ou mais sequéncias de nucleotideos no espaco nuclear. A
tecnologia 4C pode ser usada para identificar interagbes DNA-DNA de longo alcance (por
exemplo, estudar dobramento de cromossomo), mas também para identificar rearranjos ge-
némicos equilibrados e desequilibrados, tais como translocagdes, inversdes, delegdes, am-
plificagBes, etc., que podem fundamentar um trago ou doenga em sujeitos humanos.

Rotineiramente, a tecnologia 4C envolve o uso de microarranjos para analisar os

fragmentos de DNA capturados por uma Unica sequéncia alvo selecionada (“isca”) (Simonis

et al., Nature Genetics 2006). Os microarranjos tém a desvantagem que eles oferecem uma
faixa dindmica limitada, uma vez que sondas presentes nos arranjos podem ser saturadas, o
que torna uma analise quantitativa de intensidades de sinal mais dificil. O sequenciamento
de alto desempenho evita este problema, ja que ele oferece uma faixa dinamica ilimitada. E
também quantitativo, uma vez que ele fornece nimeros absolutos de sequéncias.

Além do mais, é preferivel analisar interagbes de DNA com multiplas sequéncias al-
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- vos simultaneamente. Isto é valido para todas as aplicagbes a base de 4C e, em particular, -

para a andlise a base de 4C de rearranjos gendmicos. A tecnologia 4C pode ser usada co-
mo uma ferramenta de diagnéstico para permitir a varredura do genoma total de uma manei-
ra ndo tendenciosa a procura da presenga de rearranjos genémicos. Uma série de sequén-
cias alvos ao longo de cada cromossomo que captura ao mesmo tempo todas as sequén-
cias (isto &, fragmentos de restrigdo) pode ser usada. Subsequentemente, afim de identificar
o rearranjo gendémico, é identificada a sequéncia que foi capturada por qual “isca”.

Os fragmentos capturados podem ser sequenciados para cada sequéncia alvo (“is-
ca”) separadamente. Embora, preferivelmente, todos os produtos de ligagdo formados com
todas as sequéncias alvos sejam analisados simultaneamente. Para isto, cada leitura preci-
sa ser direcionada a jungdo de ligagdo e fornece informagdo da sequéncia suficiente para
identificar inambiguamente tanto a sequéncia alvo quanto a sequéncia capturada. ’

Aspectos sumarios da presente invencéo »

Os aspectos da presente invengéo sédo apresentados nas reivindicagbes em anexo.

Em um primeiro aspecto, é fornecido um método para analisar a frequéncia de inte-
ragdo de uma sequéncia de nucleotideos alvo com uma ou mais sequéncias de nucleoti-
deos de interesse (por exemplo, um ou mais loci genémicos) compreendendo as etapas de:
(a) fornecer uma amostra de DNA reticulado; (b) digerir o DNA reticulado com uma enzima
de restricdo primaria; (c) ligar as sequéncias de nucleotideos reticulados; (d) inverter a reti-
culagéo; (e) digerir opcionalmente as sequéncias de nucleotideos com uma enzima de res-
tricdo secundaria; (f) ligar opcionalmente uma ou mais sequéncias de DNA de composigéo
de nucleotideo conhecida ao(s) sitio(s) de digestdo de enzima de restricdo secundaria dis-
ponivel(s) que flanqueia(m) uma ou mais sequéncias de nucleotideos de interesse; (g) am-
plificar uma ou mais sequéncias de nucleotideos de interesse usando pelo menos dois oli-
gonucleotideos iniciadores, em que cada iniciador hibridiza as sequéncias de DNA que flan-
queiam as sequéncias de nucleotideos de interesse; (h) hibridizar na(s) sequéncia(s) ampli-
ficada(s) em um arranjo; e (i) determinar a frequéncia de interagédo entre as sequéncias de
DNA.

Em um segundo aspecto, é fornecido um método para analisar a frequéncia de inte-
ragdo de uma sequéncia de nucleotideos alvo com uma ou mais sequéncias de nucleoti-
deos (por exemplo, um ou mais loci genémicos) compreendendo as etapas de: (a) fornecer
uma amostra de DNA reticulado; (b) digerir o DNA reticulado com uma enzima de restrigao
primaria; (c) ligar as sequéncias de nucleotideos reticulados; (d) inverter a reticulacéo; (e)
digerir opcionalmente as sequéncias de nucleotideos com uma enzima de restricdo secun-
daria; (f) circular as sequéncias de nucleotideos; (g) amplificar uma ou mais sequéncias de
nucleotideos que estdo ligadas a sequéncia de nucleotideos alvo; (h) hibridizar opcional-
mente nas sequéncias amplificadas em um arranjo ou analisar as sequéncias amplificadas
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pelo sequenciamento de alto desempenho; e (i) determinar a frequéncia de interagéo entre
as sequéncias de DNA.

Em um terceiro aspecto, é fornecido um método para identificar uma ou mais inte-
ragdes DNA-DNA que s&o indicativas de uma condigdo de doencga particular compreenden-
do a etapa de realizar as etapas (a)-(i) do método de acordo com o primeiro aspecto, em
que na etapa (a) uma amostra de DNA reticuiado é fornecida a partir de uma célula doente e
uma ndo doente, e em que uma diferenga entre a frequéncia de interag&o entre as sequén-
cias de DNA das células doentes e ndo doentes indica uma diferenga na organizagao linear
dos moldes do cromossomo (por exemplo, um rearranjo gendémico), que & indicativa de um
trago particular ou condigéo de doenca.

Em um quarto aspecto, é fornecido um método de diagnose ou prognose de uma
doenga ou sindrome causada ou associada a uma mudanga em uma interagdo DNA-DNA,
compreendendo a etapa de realizar as etapas (a)-(i) do método de acordo com o primeiro
aspecto, em que a etapa (a) compreende fornecer uma amostra de DNA reticulado de um
sujeito; e em que a etapa (i) compreende comparar a frequéncia de interagéo entre as se-
quéncias de DNA com aquelas de um controle ndo afetado; em que uma diferenca entre o
valor obtido do controle e o valor obtido do sujeito é indicativa que o sujeito esta sofrendo da
doenca ou sindrome ou é indicativa que o sujeito sofrerd da doenga ou sindrome.

Em um quinto aspecto, é fornecido um método de diagnose ou prognose de uma
‘doenga ou sindrome causada ou associada a uma mudanga em uma interagdo DNA-DNA
compreendendo a etapa de: realizar as etapas (a)-(i) do método de acordo com o primeiro
aspecto, em que a etapa (a) compreende fornecer uma amostra de DNA reticulado de um
sujeito; e em.que o dito método compreende a etapa adiciohal de: (j) identificar um ou mais
loci que foram submetidos a um rearranjo genémico que esté associado com uma doenga.

Em um sexto aspecto, é fornecido um método de ensaio para identificar um ou mais
agentes que modulam uma interagdo DNA-DNA compreendendo as etapas de: (a) colocar
uma amostra em contato com um ou mais agentes; e (b) realizar as etapas (a) a (i) do mé-
todo de acordo com o primeiro aspecto, em que a etapa (a) compreende fornecer DNA reti-
culado da amostra; em que uma diferenga entre (i) a frequéncia de interagédo entre as se-
quéncias de DNA na presenga do agente e (ii) a frequéncia de interagdo entre as sequén-
cias de DNA na auséncia do agente ¢ indicativa de um agente que modula a interagdo DNA-
DNA.

Em um sétimo.aspecto, é fornecido um método para detectar o local de um rearran-
jo equilibrado e/ou desequilibrado (por exemplo, uma translocagéo) compreendendo a etapa
de: (a) realizar as etapas (a) a (i) do método de acordo com o primeiro aspecto; e (b) compa-
rar a frequéncia de interagéo entre as sequéncias de DNA com aquelas de um controle; em
que uma transigdo de baixa ou alta frequéncia de interagdo DNA-DNA na amostra compara-
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da ao controle é indicativa do local de um ponto de quebra.

Em um oitavo aspecto, é fornecido um método para detectar o local de uma inver-
sdo equilibrada e/ou desequilibrada compreendendo as etapas de: (a) realizar as etapas (a)
a (i) do método de acordo com o primeiro aspecto; e (b) comparar a frequéncia de interagdo
entre as sequéncias de DNA com aquelas de um controle; em que um padréo inverso de
frequéncias de interagdo DNA-DNA para a amostra comparada ao controle é indicativo de
uma inversao.

Em um nono aspecto, & fornecido um método para detectar o local de uma delegédo
compreendendo as etapas de: (a) realizar as etapas (a) a (i) do método de acordo com o
primeiro aspecto; e (b) comparar a frequéncia de interagdo entre as sequéncias de DNA
com aquelas de um controle; em que uma redugdo na frequéncia de interagdo DNA-DNA
para a amostra comparada ao controle € indicativa de delegdo.

Em um décimo aspecto, é fornecido um método para detectar o local de uma dupli-
cagdo compreendendo as etapas de: (a) realizar as etapas (a) a (i) do meétodo de acordo
com o primeiro aspecto; e (b) comparar a frequéncia de interagéo entre as sequénéias de
DNA com aquelas de um controle; em que um aumento ou uma diminuigdo na frequéncia de
interagdo DNA-DNA para a amostra em questdo comparada ao conirole é indicativo. de uma
duplicag¢do ou insercao.

Em um décimo primeiro aspecto, é fornecido um agente obtido ou obtenivel pelo
método de ensaio aqui descrito.

Em um décimo segundo aspecto, é fornecido um método para analisar a frequéncia
de interagéo de uma ou mais sequéncias alvos de nucleotideos com uma ou mais sequén-
cias de nucleotideos de interesse (por exemplo, um ou mais loci gendmicos) compreenden-
do as etapas de: (a) fornecer uma amostra de DNA reticulado; (b) digerir o DNA retibculado
com uma enzima de restricdo primaria; (c) ligar as sequéncias de nucleotideos reticulados;
(d) inverter a reticulagao; e (e) sequenciar as sequéncias de nucleotideos ligadas.

Em um décimo terceiro aspecto, é fornecido um método para determinar a presen-
ca de um rearranjo genémico em uma amostra compreendendo as etapas de: (a) fornecer
uma amostra de acido nucléico (por exemplo, DNA gendmica), em que o dito acido nucléico
compreende uma sequéncia de nucleotideos de sequéncia conhecida adjacente ao local do
rearranjo gendmico suspeito; (b) digerir o DNA com uma enzima de restricdo primaria para
formar uma pluralidade de fragmentos de restrigéo; (c) purificar opcionalmente os fragmen-
tos de restrigéo; (d) ligar. os fragmentos de restricdo para formar DNA circular; (e) purificar
opcionalmente o DNA circular; (f) digerir o DNA circular com uma enzima de restrigdo se-
cundaria para formar uma pluralidade de fragmentos de restrigdo; (g) ligar os fragmentos de
restricdo para formar DNA circular; (h) amplificar o rearranjo genémico suspeito usando um

ou mais iniciadores que hibridizam na sequéncia de nucleotideos de sequéncia conhecida; e
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(i) sequenciar o rearranjo gendmico suspeito.

Em um décimo quarto aspecto, é fornecida uma base de dados de sequéncia de a-
cidos nucléicos de cerca de 6-50 pares de bases que flanqueiam diretamente e, opcional-
mente, incluem o sitio de reconhecimento de enzima de restrigcdo primaria ou o sitio de re-
conhecimento de enzima de restricdo secundaria de cada sequéncia alvo.

Em um décimo quinto aspecto, € fornecida uma base de dados de sequéncia de &-
cidos nucléicos de cerca de 12- 50 pares de bases que flanqueiam diretamente todos os
sitios de reconhecimento de enzima de restrigdo primaria e secundaria relevantes no geno-
ma.

Em um décimo sexto aspecto, é fornecido o uso da base de dados de sequéncia de

_acidos nucléicos para determinar a posicdo gendémica de cada uma das sequéncias captu-

radas identificadas.

Em um décimo sétimo aspecto, € fornecidc um método ou um agente ou uma base
de dados ou um uso substancialmente da maneira aqui descrita e com relagéo a qualquer
dos exemplos ou figuras.

Modalidades da invencgéo

Adequadamente, a reacdo de ligagdo na etapa (c) ou (f) resulta na formacéo de cir-
culos de DNA.

Adequadamente, a etapa (h) compreende a andlise de produtos de ligagéo entre
sequéncias alvos e sequéncias reticuladas de interesse por meio de sequenciamento (por
exemplo, o sequenciamento de alto desempenho).

Adequadamente, o método é para analisar a frequéncia de interagdo de duas ou
mais sequéncias alvos de nucleotideos com uma ou mais sequéncias de nucleotideos de
interesse, compreendendo o uso de PCR multiplex na etapa (g).

Adequadamente, o método é para analisar a frequéncia de interagéo de duas ou
mais sequénciés alvos de nucleotideos com uma ou mais sequéncias de nucleotideos de
interesse, compreendendo o agrupamento de alguns ou todos os produtos de PCR obtidos
para cada uma das sequéncias alvos na etapa (g) e andlise simultédnea subsequente de su-
as interagtes de DNA.

Adequadamente, duas ou mais sequéncias amplificadas sdo marcadas diferencial-
mente antes do agrupamento e analise por hibridizagdo em um arranjo.

Adequadamente, duas ou mais sequéncias amplificadas identicamente marcadas e
analisadas por hibridizagdo em.um arranjo quando as sequéncias estdo em cromossomos
diferentes.

Adequadamente, duas ou mais sequéncias amplificadas sdo identicamente marca-
das quando as sequéncias residem no mesmo cromossomo em uma distdncia que é grande

o suficiente para sobreposigdo minima entre sinais de interagcdo DNA-DNA.
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Adequadamente, sequenciamento de alto desempenho é usado para analisar as
juncdes de ligagdo formadas entre sequéncias alvos e sequéncias capturadas de interesse.

Adequadamente, o sequenciamento é direcionado as jungdes de ligagéo formadas
entre sequéncias alvos e Sequéncias capturadas de interesse pela adicdo de sequéncias
adaptadoras exigidas para o sequenciamento nas extremidades das sequéncias amplifica-
das.

Adequadamente, o sequenciamento & direcionado as jungdes de ligagdo formadas
entre sequéncias alvos e sequéncias capturadas de interesse pela adi¢géo das sequéncias
adaptadoras completas, ou parte delas, exigidas para sequenciamento como projegdes 5’
nos oligonucleotideos iniciadores usados para amplificar uma ou mais sequéncias de nucle-
otideos de interesse.

Adequadamente, o sequenciamento & direcionado as jungdes de ligagdo formadas
entre sequéncias alvos e sequéncias capturadas de interesse pela conjugacéo de >uma
substancia de biotina ou outra fragdo nos oligonucleotideos iniciadores usados para amplifi-
car uma ou mais sequéncias de nucleotideos de interesse, seguida por purificagdo mediada
por estreptavidina ou mediada de outra forma do material amplificado por PCR.

Adequadamente, o sequenciamento € direcionado as jungdes de ligacdo entre se-
quéncias alvos e sequéncias capturadas de interesse desenhando os oligonucleotideos ini-
ciadores usados para amplificar uma ou mais sequéncias de nucleotideos de interesse em
400, 300, 200, 150, 100, 90, 80 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1 nucleoti-
deos do(s) sitio(s) de reconhecimento de enzima de restrigdo primaria e/ou secundaria ana-
lisados.

Adequadamente, o sequenciamento é direcionado as juncdes de ligagéo entre se-
quéncias alvos e sequéncias capturadas de interesse desenhando os oligonucleotideos ini-
ciadores usados para amplificar uma ou mais sequéncias de nucleotideos de interesse, de
maneira tal que elas se sobrepdem parcial ou completamente com o sitio de reconhecimen-
to de enzima de restrigdo primaria e/ou secundaria analisado.

Adequadamente, as sequéncias s3o lidas através da jungdo de ligagdo, de maneira
tal que, quando as amostras de PCR multiplexadas ou agrupadas sdo analisadas, € obtida
informag&o da sequéncia suficiente (por exemplo, 12 nucleotideos ou mais) em cada lado da
juncdo de ligagao para identificar inambiguamente cada sequéncia alvo e cada sequéncia
capturada de interesse.

Adequadamente, a sequéncia de nucleotideos alvo é selecionada do grupo que
consiste em um rearranjo gendémico, promotor, um melhorador, um silenciador, um isolante,
uma regido de anexagdo de matriz, uma regi&o controle de locus, uma unidade de transcri-
¢do, uma origem de replicagéo, um ponto quente de recombinagéo, um ponto de quebra de

translocagdo, um centrémero, um teldmero, uma regiéo densa em gene, uma regido pobre
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em gene, um elemento repetitivo e um sitio de integragéo (viral).

Adequadamente, a sequéncia de nucleotideos alvo € uma sequéncia de nucleoti-
deos que esta associada ou causa uma doenga, ou esta localizada em até 15 Mb ou mais
em um molde de DNA linear de um locus que esta associado ou causa uma doenga.

Adequadamente, a sequéncia de nucleotideos alvo é selecionada do grupo que
consiste em: AMLI, MLL, MYC, BCL, BCR, ABLI, IGH, LYLI, TALI, TAL2, LM02, TCRa/5,
TCRB e HOX ou outros loci associados a doenca descritos em "Catalogue of Balanced C-
hromossome Aberrations in Man" 2nd edition. Albert Schinzel. Berlin: Walter de Gruyter,
2001. ISBN 3-11-011607-3. ‘

Adequadamente, as sequéncias alvos s&o distribuidas ao longo do molde de ge-

- noma linear, de maneira tal que as sequéncias de interagdo cubram todo um cromossomo

ou o genoma.

Adequadamente, a enzima de restricdo primaria € uma enzima de restrigdo que re-
conhece um sitio de reconhecimento de 6-8 bp.

Adequadamente, a enzima de restricdo primaria é selecionada do grupo que con-
siste em BgR, Hindlll, BamHI, BamHlI, Spel, Pstl e Ndel.

Adequadamente, a enzima de restrigdo primaria é selecionada com base na sua
auséncia ou em representagdo nas sequéncias repetitivas.

Adequadamente, a enzima de restricdo secundaria € uma enzima de restrigédo que
reconhece um sitio de reconhecimento de sequéncia de nucleotideos de 4 ou 5 bp.

Adequadamente, o sitio de reconhecimento de enzima de restrigdo secundaria esta
localizado a mais que cerca de 350 bp do sitio de restricdo primaria na sequéncia de nucleo-
tideos alvo.

Adequadamente, uma transi¢do de baixas para altas frequéncias de interagdo € in-
dicativa do local de um rearranjo genético equilibrado ou desequilibrado.

Adequadamente, um padréo inverso de frequéncias de interagdo DNA-DNA para a
amostra em questdo comparada ao controle ¢é indicativa de uma inversdo equilibrada elou
desequilibrada.

Adequadamente, uma redugédo na frequéncia de interagéb DNA-DNA para a amos-
tra em questdo comparada ao controle, em combinagdo com um aumento na frequéncia de
interacdo DNA-DNA para regides mais distantes, é indicativa de uma delegéo equilibrada
e/ou desequilibrada.

Adequadamente, um aumento ou uma diminuigéo na frequéncia de interagdo DNA-
DNA para a amostra em questdo comparada ao controle € indicativa de uma duplicagéo ou
insercéo equilibrada e/ou desequilibrada.

Adequadamente, cariotipagem espectral e/ou FISH sdo usadas antes de realizar o

dito método.
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Adequadamente, a doeng¢a € uma doencga genética.

Adequadamente, a doenca é cancer.

Adequadamente, sequéncias de nucleotideos que interagem com duas ou mais se-
quéncias alvos sdo amplificadas.

Adequadamente, as sequéncias alvos estdo posicionadas nos loci gendmicos co-
nhecidos por ser associados a uma condig&o doente, ou préximos a eles.

Adequadamente, as sequéncias alvos s&oc selecionadas sem conhecimento prévio
do local de um rearranjo e sdo espagadas de maneira tal que as sequéncias de interagéo
cubram todo um cromossomo ou 0 genoma, e em que as sequéncias de interagdo identifi-
cadas permitem a reconstrugdo de mapas cromossdmicos lineares e rearranjos genémicos
que ocorreram NOs cromossomos € entre 0s mesmos.

Adequadamente, as sequéncias amplificadas sdo marcadas.

Adequadamente, as sequéncias amplificadas sdo marcadas diferenciaimente de
acordo com sua posi¢do no genoma.

Adequadamente, o método € para a detecgdo de um rearranjo, translocacgéo, inver-
séo, delecédo, duplicagdo ou insergao equilibrados e/ou desequilibrados.

Adequadamente, a etapa de hibridizagdo do arranjo € substituida com uma etapa
de seq‘uenciamento.

Adequadamente, tanto a sequéncia de nucleotideos alvo quanto a sequéncia de
nucleotideos de interesse séo identificadas por sequenciamento.

Adequadamente, sequéncias adaptadoras estdo ligadas aos produtos de PCR.

Adequadamente, sequéncias que interagem com duas ou mais sequéncias alvos
s@o cada qual amplificadas em reagdes de PCR separadas.

Adequadamente, sequéncias que interagem com duas ou mais sequéncias alvos
sdo cada qual amplificadas em reagdes de PCR separadas e subsequentemente agrupadas
para analise simultanea. '

Adequadamente, sequéncias que interagem com duas ou mais sequéncias alvos
sdo amplificadas por PCR multiplex.

Vantagens

A presente invencdo tem inimeras vantagens. Estas vantagens ficardo aparentes
na seguinte descrigdo.

A titulo de exemplo, a tecnologia 4C pode ser multiplexada, de maneira tal que inte-
ragdes com duas ou mais sequéncias alvos possam ser analisadas em um experimento uni-
co, por exemplo, em um arranjo Unico.

A titulo de exemplo adicional, a tecnologia 4C multiplexada pode ser usada para tri-
ar rearranjos no DNA genémico em todo o genoma, em posi¢gdes desconhecidas.

A titulo de exemplo adicional, o sequenciamento de alto desempenho pode ser u-
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sado no lugar de microarranjos para ahalisar os fragmentos de DNA capturados. As melho-
rias na multiplexagéo e sequenciamento podem ainda ser cominadas.

A titulo de exemplo adicional, em vez de multiplexagéo, as sequéncias de interesse
capturadas por sequéncias alvos diferentes podem ser amplificadas para cada sequéncia
alvo separadamente e, a seguir, agrupadas subsequentemente para serem analisadas si-
multaneamente em um microarranjo.

A titulo de exemplo adicional, em vez de multiplexagdo, sequéncias de interesse
capturadas por sequéncias alvos diferentes podem ser amplificadas separadamente para
cada sequéncia alvo e agrupadas subsequentemente para serem analisadas simultanea-
mente por sequenciamento de alto desempenho.

A titulo de exemplo, a presente invengéo é vantajosa, uma vez que ela fornece inter
alia sequéncias de nucleotideos, processos, sondas e arranjos comercialmente usados.

A titulo de exemplo adicional, a presente invencdo € vantajosa, uma vez que ela
permite a analise de alto desempenho da frequéncia de interagédo de duas ou mais sequén-
cias de nucleotideos no espacgo nuclear.

A titulo de exemplo adicional, a presente invencdo é vantajosa, uma vez que, usan-
do a tecnologia 3C convencional, cada interagdo DNA-DNA simples tem que ser analisada
por uma reacdo de PCR exclusiva contendo um par exclusivo de iniciadores. Portanto, a
analise de alto desempenho é possivel apenas se a PCR for automatizada, mas os custos
de muitos iniciadores serdo muito altos. Dessa maneira, andlise de alto desempenho (geé
némica) de interagdes DNA-DNA n&o é viavel com a tecnologia 3C convencional. Ao contra-
rio, a presente inveng&o permite atualmente a triagem simultanea de milhares de interagoes
DNA-DNA. A analise de alto desempenho de interacdes DNA-DNA, de acordo com a pre-
sente invencdo aumentario bastante a escala e resolugdo de analise.

A titulo de exemplo adicional, a presente invengéo é vantajosa, uma vez que, usan-
do a tecnologia 3C convencional, a triagem é tendenciosa para aquelas sequéncias de DNA
para as quais os oligonucleotideos iniciadores foram desenhados, ordenados e incluidos na
analise.

A escolha de tais oligonucleotideos iniciadores baseia-se tipicamente no conheci-
mento acerca da posigdo, por exemplo, de melhoradores (distante) e/ou outros elementos
regulatérios/sitios hipersensiveis que acredita-se reticulardo com a sequéncia de nucleoti-
deos que esta sendo investigada. Assim, 3C convencional é tendenciosa para o desenho de
iniciadores de PCR que estéo incluidos na etapa de amplificagéo por PCR, considerando
que 4C é ndo tendenciosa e pode ser usada para pesquisar o genoma completo elementos
de DNA interagentes. Isto se da em virtude de a amplificagdo de sequéncias reticuladas em
4AC n3o basearem-se no conhecimento predito de sequéncias que reticulam com a sequén-

cia de nucleotideos que estd sendo investigada. Preferivelmente, em uma modalidade de
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4C, sequéncias que reticulam na primeira sequéncia de nucleotideos (alvo) podem ser am-
plificadas usando iniciadores de PCR que hibridizam nessa sequéncia de nucleotideos. As-
sim, a presente invengéo permite uma triagem gendmica ndo tendenciosa para interagdes
DNA-DNA.

A titulo de exemplo adicional, a presente invengdo € vantajosa em decorréncia de
que usar a tecnologia 3C convencional permite apenas a amplificagéo seletiva de uma inte-
ragdo DNA-DNA dnica. Isto ndo é informativo durante a hibridizagdo em um arranjo. A tec-
nologia foi melhorada de maneira tal que todos os fragmentos que interagem com uma pri-
meira sequéncia de nucleotideos (alvo) sdo amplificados atualmente, por exemplo, amplifi-
cados seletivamente.

A titulo de exemplo adicional, a presente invengédo é vantajosa em decorréncia de a
tecnologia 4C poder ser usada para detectar aberragdes genéticas equilibradas ou desequi-
libradas, tais como todos os tipos de translocagdes, delegdes, inversdes, duplicagbes e ou-
tros rearranjos gendmicos no acido nucléico, por exemplo, cromossomos. A tecnologia 4C
(que mede a proximidade de fragmentos de DNA) pode ainda determinar uma predisposicéo
do sujeito em adquirir certas translocagdes, delegdes, inversdes, duplicagdes e outros rear-
ranjos gendmicos (por exemplo, translocagdes, delegdes, inversdes, duplicagdes e outros
rearranjos gendémicos equilibrados ou desequilibrados). Uma vantagem com relagdo as es-
tratégias atuais é que ndo exige-se conhecer a posigdo exata da mudanga em decorréncia
de a resolucéo da tecnologia 4C ser de maneira tal que ela possa ser usada para detectar
rearranjos mesmo quando a “isca 4C” (definida pelos sitios de reconhecimento da enzima
de restrigdo primaria e secundaria que sdo analisados) é localizada longe (por exemplo, até
uma megabase ou ainda mais) da mudanga. Uma outra vantagem com relagéo as estraté-
gias atuais é que elas permitem uma pesquisa de gendmica nédo tendenciosa simultanea
tanto para rearranjos gendmicos equilibrados quanto desequilibrados. Uma outra vantagem
é que a tecnologia 4C permite o mapeamento exato de mudangas, uma vez que ela pode
ser usada para definir os dois sitios de restrigdo (primarios) entre os quais as mudangas
ocorreram. Uma outra vantagem é que células necessitam n&o ser cultivadas antes da fixa-
¢do. Assim, por exemplo, tumores sélidos também podem ser analisados por rearranjos ge-
némicos.

A titulo de exemplo adicional, a presente invengao é vantajosa em decorréncia de a
tecnologia 4C também poder detectar mudangas (por exemplo, rearranjos) em uma condi-
cdo pré-maligna, isto é, antes de todas as células conterem estas mudangas. Assim, a tec-
nologia pode ser usada ndo apenas no diagnéstico da doenga, mas também no prognostico
da doenga.

A titulo de exemplo adicional, o desenho do arranjo de acordo com a presente in-

vencdo é particularmente vantajoso comparado aos arranjos de ladrilhamento existentes,
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tais como arranjos genémicos de ladrilhamento de Nimblegen, uma vez que o desenho per-
mite a representagdo de uma parte muito maior do genoma por arranjo unico.

A titulo de exemplo, para uma enzima de restricdo que reconhece uma sequéncia
de hexa-nucleotideos, cerca de 3 arranjos com cerca de 385.000 sondas serdo cada qual
suficientes para cobrir, por exemplo, 0 genoma humano ou de camundongo completo. Para
uma enzima de restricdo que reconhece mais que 6 bp, um arranjo Unico de cerca de
385.000 sondas pode ser usado para cobrir, por exemplo, 0 genoma humano ou de camun-
dongo completo. As vantagens do desenho do arranjo sdo que: (1) cada sonda é informati-
va, uma vez que cada uma analisa um evento de ligagdo independente, facilitando bastante
a interpretagao dos resultados; e (2) uma grande representagdo do genoma pode ser apon-
tada em um arranjo Unico que é barato. /

A tecnologia 4C pode ser usada vantajosamente para o mapeamento fino de rear-
ranjos fracamente caracterizados detectados originalmente por abordagens citogenéticas
(microscopia ética, FISH, SKY, etc.). '

A tecnologia 4C pode ser usada vantajosamente para a triagem simultanea, em um
arranjo unico, de combinagdes de rearranjos. que ocorreram proximos aos muitiplos foci.

Descricdo resumida das figuras

Figura 1

O principio da tecnologia 3C

Figura 2

(a) O principio de uma modalidade da tecnologia 4C. A analise 3C & realizada de
maneira usual com, por exemplo, Hindlll (H) como enzima de restricdo. Ap6s inversdo das
reticulagdes, a mistura de DNA contera uma primeira sequéncia de nucleotideos (alvos) li-
gada a muitos fragmentos diferentes. Estes fragmentos serdo amplificados e marcados u-
sando métodos de amplificagdo, tal como PCR inversa, por exemplo, em circulos de Dpnll,
usando primeiro iniciadores especificos da sequéncia de nucleotideos (alvos). Produtos de
amplificacdo marcados podem ser hibridizados nos arranjos da maneira aqui descrita. Hindl-
Il e Dpnll sdo fornecidas como exemplos, mas outras combinagdes de enzimas de restrigéo,
tais como cortadores 6 ou 8, e 4 ou 5, também podem ser usadas, (b) resultados de PCR
separados por eletroforese em gel de duas amostras independentes de figado (L1, L2) e
cérebro fetais (B1, B2), (c) Representacdo esquematica do local das sondas de microarran-
jo. As sondas foram desenhadas em 100 bp de sitios Hindlll. Assim, cada sonda analisa um
possivel parceiro de ligagao.

Figura 3

A tecnologia 4C detecta o ambiente gendmico de Rad23A (cromossomo 8). Razbes
ndo processadas sdo mostradas (sinais de 4C para Rad23A dividido pelo sinal obtido para

amostra controle) por sondas localizadas em regides genbmicas ~15 Mb ou mais no cro-
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mossomo de camundongo 10, 11, 12, 14, 15, 7 e 8 (de cima para baixo; as regides mostra-
das estdo na mesma distancia de cada centrémero correspondente). Note o grande agru-
pamento de fortes sinais ao redor da isca (Rad23A) no cromossomo 8 (linha 7), que de-
monstra que a tecnologia 4C detecta fragmentos genémicos préximos ao molde do cromos-
somo linear (de acordo com o fato de que frequéncias de interagdo s&o inversamente pro-
porcionais a separagéo do sitio genémico). Note que a regido ligada em cis ao redor da isca
que mostra altas intensidades de sinal € grande (>5Mb), sugerindo, por exemplo, que trans-
locagdes podem ser detectadas mesmo com iscas maiores que 1MB distante do ponto de
quebra.

Figura 4

As interagbes 4C de B-globina no cromossomo 7 (~135 Mb) para um tecido de
transcrigéo (figado fetal) e um tecido de néo transcri¢géo (cérebro fetal) (analisados por uma
abordagem de média corrida). Note que interagdes de longo alcance com gB-globina diferem
entre tecidos (dependendo provavelimente do estado de transcricdo do gene). Independendo
do tecido, sinais 4C fortes demarcam uma grande regido (>5 Mb) ao redor da isca.

Figura 5

Uros e Eraf interagem com p-globina em células hepaticas fetais. A abordagem 4C
revela que dois genes, Eraf e Uros, interagem mais que >30 Mb com o locus de B-globina
localizado ~30 Mb distante. Estas duas interacbes foram previamente percebidas por uma
tecnologia (Hibridizagao in situ por fluorescéncia) descrita em Osborne et al., Nature Gene-
tics 36, 1065 (2004). Este exemplo mostra que interagdes de longo alcance detectadas por
tecnologia 4C podem ser verificadas por FISH e refletem verdadeiramente proximidade nu-
clear.

Figura 6 ,

A tecnologia 4C identifica exatamente transicdes entre regides gendmicas nao rela-
cionadas que estdo ligadas em cis. Foram usados para estes experimentos camundongos
transgénicos que contém um cassete de regido controle de locus (LCR) de B-globina huma-
na (-20 kb) inserido (por meio de recombinagdo homoéloga) no locus Rad23A no cromosso-
mo de camundongo 8. A tecnologia 4C foi realizada em figados fetais E 14.5 de camundon-
gos transgénicos que foram homozigotos para esta inser¢do. Um fragmento Hindlll no cas-
sete de integragdo (HS2) foi usado como “isca 4C”. Os dados mostram que a tecnologia 4C
define exatamente ambas as extremidades do cassete transgénico (linha inferior: apenas
sondas no LCR humano (~20kb) fornecem sinais de 4C e n&o as sondas no restante de
~380 kb da sequéncia de £-globina humana) e revelam claramente a posigdo de integragdo
no cromossomo de camundongo 8 (painel superior: sinais de comparagdo no cromossomo 8
(para posigdo de integragéo, ver seta) com sinais nos 6 outros cromossomo de camundon-

gos) (cromossomos completos sdo representados). Este exemplo mostra que a tecnologia
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4C pode ser usada para detectar a posicdo genémica de fragmentos de DNA ectopicamente
integrados (virus, transgene, etc.). Ela mostra que transi¢cdes entre regibes gendmicas néo
relacionadas que estéo ligadas em cis podem ser identificadas exatamente, as quais podem
ser usadas para identificar pontos de quebra genémicos e parceiros de translocagao.

Figura 7

A tecnologia 4C produz dados reprodutiveis uma vez que os perfis para HS2 e §-
globina s&o muito similares. Quatro experimentos de 4C biologicamente independentes fo-
ram realizados em figados fetais E14.5, usando tanto o gene B-globina B-principal (2 linhas
superiores) ou B-globina HS2 (duas linhas inferiores) como o isca. Estas iscas sdo separa-
das ~40 kb no molde do cromossomo linear, mas mostrou-se previamente que estavam proé-
ximas no espaco nuclear (Tolhuis et al, Molecular Cell 10, 1453 (2002)). E representada
uma regido de ~5 Mb no cromossomo de camundongo 7 que esta 20-20 Mb longe do locus
de B-globina. Os dados mostram alta reprodutibilidade entre experimentos independentes e
demonstram que dois fragmentos préoximos no espago nuclear compartilham parceiros. inte-
ragentes Iocalizados em outra parte no genoma.

Figura 8

A tecnologia 4C é aplicada para medir frequéncias de interagdo DNA-DNA com se-
quéncia X (no cromossomo A) em células de uma pessoa saudavel (topo) e um paciente
com translocacédo (A;B) (fundo). Intensidades de sinal que representam frequéncias de inte-
racado DNA-DNA (eixo Y) sdo representadas graficamente por sondas ordenadas nos mol-
des do cromossomo linear (eixo X). Em células normais, interagdes DNA-DNA frequentes
séo detectadas no cromossomo A ao redor da sequéncia X. Em células de pacientes, uma
reducédo em 50 % nas frequéncias de interagdo é observada por sondas no cromossomo A
localizadas no outro lado do ponto de quebra (BP) (comparar curva cinza (paciente) com
linha preta (pessoa saudavel). Além disso, a translocagédo coloca parte do cromossomo B
em proximidade fisica imediata com sequéncia X, e interagdes DNA-DNA frequentes sao
observadas atualmente para esta regido no cromossomo B. A transi¢do abrupta de baixas
para altas frequéncias de interagédo neste cromossomo marca o local de seu ponto de que-
bra.

Figura 9

(Equilibrado) inversdo(s) pode(m) ser detectada(s) por tecnologia 4C. Padrées in-
versos de frequéncias de interagéo DNA-DNA (medidos por tecnologia 4C como intensida-
des de sinal de hibridizacdo) sdo observados em sujeito doente (curva sélida) comparados
ao sujeito ndo doente (curva pontilhada), o que revela a presenga e tamanho da inversao.

Figura 10

Deteccdo de delegdo(s) heterozigota(s) por tecnologia 4C. Sondas com menores
frequéncias de interagdo DNA-DNA (medidas por tecnologia 4C como intensidades de sinal
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de hibridizagdo) em sujeitos doentes (curva cinza) comparadas a sujeitos ndo doentes (cur-
va negra), revelam a posi¢do e tamanho da regido deletada. Sinais de hibridizag&o residuais
na regido deletada do sujeito doente vém do alelo intacto (delecdo heterozigota). A delegéao
é tipicamente acompanhada por um aumento nas intensidades de sinal para sondas locali-
zadas diretamente além da regido deletada (note que a curva cinza esta acima da curva
negra no lado direito da delegdo), uma vez que estas regides estdo em proximidade fisica
mais imediata as sequéncia 4C (isca).

Figura 11

Duplicagéo detectada por tecnologia 4C. Sondas com maiores sinais de hibridiza-
¢do em um paciente (curva sdlida) comparados a um sujeito normal (curva pontilhada) indi-
cam a posicdo e tamanho da duplicagdo. A duplicagdo detectada por tecnologia 4C é tipi-
camente acompanhada por menores sinais de hibridizagdo em sujeitos doentes versus néo
doentes para sondas além da regido duplicada (a duplicagdo aumenta sua separagéo do
sitio gendémico da sequéncia 4C).

Figura 12

Interac}ées de longo alcance com B-globina reveladas por tecnologia 4C. a, Razdes
ndo processadas de 4C com relacdo a sinais de hibridizagéo controle revelando interagdes
de B-globina HS2 com cromdssomo 7 e dois cromossomos ndo relacionados (8 e 14). b-c,
Dados nédo processados para duas amostras independente de figado fetal (topo, em verme-
lho) e cérebro fetal (fundo, em azul) representados graficamente ao longo de duas regides
diferentes 1-2 Mb no cromossomo 7. Agrupamentos altamente reprodutiveis de interagtes
sdo observados tanto nas duas amostras de figado fetal (b) quanto nas duas amostras de
cérebro (c). d-e, Dados de média corrida para as mesmas regides. A taxa de descoberta
falsa foi ajustada em 5% (linha pontilhada), f, Representagdo esquematica de regides de
interagdo com pB-globina ativa (figado fetal, topo) e inativa (cérebro fetal, fundo) no cromos-
somo 7. '

Figura 13

B-globina ativa e inativa interagem com regides cromossdmicas ativas e inativas,
respectivamente, a, Comparacéo entre interagées de longo alcance de B-globina no figado
fetal (média corrida 4C, topo), andlise de expressdo de microarranjo no figado fetal (escala
log, meio) e o local dos genes (fundo) representado graficamente ao longo uma regido 4 Mb
gue contém o gene Uros (~30 Mb longe da B-giobina), mostrando que a B-globina ativa inte-
rage preferivelmente com outros genes ativamente transcritos, b, A mesma comparagéo no
cérebro fetal ao redor um agrupamento de gene OR ~ 38 Mb longe da globina, mostrando
que a B- globina inativa interage preferivelmente com regides inativas, ¢, Caracterizagéo de
regides que interagem com B-globina no figado fetal (esquerda) e no cérebro (direita) em

termos de conteudo e atividade do gene.
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Figura 14 -

Rad23A ubiquamente expresso interage com regides ativas muito similares no figa-
do fetal e cérebro, a, Representagdo esquematica de regides no cromossomo 8 que intera-
gem com Rad23A ativo no figado fetal (topo, vermelho) e cérebro (fundo, azul), b, Compara-
gdo entre interagcdes de longo alcance de Rad23A (média corrida 4C) e analise de expres-
sdo de microarranjo (escala log) no figado fetal (dois painéis superiores), interagdes de lon-
go alcance de Rad23A (média corrida 4C) e analise de expressdo de microarranjo (escala
log) no cérebro fetal (painel 3 e 4) e o local dos genes (painel inferior) representado grafica-
mente ao longo de uma regido 3 Mb do cromossomo 8. ¢, Caracterizagdo de regides que
interagem com Rad23A no figado fetal (esquerda) e cérebro (direita) em termos de contetido
e atividade do gene.

Figura 15

Cryo-FISH confirma que a tecnologia 4C identifica verdadeiramente regides intera-
gentes, a, exemplo de parte de uma segao de cryo (200 nm) mostrando mais de 10 nucleos,
alguns dos quais contendo o locus de B-globina (verde) e/ou Uros (vermelho). Em virtude do
seccionamento, muitos nulcleos ndo contém sinais para estes dois loci, b-d, exemplos de
sinais sobrepostos completamente (b) e parcialmente (c) e sinais de contato (d), que foram
todos pontuados como positivos para interagdo, e-g, exemplos de nucleos contendo alelos
ndo contactantes (e-f) e um nicleo contendo apenas B-globina (g), que foram todos pontua-
dos como negativos para interagao, h-i, Representagdo esquematica de resultados de cryo-
FISH. Porcentagens de interagdo com B-globina (h) e Rad23A (i) sdo indicadas acima dos
Cromossomos bara regides positivamente identificadas (ponta da seta vermelha) e negati-
vamente identificadas (ponta da seta azul) por tecnologia 4C. Os mesmos BACs foram usa-
dos para os dois tecidos. Frequéncias de interagdo medidas por cryo-FISH entre dois agru-
pamentos de genes OR distantes no figado fetal e cérebro sdo indicadas abaixo dos cro-
mMosSsSomos.

Figura 16

A andlise 4C de HS2 e p-principal fornece resultados altamente similares. (a) Da-
dos de 4C ndo processados de quatro amostras de figado E14.5 independentes mostram
um padrao muito similar de interagdo com HS2 (topo) e B-principal (fundo), (b) Uma grande
sobreposigéo existe entre sondas pontuadas positivas para interagdo no experimento HS-2
e sondas que foram pbntuadas positivas para interagdo no experimento S-principal.

- Figura 17

Regibes que interagem com g-globina também colocam uma em contato com a ou-
tfa frequentemente. Duas regides (separadas praticamente 60 Mb), contendo genes ativa-
mente transcritos e identificadas por tecnologia 4C interagem com gB-globina no figado fetal,

mostraram frequéncias de co-localizagdo por cryo-FISH de 5,5%, que foram significativa-
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mente maiores que frequéncias de co-localizagéo de fundo.

Figura 18

Exemplo de uma delegdo heterozigota revelada por 4C multiplex usando um coran-
te simples para a marcagéo de fragmentos de DNA que interagem com multiplas sequéncias
alvos. A razdo de frequéncias de interagdo observada em um paciente (amostra) com rela-
¢éo a pessoa saudavel (controle) &€ representada a direita.

Figura 19

A presenca de uma delegdo presente em um paciente com leucemia revelada por
4C usando uma sequéncia de nucleotideos alvo que esta tanto a 2 Mb (a) quanto a 1,3 Mb
(B) a montante (“a esquerda”) do primeiro ponto de quebra. Note que delegbes causam uma
reducdo de sinais de interagdo de DNA na regido deletada, mas também causam um au-
mento nas frequéncias de interacdo DNA:DNA para sequéncias diretamente a jusante (“a
direita”) do ultimo ponto de quebra. Isto é particularmente 6bvio quando interagbes com se-
quéncia de nucleotideos alvo B s&o examinadas cautelosamente (ver dois graficos inferio-
res). Com base nos dados de 4C, iniciadores foram desenhados em cada lado da regi&o
deletada e o ponto de quebra foi identificado por sequenciamento: texto simples é sequéncia
a montante de delegdo, em negrito é indicado um nucleotideo inserido, sublinhada € a se-
quéncia a jusante da delegéo.

Figura 20

Uma inversdo heterozigota revelada por 4C multiplex, usando um corante simples |
para a marcacgéo de fragmentos de DNA que interagem com muiltiplas sequéncias alvos. A
razdo de frequéncias de interagéo observada em paciente (amostra) com relagéo a pessoa
saudavel (controle) é descrita a direita. Note que as razdes dos pontos de quebra proximos
podem ser diferentes quando a posigdo dos pontos de quebra com relagéo as sequéncias
alvos de nucleotideos é diferente. ’

Figura 21 ‘

As cores alternam entre sequéncias de nucleotideos alvos vizinhas, o que permite a
deteccdo (em vermelho) de uma delegdo proxima a uma sequéncia de nucleotideos alvo
(em azul) que nao consegue detectar a delecdo em virtude dos sinais de hibridizagéo satu-
rados. Caso a quantidade de sonda no arranjo ndo esteja saturando, o sinal azul também
seria diminuido na delecéo.

Figura 22

Cores alternam entre sequéncias de nucleotideos alvos vizinhas, o que permite a
detecgdo (em vermelho) de uma invers&o. A razdo de frequéncias de interagéo observada
no paciente (amostra) com relagdo a pessoa saudavel (controle) é descrita a direita. Note
que comparado a um experimento de corante simples (ver figura 2), o uso de corantes alter-

nantes facilitou a detecgdo de rearranjos, tais como inversdes. Note também que razbes
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proximas aos pontos de quebra podem ser diferentes quando a posigdo dos pontos de que-
bra com relagéo as sequéncias de nucleotideos alvos ¢é diferente.

Figura 23

Exemplo de uma inversdo heterozigota revelada por 4C multiplex usando corantes
diferentes para a marca¢édo de fragmentos de DNA que interagem com sequéncias alvos
diferentes. Os pontos de quebra da inversdo séo indicados pela posigédo de sinais vermelho
e verde no paciente que estdo ausentes na amostra controle. Note que a introdugdo de mais
cores facilita a detecgdo de rearranjos (compare, por exemplo, figura 4 e 5).

Figura 24

Detecgdo de translocagdes equilibradas. Cada cromossomo é marcado com dois
corantes exclusivos que sdo usados de maneira tal que os corantes alternem entre as se-
quéncias alvos que s&o vizinhas no molde do cromossomo linear. Se as translocagdes fo-
rem equilibradas, cada um dos dois corantes especificos de cromossomo daria sinais fortes
de hibridizagdo em um conjunto mutuamente exclusivo de sondas diretamente vizinhas u-
mas com as outras no molde linear do cromossomo ndo relacionado. O ponto de quebra
neste cromossomo ndo relacionado esta localizado entre os dois ajustes de sondas mos-
trando sinais positivos de hibridizagdo. Os sinais de cromossomo pai no pontd de quebra e
além dele teriam a metade da intensidade do controle (ndo mostrado na figura)

Figura 25

Demonstragdo do principio para a detecgédo de translocagdes equilibradas. Detec-
¢do de translocacgido {(I;7) descrita em (R. Burnett et al., Blood, Vol 84, No 4 (August 15),
1994: pp 1232-1236). Sequéncias de nucieotideos alvos flanqueiam o locus TCRp no cro-
mossomo 7, com os sinais vermelhos que representam interagdes DNA:DNA com a se-
quéncia alvo que esta localizada a montante do locus TCRp, e os sinais azuis que represen-
tam interacées DNA:DNA com a sequéncia alvo que esta localizada a jusante do locus
TCRB. Sao representados os sinais de DNA interagentes encontrados no cromossomo 1. O
painel topo mostra a distribuicdo de sinal teérico. O painel médio e inferior mostra a distribu-
icdo de sinal atual. O painel inferior mostra sinais em uma resolugcdo de sondas individuais
justapostas no cromossomo molde. Note que, no caso de translocagédo equilibrada, sequén-
cias de nucleotideos alvos que flanqueiam o ponto de quebra mostrardo um conjunto mutu-
amente exclusivo de sinais de interagdo de DNA intercromossdmico que faz limite direta-
mente um com o outro ho molde do cromossomo linear do cromossomo parceiro de translo-
cacsdo. A posigdo do ponto de quebra sequenciado (descrito em Burnett et al., 1994) é indi-
cada por uma seta no painel inferior.

Figura 26

Exemplo tedrico para a deteccdo de translocagdes desequilibradas. Cada cromos-
somo é marcado com dois corantes exclusivos que sdo usados de maneira tal que os coran-



10

15

20

25

30

35

21

tes alternem entre sequéncias alvos s&o vizinhas no molde do cromossomo linear. Se as
translocacdes ocorreram com perda de DNA nos pontos de quebra (isto €, translocagbes
desequilibradas), cada um dos dois corantes especificos de cromossomo fornecera sinais
fortes de hibridizagdo em um conjunto mutuamente exclusivo de sondas no cromossomo
nao relacionado que n&o sdo diretamente vizinhos um do outro no molde linear do cromos-
somo ndo relacionado. A regido deletada ¢ indicada.

Figura 27

Deteccdo de translocagdes desequilibradas. A detecgéo de translocagéo t(4;7) des-
crita em (RJ Galjaard et al., Am J Med Genet A. 2003 Aug 30; 121 (2): 168-73). Sequéncias
de nucleotideos alvos localizam-se no cromossomo 7; os sinais de DNA interagentes repre-
sentados séo localizados no cromossomo 4. Duas sequéncias alvos foram usadas, localiza-
das a montante (5') e a jusante (3') do ponto de quebra no cromossomo 7. Sinais de DNA
interagentes localizados no cromossomo 4 sao indicados (para ambas as sequéncias alvos
em azul). A regido entre os agrupamentos de fragmentos de DNA interagentes no cromos-
somo 4 foi deletada neste paciente. Topo: sinais para o cromossomo completo 4. Dados de
4C do painel inferior: sinais em uma regido 11.5 MB ao redor dos pontos de quebra no cro-
mossomo 4. Com base nos dados de 4C, o fragmento de restrigdo Hindlll no cromossomo 4
contendo o ponto de quebra de translocacéo foi identificado e usado para mapear o ponto
de quebra por sequenciamento. A sequéncia é fornecida na base da figura, onde a sequén-
cia sublinhada é do cromossomo 4, negrito é observado tanto no cromossomo 7 quanto 4 e
a sequéncia comum €& do cromossomo 7.

Figura 28

Marcacgdo especifica para cromossomo de interagdes de DNA. O sinal azul que a-
parece no cromossomo 3 e sinais laranja que aparecem no cromossomo 1 revelam os cro-
mossomos parceiros de translocacgao e a posigdo aproximada dos pontos de quebra.

Figura 29

Sequenciamento de sequéncias de nucleotideos amplificadas por PCR de interesse
(azul: endereco de deslocamento) ligadas a sequéncia de nucleotideos alvo (vermelho: en-
dereco domiciliar). A amplificagdo foi realizada usando iniciadores (vermelho), pelo menos
um dos quais é complementar a sequéncia de nucleotideos alvo. Opcionalmente, os adap-
tadores (verde) podem ser introduzidos de varias maneiras na extremidade dos produtos de
PCR, da maneira indicada.

Figura 30

4C detecta exatamente uma translocagéo e invers&o equilibrada (A-B). A tecnologia
AC detecta uma translocagdo t(I;7) equilibrada. (A) Em uma amostra controle saudavel,
fragmentos alvo a (vermelho) e b (azul) que estéo localizados em lados opostos do locus

TCRB no cromossomo 7 ndo capturam regides no cromossomo 1. (B) Na linhagem celular
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HSB- 2 contendo uma translocagéo {(I;7) (p35;q35) equilibrada, cada fragmento alvo de
TCRB captura uma regido no cromossomo 1. As regides capturadas tém diversos megaba-
ses de tamanho (aumento 1), diretamente vizinhas uma da outra (aumento 2) e flanqueiam o
ponto de quebra previamente clonado (seta). Ver figura S1 para resultados de outros cro-
mossomos. (C-D) 4C detecta uma inverséo equilibrada. (C) Em uma amostra controle sau-
davel, fragmentos alvo a (vermelho) e b (azul) que estdo localizados em lados opostos do
locus TCRB no cromossomo 7 ndo capturam grandes regides em outros locais no cromos-
somo 7. (D) Em uma amostra de paciente T-ALL, cada fragmento alvo de TCRB captura
uma regido adicional em outra extremidade do cromossomo 7. A maior parte do fragmento
alvo 5’ (a; vermelho) captura uma regido 5' do agrupamento HOXA, a maior parte do frag-
mento alvo 3’ (b: azul) captura uma regido 3' do agrupamento HOXA, demonstrando uma
inversdo. As regides capturadas tém diversos megabases de tamanho (aumento 1) e dire-
tamente vizinhas uma da outra (aumento 2), mostrando que a inverséo & equilibrada. Ambos
os fragmentos alvo identificam o ponto de quebra (seta) préximo a HOXA9 em uma regiéo
de 6 kb. Dados de média corrida foram representados graficamente, usando um tamanho de
janela de ~60kb. Aumentos mostram intensidades de sinal ndo processadas.
Figura 31 ;

~ 4C detecta exatamente rearranjos desequilibrados. (a) 4C detecta exatamente uma
translocacdo t(4;7)(pl5.2;q35) em combinagdo com uma microdelecéo (isto &, Vrearranjo de-
sequilibrado) em uma linhagem celular de uma crianga por nascer com malformagéo congé-
nita. Os fragmentos alvo a (vermelho) e b (azul), que estavam localizados em lados opostos
dos pontos de quebra no cromossomo 7, ambos capturam os fragmentos que cobrem diver-
sos megabases no cromossomo 4 (para sinais em outros cromossomos, ver figura 35). As
duas regides capturadas com sinais altos ndo sdo diretamente vizinhas uma da outra, mos-
trando que a translocagdo é acompanhada por uma delegéo no cromossomo 4. (B) A se-
quéncia de um dos pontos de quebra (seta), com sequéncias do cromossomo 7 e 4 em le-
tras mintGsculas e maiusculas, respectivamente. (C) 4C identifica exatamente uma delegao
homozigota em uma amostra de paciente T-ALL. Um fragmento alvo localizado no cromos-
somo 9 em 19,3 Mb identifica uma regido (entre setas) que ndo tem sinais altos na amostra
de paciente (inferior) comparados & amostra controle (superior), mostrando uma delegao de
~2 Mb em 9p21. Sinais 3' da delegdo sdo maiores em paciente versus controle, uma vez
que esta regido esta em proximidade mais imediata ao fragmento alvo em virtude da dele-
¢do. (D) Sequéncia através dos pontos de quebra indicada pelas setas em (C), confirmando
a delec3do. Intensidades de sinal ndo processadas s&do representadas graficamente nesta
figura. Sinais altos raros em regides deletadas indicam que estas sondas mostram hibridiza-
¢do nao especifica.

Figura 32
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- .~ Triagem 4C identifica LM03 como um parceiro de translocagao inédito de TCRB.
Cinco amostras de paciente T-ALL ndo caracterizadas foram triadas por 4C, usando um
fragmento alvo préximo do locus TCRB no cromossomo 7. (a) Em uma amostra de paciente,
sinais altos apareceram especificamente no cromossomo 12, revelando uma translocacgéo,
t(7;12)(q35;pl2.3). Para sinais em todos os outros cromossomos, ver figura S4. Uma delegéo
estd presente em diversos megabases do sitio de translocagdo (seta) no cromossomo 12
(aumento 1). O sitio de translocagéo esta presente em uma regido de 6 kb préxima ao gene
LMO3 (aumento 2). (B) Sequéncias de ambos os pontos de quebra de t(7;12)(q35;pl2.3);
nucleotideos em caixas de mailUsculas sdo a partir de 12, em caixas de mindsculas a partir
de 7 e em italicos sdo a partir de origem desconhecida. (C) Representagido esquematica do
sitio de translocagédo de 1(7;12)(q35;pl2.3). O melhorador de TCRB esta posicionado 70 kb a
jusante do gene LMO3. Dados de média corrida foram representados graficamente, usando
um tamanho de janela de ~60kb. Aumentos mostram intensidades de sinal ndo processa-
das.

Figura 33

Sinais de 4C através de todos os cromossomos em um controle saudavel e uma
amostra que carrega t(I;7)(p35;935). As pontas das flechas negras indicam a posigcdo das
sequéncias alvos. A ponta da seta vermelha indica a posigdo do sitio de translocag¢ao. Da-
dos de média corrida foram representados graficamente, usando um tamanho de janela de
~60kb. Escala no eixo Y (unidades arbitrarias) € idéntica para todos os cromossomos.

Figura 34

Sequenciamento de extremidade pareada de fragmento de restricdo (a) Represen-
tagcdo esquematica de sequenciamento de extremidade pareada de fragmento de restricdo.
(B) Sequéncias de ponto de quebra de uma inversédo entre TCRB e HOXA no cromossomo 7
(ver figura 30). A sequéncia negra esta localizada na posigdo em HOXA observada com tec-
nologia 4C, entre as sondas que marcam a transigdo dos fragmentos capturados para os
ndo capturados. A sequéncia vermelha foi observada com sequenciamento de exiremidade
pareada de fragmento de restrigdo da sequéncia negra e esta localizada no locus TCRB.

Figura 35

Sinais de 4C através de todos os cromossomos obtidos com dois fragmentos alvo
de cromossomo 7 diferentes em uma amostra carregando {(4;7)(pl15.2;035). As pontas das
flechas negras indicam posi¢do de sequéncias alvos. As pontas das flechas vermelhas indi-
cam a posigéo dos sitios de transloca¢do. Dados de média corrida foram representados gra-
ficamente, usando um tamanho de janela de ~60kb. Escala no eixo Y (unidades arbitarias) é
idéntica para todos os cromossomos.

Figura 36

Sinais de 4C através de todos os cromossomos obtidos com uma sequéncia alvo
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préoxima ao locus TCRB no cromossomo 7 em duas amostras de paciente T-ALL, uma das
quais carregando uma translocagao t(7:12). As pontas das flechas negras indicam a posigédo
de sequéncias alvos. A ponta da seta vermelha indica a posigédo do sitio de translocagéo.
Dados de média corrida foram representados graficamente, usando um tamanho de janela
de ~60kb. Escala no eixo Y (unidades arbitarias) € idéntica para todos os cromossomos.

Figura 37

Expressédo de LM0O3 em amostras de paciente T-ALL. A expressdo de gene foi me-
dida em arranjos de expressédo de gene Affymetrix. LM0O3 & expresso no paciente que carre-
ga t(7;12)(q35;pl2.3), mas ndo em outros pacientes.

FigUra 38

Iniciadores e produtos de PCR 4C a ser analisados por sequenciamento Solexa.
Sequéncias produzidas por Solexa (setas) primeiro leram o “iniciador Dpnil” (18 nucleoti-
deos, incluindo GATC (isto é, sitio de reconhecimento Dpnll)), seguido pela sequéncia cap-
turada.

Figura 39

Os resultados de PCR usando iniciadores com projegdes 5’ contendo sequéncias
adaptadoras Solexa. Para comparacgéo, os resultados obtidos com iniciadores padrdes (rai-
as 1,5,9 da esquerda para a direita; sem projegdes) também sdo conhecidos.

Figura 40

Resultados do sequenciamento 4C.

Figura 41

Ajuste de iniciador 3 (139Mb) captura sequéncias de cromossomo 1 através do
ponto de quebra na linhagem celular HSB-2 T-ALL (no cromossomo 7 em ~142Mb, isto &,
3Mb longe da isca). Para comparagdo, sdo mostrados os resultados de microarranjo. Note
que a sequéncia alvo (isca) usada para o experimento de microarranjo foi mais proxima (<1
Mb) do ponto de quebra, explicando por que ela mapeia melhor o ponto de quebra no cro-

mossomo 1.

Descricdo detalhada da invencéo

A tecnologia 3C
O método 3C foi descrito em detalhes em Dekker et al. (2002), Tolhuis et al. (2002),

Palstra et al. (2003), Splinter et al. (2004) e Drissen et al. (2004). Resumidamente, 3C é rea-
lizada digerindo DNA reticulado com uma enzima de restrigdo primaria seguida por ligagéo
em concentracdes de DNA muito baixas. Nestas condigbes, a ligagdo de fragmentos reticu-
lados, que é intramolecular, é fortemente favorecida com relagdo a ligagdo de fragmentos
aleatérios, que € intermolecular. A reticulagéo € entéo invertida e produtos de ligagéo indivi-
duais sdo detectados e quantificados pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR) usando
iniciadores especificos de locus. A frequéncia de reticulagédo (X) de dois loci especificos é
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determinada por reagdes de PCR quantitativas usando moldes controle e reticulado, e X &
expresso como a razdo da quantidade do produto obtido com o molde reticulado e com o
molde controle.

De acordo com a presente invengdo, um molde de 3C é preparado usando 0os mé-
todos descritos por Splinter et al, (2004) Methods Enzymol. 375, 493-507. (isto &, fixagdo de
formaldeido, digestdo de enzima de restricdo (primaria), religacdo de fragmentos de DNA
reticulados e purificagdo de DNA). Resumidamente, uma amostra, tais como células, tecidos
ou nucleos, é fixada usando um agente de reticulagéo, tal como formaldeido. A digestdo de
enzima de restrig8o primaria é a seguir realizada de maneira tal que o DNA seja digerido no
contexto do nucleo reticulado. A ligagéo intramolecular € a seguir realizada em baixas con-
centragbes de DNA (por exemplo, cerca de 3,7 ng/uL), que favorece a ligagédo entre frag-
mentos de DNA reticulado (isto &, a ligagdo intramolecular) com relagdo a ligagdo entre
fragmentos de DNA né&o reticulado (isto &, ligacdo intermolecular ou aleatéria). A seguir, as
reticulagbes sao invertidas € o DNA pode ser purificado. O molde de 3C que é produzido
contém fragmentos de restricio que séo ligados em decorréncia de que eles estavam origi-
nalmente préximos no espacgo nuclear.

Uma vez que uma enzima de restricdo primaria € usada para digerir o DNA antes
da etapa de ligag&o intramolecular, um sitio de reconhecimento de enzima para a enzima de
restricdo primaria separara a primeira sequéncia de nucleotideos (alvo) e a sequéncia de
nucleotideos que foi ligada. Dessa maneira, o sitio de reconhecimento primario esta locali-
zado entre a primeira sequéncia de nucleotideos (alvo) e a sequéncia de nucleotideos liga-
dos (isto €, a segunda sequéncia ligada).

Sequéncia de nucleotideos

A presente invengdo envolve o uso de sequéncias de nucleotideos (por exemplo,
moldes 3C, moldes 4C, moldes de DNA, moldes de amplificagcido, fragmentos de DNA e
DNA gendmico), que podem estar disponiveis na base de dados.

A sequéncia de nucleotideos pode ser DNA ou RNA de origem gendmica, sintética
ou recombinante, por exemplo, DNAc. Por exemplo, sequéncias de nucleotideos recombi-
nantes podem ser preparadas usando técnicas de clonagem de PCR. Isto envolvera prepaQ
rar um par de iniciadores que flanqueiam uma regido da sequéncia que deseja-se clonar,
colocando os iniciadores em contato com RNAmM ou DNAc obtidos, por exemplo, de uma
célula de mamifero (por exemplo, célula animal ou humana) ou de ndo mamifero, realizando
uma reagdo em cadeia da polimerase (PCR) em condigdes que realizam amplificagdo da
regido desejada, isolando o fragmento amplificado (por exemplo, purificando a mistura da
reagdo em um gel de agarose) e recuperando o DNA amplificado. Os iniciadores podem ser
desenhados para conter sitios de reconhecimento de enzima de restricdo adequados de

maneira tal que o DNA amplificado possa ser clonado em um vetor de clonagem adequado.
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A sequéncia de nucleotideos pode ser de fita dupla ou fita simples, quer represen-
tando a fita sentido ou antissentido ou combinag¢des destas.

Para alguns aspectos, & preferivel que a sequéncia de nucleotideos seja DNA de fi-
ta simples, tais como iniciadores e sondas de fita simples.

Para alguns aspectos, é preferivel que a sequéncia de nucleotideos seja DNA de fi-
ta dupla, tais como moldes 3C e 4C de fita dupla.

Para alguns aspectos, é preferivel que a sequéncia de nucleotideos seja DNA ge-
ndémico, tais como um ou mais loci gendémicos.

Para alguns aspectos, é preferivel que a sequéncia de nucleotideos seja DNA cro-
mossémico. _

A sequéncia de nucleotideos pode compreender uma primeira sequéncia de nu-
cleotideos (alvo) e/ou uma segunda sequéncia de nucleotideos.

Os sitios de reconhecimento da enzima de restrigéo primaria e secundaria serdo di-
ferentes um do outro e ocorrerdo tipicamente apenas uma vez na sequéncia de nucleoti-
deos.

Em um aspecto, é fornecida uma sequéncia de nucleotideos circularizada compre-
endendo uma primeira sequéncia de nucleotideos e (por exemplo, ligada) uma segunda se-
quéncia de nucleotideos separada V(por exemplo, dividida ou partida) por um sitio de reco-
nhecimento de enzima de restrigdo primaria-e uma secundaria, em que a dita primeira se-
quéncia de nucleotideos é uma sequéncia de nucleotideos alvo e a dita segunda sequéncia
de nucleotideos & obtenivel por DNA genémico de reticulagdo (por exemplo, in vivo ou in
vitro). Os sitios de reconhecimento da enzima de restricdo primaria e secundaria serdo dife-
rentes um do outro e ocorrerao tipicamente apenas uma vez na sequéncia de nucleotideos.

Em um aspecto adicional, é fornecida uma sequéncia de nucleotideos circularizada
compreendendo uma primeira sequéncia de nucleotideos e (por exemplo, ligada a) uma
segunda sequéncia de nucleotideos separada (por exemplo, dividida ou partida) por um sitio
de reconhecimento de enzima de restricdo primaria e uma secundaria, em que a dita primei-
ra sequéncia de nucleotideos € uma sequéncia de nucleotideos alvo e em que as ditas pri-
meira e segunda sequéncias de nucleotideos sdo obteniveis por um processo compreen-
dendo as etapas de: (a) DNA genbmico de reticulagdo (por exemplo, in vivo ou in vitro) ; (b)
digerir o DNA reticulado com uma enzima de restrigdo primaria; (c) ligar as sequéncias de
nucleotideos reticulados; (d) inverter a reticulagéo; e (e) digerir as sequéncias de nucleoti-
deos com uma enzima de restrigdo secundaria para circular as sequéncias de nucleotideos.

Preferivelmente, a segunda sequéncia de nucleotideos intercepta (por exemplo,
bissecciona) a primeira sequéncia de nucleotideos (alvo). Dessa maneira, a sequéncia de
nucleotideos compreende a segunda sequéncia de nucleotideos, que separa a primeira se-
quéncia de nucleotideos (alvo) em duas porg¢des ou fragmentos, tais como aproximadamen-
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te duas porgdes ou fragmentos igualmente dimensionados. Tipicamente, as porgdes ou
fragmentos serdo pelo menos cerca de 16 nucleotideos de comprimento.

Em um aspecto adicional, & fornecida uma base de dados de sequéncias de 6-50
pares de bases que flanqueiam diretamente e, opcionalmente, incluem o sitio de reconheci-
mento de enzima de restricdo primaria de cada sequéncia alvo incluida, e que podem ser
usadas nos métodos aqui descritos para identificar cada sequéncia alvo.

Em um outro aspecto, é fornecida uma base de dados de sequéncias de 12-50 pa-
res de bases que flanqueiam diretamente todos os sitios de reconhecimento de enzima de
restricdo primaria no genoma e que podem ser usadas nos métodos aqui descritos para de-
terminar a posigdo gendémica de cada uma das sequéncias capturadas identificadas.

Em um outro aspecto, é fornecida uma base de dados de sequéncias de 6-50 pares
de bases que flanqueiam diretamente e, opcionalmente, incluem o sitio de reconhecimento
de enzima de restri¢do secundéria relevante de cada uma das sequéncias alvos incluidas, e
que podem ser usadas nos métodos aqui descritos para identifidar cada sequéncia alvo.

Em um outro aspecto, é fornecida uma base de dados de sequéncias de 12-50 pa-
res de bases que flanqueiam diretamente todos os sitios de reconhecimento de enzima de
restricio secunddria relevantes no genoma e que podem ser usadas nos métodos aqui des-
critos para determinar a posicdo gendémica de cada uma das sequéncias capturadas identifi-
cadas. ‘

Primeira sequéncia de nucleotideos

A primeira sequéncia de nucleotideos € uma sequéncia de nucleotideos alvo.

Da maneira aqui usada, o termo "sequéncia de nucleotideos alvo" refere-se a se-
quéncia que é usada como uma sequéncia isca afim de identificar uma ou mais sequéncias
nas quais ela reticula (por exemplo, uma ou mais sequéncias de nucleotideos de interesse
ou uma ou mais sequéncias de composicéo de sequéncia de nucleotideos desconhecida).

A sequéncia de nucleotideos alvo is de sequéncia conhecida.

A reticulagdo é indicativa de que a sequéncia de nucleotideos alvo e a sequéncia
reticulada nela foram originalmente préximas no espago nuclear. Determinando a frequéncia
cuja sequéncias estdo proximas uma da outra, é possivel entender, por exemplo, a confor-
macdo de cromossomos e regides cromossémicas no contexto espacial do nucleo (por e-
xemplo, in vivo ou in vitro). Além disso, é possivel entender as organizagoes estruturais intri-
cadas no genoma, por exemplo, quando melhoradores ou outros elementos regulatoérios
transcricionais comunicam com- promotores distantes localizados em cis ou ainda em trans.
Além disso, é ainda possivel entender o posicionamento de uma dada regi&o gendémica com
relagdo as sequéncias de nucleotideos presentes no mesmo cromossomo (em cis), bem
como as sequéncias de nucleotideos em outros cromossomos (em trans). Assim, € possivel

mapear sequéncias de nucleotideos nos cromossomos diferentes que compartilham fre-
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quentemente sitios no espago nuclear. Além disso, ainda & possivel detectar aberragdes
genéticas equilibradas e/ou desequilibradas, tais como translocagdes, delegdes, inversdes,
duplicagbes e outros rearranjos gendmicos equilibrados e/ou desequilibrados (por exemplo,
delegbes ou translocagdes em um ou mais cromossomos). Com relagdo a isso, aberracdes
genéticas resultam em mudangas nas interagbes DNA-DNA na posi¢cdo que a mudanga o-
correu, que podem ser detectadas.

A primeira sequéncia de nucleotideos (alvo) de acordo com a presente invengado
pode ser qualquer sequéncia na qual deseja-se determinar a frequéncia de interagdo no
espago nuclear com uma ou mais outras sequéncias.

Em uma modalidade, a primeira sequéncia de nucleotideos (alvo) serd maior que
cerca de 350 bp de comprimento, uma vez que é escolhida uma enzima de restrigdo secun-
daria que corta a primeira sequéncia de nucleotideos (alvo) em cerca de 350 bp ou mais do
sitio de restrigdo primaria. Isto pode minimizar uma tendéncia na formagédo de circulo em
virtude das restrigdes topolégicas (Rippe et al. (2001) Trends in Biochem. Sciences 26, 733-
40).

Adequadamente, a primeira sequéncia de nucleotideos (alvo) apds a amplificagédo
compreende pelo menos cerca de 32 bp, em virtude do fato de que o comprimento minimo
de pelo menos dois iniciadores de amplificagdo usados para amplificar a segunda sequéncia
de nucleotideos & cerca de 16 bases cada.

Em uma modalidade preferida, a primeira sequéncia de nucleotideos (alvo) pode
compreender completa ou parcialmente (por exemplo, um fragmento), ou estar perto (por
exemplo, nas proximidades), de um promotor, um melhorador, um silenciador, um isolante,
uma regido de anexagédo de matriz, uma regidao controle de locus, uma unidade de transcri-
¢do, uma origem de replicagéo, um ponto quente de recombinagdo, um ponto de quebra de
translocagdo, um centrémero, um teldmero, uma regido densa em gene, uma regido pobre
em gene, um elemento repetitivo, um sitio de integragéo (viral), uma sequéncia de nucleoti-
deos na qual delecbes e/ou mutagdes estdo relacionadas a um efeito (por exemplo, doenga,
efeito fisiolégico, funcional ou estrutural, tal como um SNP (polimorfismo de nucleotideo
simples), ou sequéncia(s) de nucleotideos(s) contendo tais delegdes e/ou mutagdes, ou
qualquer sequéncia na qual deseja-se determinar a frequéncia de interagdo no espago nu-
clear com outras sequéncias.

Da maneira mencionada anteriormente, a primeira sequéncia de nucleotideos (alvo)
pode compreender completa ou parcialmente (por exemplo, um fragmento), ou estar perto
(por exemplo, nas proximidades) de uma sequéncia de nucleotideos na qual aberragdes
genéticas, tais como dele¢des e/ou mutacgdes, estdo relacionadas a um efeito (por exemplo,
uma doenga). De acordo com esta modalidade da invengéo, a primeira (sequéncia de nu-

cleotideos alvo) pode ser, portanto, uma sequéncia de nucleotideos (por exemplo, um gene
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ou um locus), adjacente (no molde de DNA fisico), ou na regido genémica, na qual mudan-
cas foram associadas ou correlacionadas a uma doenga, tal como uma doencga genética ou
congénita. Em outras palavras, a primeira sequéncia de nucleotideos (alvo) pode ser ou po-
de ser escolhida com base em sua associagdo com um fendtipo clinico. Em uma modalida-
de preferida, as mudang¢as sdo mudangas em um ou mais cromossomos, e a doenga pode
ser uma consequéncia, por exemplo, de uma ou mais dele¢cdes, uma ou mais translocagdes,
uma ou mais duplicagdes, e/ou uma ou mais inversdes, etc. nele. Exemplos né&o limitantes
de tais genes/loci sdo AMLI, MLL, MYC, BCL, BCR, ABL1, loci de imunoglobulina, LYLI,
TAL1, TAL2, LM02, TCRa/d, TCRB, HOX e outros loci em varias leucemias linfoblasticas.
Outros exemplos sdo descritos na base de dados eletronica, tais como:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=cancerchromosomes
http://cgap.nci.nih.gov/Chromossomes/Mitelman

http://www.progenetix.net/progenetix/P14603437/ideogram.html

http://www.changbioscience.com/cytogenetics/cyto1.pl?query=47.xy
http://www.possum.net.au/

http://www.1mdatabases.com/

httQ://WWW.wiIey.com/legacy/grodutos/su'|eit0/life/borgaonkar/index.html
http://www.ncbi.nhn.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=0OMIM

http://www.sanger.ac.uk/PostGenornics/decipher/
http://agserver01.azn.nl:8080/ecaruca/ecaruca.jsp

Outros exemplos séo descritos em "Catalogue of Unbalanced Chromossome Aber-
rations in Man" 2nd edition. Albert Schinzel. Berlin: Walter de Gruyter, 2001. ISBN 3-11;
011607-3.

Em uma modalidade, a palavra "adjacente" significa "diretamente adjacente", de

maneira tal que ndo existam nucleotideos dispostos entre duas sequéncias adjacentes.

Em uma outra modalidade, o termo "adjacente”, no contexto da sequéncia de acido
nucléico e do sitio de reconhecimento de enzima de restricdo primaria, significa "diretamente
adjacente", de maneira tal que ndo existam nucleotideos dispostos entre a sequéncia de
acido nucléico e o sitio de reconhecimento de enzima de restrigéo primaria.

Segunda seguéncia de nucleotideos

A segunda sequéncia de nucleotideos é obtenivel, obtida, identificada ou identifica-
vel por DNA gendmico de reticulagéo (por exemplo, in vivo ou in vitro).

A segunda sequéncia de nucleotideos (por exemplo, sequéncia de nucleotideos de
interesse) torna-se ligada a primeira sequéncia de nucleotideos (alvo) apds tratar uma a-
mostra com um agente de reticulagdo e digerir/ligar os fragmentos de DNA reticulado. Tais
sequéncias s&o reticuladas na primeira sequéncia de nucleotideos (alvo) em decorréncia de

que elas estavam originalmente préximas no espago nuclear e ligadas a primeira sequéncia
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de nucleotideos (alvo), em decorréncia das condi¢des de ligagdo favorecerem a ligagéo en-
tre fragmentos de DNA reticulado (intramolecular) com relagdo a eventos de ligagéo aleato-
rios.

Doencas com base em alteragbes, tais como translocagdes, delegbes, inversies,
duplicacdes e outros rearranjos gendmicos, sdo em geral causadas por interagées DNA-
DNA aberrantes. A tecnologia 4C mede frequéncias de interagdo DNA-DNA, que s&o basi-
camente uma fungéo da separagéo do sitio gendmico, isto &, frequéncias de interacdo DNA-
DNA sao inversamente proporcionais a distdncia linear (em quilobases) entre dois loci de
DNA presentes no mesmo molde de DNA fisico (Dekker et al., 2002). Assim, a(s) altera-
¢éo(s) que cria(m) moldes de DNA fisicamente diferentes e/ou novos é acompanhada por
interacdes DNA-DNA aiteradas e isto pode ser medido por tecnologia 4C.

Adequadamente, a segunda sequéncia de nucleotideos tem pelo menos 40 pares
de bases. |

Agentes de reticulacédo, tal como formaldeido, podem ser usados para reticular pro-
teinas em outras proteinas e &cido nucléico vizinhos. Assim, duas ou mais sequéncias de
nucleotideos podem ser reticuladas apenas por meio de ligagdo de proteinas a (uma de)
estas sequéncias de nucleotideos. Agentes de reticulagdo sem ser formaldeido também
podem ser usados de acordo com a presente invengao, incluindo aqueles agentes de reticu-
lacdo que reticulam diretamente as sequéncias de nucleotideos. Exemplos de agentes que
reticulam DNA incluem, mas sem limitagdes, luz UV, mitomicina C, nitrogénio mostarda,
melfalan, 1,3-butadieno diepoxido, cis diaminadicloroplatina (Il) e ciclofosfamida.

Adequadamente, o agente de reticulagédo formara reticulagbes que ligam distancias
relativamente pequenas, tal como cerca de 2 A, selecionando por meio disto interages par-
ticulares que podem ser revertidas.

A reticulagédo pode ser realizada, por exemplo, incubando as células em formaldei-
do a 2% em temperatura ambiente, tal como incubando 1 x 10 células em 10 mL de DMEM-
10% FCS suplementado com formaldeido a 2% por 10 minutos a temperatura ambiente.

Enzima de restricdo primaria

Da maneira aqui usada, o termo “"enzima de restrigdo primaria" refere-se a uma
primeira enzima de restricdo que é usada para digerir o DNA reticulado.

A enzima de restricdo primaria sera escolhida dependendo do tipo de sequéncia al-
vo (por exemplo, locus) a ser analisada. E desejavel que experimentos preliminares sejam
realizados para otimizar as condi¢gdes de digest&o. _

A enzima de restricdo primaria pode ser selecionada de enzimas de restricdo que
reconhecem pelo menos sequéncias de 8 bp ou mais de DNA. A enzima de restricéo prima-
ria pode ser selecionada de enzimas de restrigdo que reconhecem pelo menos sequéncias
de 7 bp ou mais de DNA. A enzima de restrigdo primaria pode ser selecionada de enzimas
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de restricdo que reconhecem pelo menos sequéncias de 6 bp ou mais de DNA. Para algu-
mas modalidades, a enzima de restricdo primaria pode ser selecionada de enzimas de res-
tricdo que reconhecem uma sequéncia de 4 bp e/ou 5 bp de DNA.

O uso de cortadores menos frequentes aumentara a distdncia gendmica capturada
{coberta) por cada isca.

Enzimas de restricdo que reconhecem sequéncias de 6 bp de DNA incluem, mas
sem limitagdes, Acll, Hindlll, Sspl, BspLUI Il, Agel, Miul, Spel, Bgllls Eco47Ill, Stul, Seal, CI-
al, Avalll, Vspl, Mfel, PmaCl, Pvull, Ndel/, Ncol, Smal, Saclil, Avrll, Pvul, Xmalll, Spil, Xhol,
Pstl, Aflll, BamH|, Aatll, Sad, EcoRYV, Sphl, Nael, BsePl, Nhel, BamHI, Narl, Apal, Kpnl, Snal,
Sail, Apall, Hpal, SnaBl, BspHI, BspMIl, Nrul, Xbal, Bcll, Mstl, Ball, Bsp1407I, Psil, Asull e
Ahalll. _

Enzimas de restricdo que reconhecem mais que uma sequéncia de 6 bp de DNA
incluem, mas sem limitagdes BbvC I, Ascl, AsiS |, Fse |, Not |, Pac |, Pme |, Sbf I, SgrA |,
Swa |, Sap I, Cci NI, FspA |, Mss |, Sgfl, Smi l, Srfl e Sse8387 1.

Para alguns aspectos da presente invengdo, no caso de enzimas de restricido que
reconhecem sequéncias de 6 bp, BglU, HindlU ou EcoBI sao preferidas.

Enzimas de restricdo que reconhecem sequéncias de 4 ou 5 bp de DNA incluem,
mas sem limitagdes, TspEl, Maell, Alul, Nlalll, Hpall, FnuDll, Mael, Dpnl, Mbol, Hhal, Haelll,
Rsal, Taqgl, CviRl, Msel, Sthi32l, Acil, Dpnll, Sau3Al e Mnll. Em uma modalidade, a enzima
de restricdo secundaria é Nlalll e/ou Dpnll.

A expresséo "sitio de reconhecimento de enzima de restricdo primaria" refere-se ao
sitio em uma sequéncia de nucleotideos que é reconhecida e clivada pela enzima de restri-
géo primaria. '

Para algumas modalidades, a enzima de restricdo ndo digere DNA repetitivo ou
DNA que é relativamente sub-representado no DNA repetitivo. Isto pode aumentar o nimero
de leituras interpretaveis. '

Enzima de restricdo secundaria

Da maneira aqui usada, o termo "enzima de restricdo secundaria” refere-se a uma
segunda enzima de restricdo que é opcionalmente usada apds a digestdo da enzima de res-
tricdo primaria, ligagdo de DNA reticulado, desreticulagéo e (opcional) purificacdo de DNA.
Em uma modalidade, a enzima de restricdo secundaria é usada para fornecer extremidades
de DNA definidas nas sequéncias de nucleotideos de interesse, que permite a ligagdo de
sequéncias de composigdo de nucleotideo conhecidas nos sitios de reconhecimento de en-
zima de restrigdo secundaria que flanqueiam as sequéncias de nucleotideos de interesse.

Em uma modalidade, a ligagdo de sequéncias de composi¢gdo de nucleotideo co-
nhecida nos sitios de reconhecimento de enzima de restricdo secundaria que flanqueiam

(por exemplo, estdo em cada lado ou extremidade de) as sequéncias de nucleotideos de
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interesse envolve ligagdo em condi¢des diluidas para favorecer a ligagdo intramolecular en-
tre os sitios de reconhecimento de enzima de restricido secundaria que flanqueiam sequén-
cias de nucleotideos alvos e as sequéncias de nucleotideos ligados de interesse. Isto resulta
efetivamente na formagédo de circulos de DNA nos quais a sequéncia de nucleotideos alvo
conhecida flanqueia a sequéncias desconhecidas de interesse.

Em uma outra modalidade, a ligagéo de sequéncias de composigdo de nucleotideo
conhecida nos sitios de reconhecimento de enzima de restricdo secundaria que flanqueiam
(por exemplo, estdo em cada lado ou extremidade de) as sequéncias de nucleotideos de
interesse envolve a adi¢gdo de sequéncias de DNA exclusivas de composigédo de nucleotideo
conhecida, seguida pela ligagdo em condigbes que favorecem ligagdo intermolecular entre
os sitios de reconhecimento de enzima de restrigdo secundaria que flanqueiam as sequén-
cias de nucleotideos de interesse e infroduzem sequéncias de DNA exclusivas de composi-
¢do de nucleotideo conhecida.

Em uma modalidade, a enzima de restricdo secundaria é escolhida de maneira tal
que nenhum dos sitios de enzima de restricdo secundaria esteja a cerca de 350 bp (por e-
xemplo, 350-400 bp) do sitio de restricdo primaria.

Em uma outra modalidade, a enzima de restrigdo secundéria é escolhida de manei-
ra tal que o mesmo sitio de enzima de restrigdo secundaria € provavelmente para ser locali-
zado na sequéncia de nucleotideos ligados (isto €, a sequéncia reticulada ligada). Uma vez
que as extremidades da primeira sequéncia de nucleotideos (alvo) e a sequéncia de nucleo-
fideos ligados podem ser extremidades coesivas compativeis (ou rombas), as sequénbias
podem ainda estar ligadas a fim de circular o DNA. Dessa maneira, a etapa de digestdo é
seguida por ligagdo em cdndigées diluidas que favorecem interagdes intramoleculares e
circulagdo opcional do DNA por meio de extremidades compativeis.

Preferivelmente, o sitio de reconhecimento de enzima de restricdo secundaria € um
sitio de reconhecimento de sequéncia de nucleotideos de 4 ou 5 bp. Enzimas que reconhe-
cem sequéncias de 4 ou 5 bp de DNA incluem, mas sem limitagbes, TspEl, Maell, Alul, Nlal-
I, Hpall, FnuDIl, Mael, Dpnl, Mbol, Hhal, Haelll, Rsal, Taql, CviRI, Msel, Sthl 321, Acil, Dpnll,
Sau3 Al e Mnll.

Em uma modalidade preferida, a enzima de restricido secundaria é Nlalil e/ou Dpnill.

O termo "sitio de reconhecimento de enzima de restrigdo secundaria" refere-se ao

sitio na sequéncia de nucleotideos que & reconhecida e clivada pela enzima de restrigdo

secundaria.. . - .

Apds a digestdo com a enzima de restrigdo secundaria, uma reagédo de ligagdo adi-
cional é realizada. Em uma modalidade, esta reagdo de ligagdo liga sequéncias de DNA de
composigdo de sequéncia de nucleotideos conhecida no sitio de digestdo de enzima de res-

tricdo secundaria de uma ou mais sequéncias que estdo ligadas a sequéncia de nucleoti-
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deos alvo.

Para algumas modalidades, o método exclui a etapa de digerir as sequéncias de
nucleotideos com uma enzima de restrigdo secundaria.

Para algumas modalidades, o método exclui ligar uma ou mais sequéncias de DNA
de composicédo de nucleotideo conhecida no(s) sitio(s) de digestdo de enzima de restricéo
secundaria disponivel(s) que flanqueia(m) uma ou mais sequéncias de nucleotideos de inte-
resse.

Enzima de restricéo terciaria

Da maneira aqui usada, o termo "enzima de restrigdo terciaria” refere-se a uma ter-
ceira enzima de restrigdo que pode ser usada opcionalmente apds a etapa da enzima de
restricdo secundaria a fim de linearizar o DNA circular antes da amplificagéo.

Preferivelmente, a enzima de restrigdo terciaria € uma enzima que reconhece um
sitio de reconhecimento de nucleotideo de 6 bp ou mais.

Preferivelmente, a enzima de restricéo terciaria digere a primeira sequéncia de nu-
cleotideos (alvo) entre os sitios de reconhecimento da enzima de restrigdo primaria e se-
cunddria. Da maneira a ser entendida pelos versados na técnica, é desejavel que a enzima
de restrigdo terciaria ndo digira a primeira sequéncia de nucleotideos (alvo) téo perto dos
sitios de reconhecimento da enzima de restricdo primaria e secundaria, de maneira tal que
os iniciadores de amplificagdo ndo possam mais hibridizar. Dessa maneira, é preferivel que
o sitio de reconhecimento de enzima de restricdo terciaria esteja localizado pelo menos na
mesma distancia dos sitios de reconhecimento da enzima de restrigéo primaria e secundaria
que o comprimento do iniciador a ser usado, de maneira tal que o(s) iniciador(s) de amplifi-
cagao(s) ainda possa(m) hibridizar.

Em uma modalidade preferida, a enzima de restrigdo terciaria € uma que reconhece
uma sequéncia de 6 bp de DNA.

O termo "sitio de reconhecimento de enzima de restrigéo terciaria” refere-se ao sitio
na sequéncia de nucleotideos que é reconhecida e clivada pela enzima de restri¢éo tercia-
ria.

Sitio de reconhecimento

Endonucleases de restricdo sdo enzimas que clivam o cerne de fosfato e agucar do
DNA. Na maioria dos cendrios praticos, uma dada enzima de restrigdo corta ambas as fitas
de DNA duplex em um trecho de apenas algumas bases. Os substratos para enzimas de
restricdo sdo sequéncias de DNA de fita dupla denominados sitios/sequéncias de reconhe-
cimento.

O comprimento dos sitios de reconhecimento de restricéo varia, dependendo da
enzima de restricdo que é usada. O comprimento da sequéncia de reconhecimento dita com

que frequéncia a enzima cortara em uma sequéncia de DNA.
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A titulo de exemplo, inUmeras enzimas de restrigdo reconhecem uma sequéncia de
4 bp de DNA. As sequéncias e a enzima que reconhecem a sequéncia de 4 bp de DNA in-
cluem, mas sem limitagdes, AATT (TspEl), ACGT (Maell), AGCT (Alul), CATG (Nlialll),
CCGG (Hpall), CGCG (FnuDll), CTAG (Mael), GATC (Dpnl, Dpnll, Sau3Al & Mbol), GCGC
(Hhal), GGCC (Haelll), GTAC (Rsal), TCGA (Taql), TGCA (CviRl), TTAA (Msel), CCCG (St-
hi321), CCGC (Acil) e CCTC (Mnll)

A titulo de exemplo adicional, inimeras enzimas de restricdo reconhecem uma se-
quéncia de 6 bp de DNA. As sequéncias e a enzima que reconhecem a sequéncia de 6 pa-
res de bases bp de DNA incluem, mas sem limitagbes, AACGTT (Acll), AAGCTT (Hindlll),
AATATT (Sspl), ACATGT (BspLUIIl), ACCGGT (Agel), ACGCGT (Mlul), ACTAGT (Spel),
AGATCT (Bglll), AGCGCT (Eco47lil), AGGCCT (Stul), AGTACT (Seal), ATCGAT (Clal),
ATGCAT (Avalll), ATTAAT (Vspl), CAATTG (Mfel), CACGTG (PmacCl), CAGCTG (Pwvull),
CATATG (Ndel), CCATGG (Ncol), CCCGGG (Smal), CCGCGG (Sacll), CCTAGG (Avrll),
CGATCG (Pvul), CGGCCG (Xmalll), CGTACG (Spll), CTCGAG (Xhol), CTGCAG (Pstl),
CTTAAG (Aflll), GAATTC (BamHI), GACGTC (Aatll), GAGCTC (Sad), GATATC (EcoRV),
GCATGC (Sphl), GCCGGC (Nael), GCGCGC (BsePl), GCTAGC (Nhel), GGATCC (BamH1),
GGCGCC (Narl), GGGCCC (Apal), GGTACC (Kpnl), GTATAC (Snal), GTCGAC (Sail),
GTGCAC (Apall), GTTAAC (Hpal), TACGTA (SnaBl), TCATGA (BspHl), TCCGGA (BspMIl),
TCGCGA (Nrul), TCTAGA (Xbal), TGATCA (Bcll), TGCGCA (Mstl), TGGCCA- (Ball),
TGTACA (Bsp14071), TTATAA (Psil); TTCGAA (Asull) e TTTAAA (Ahalll).

A titulo de exemplo adicional, indmeras enzimas de restricdo reconhecem uma se-
quéncia de 7 bp de DNA. As sequéncias e a -enzima que reconhecem a sequéncia de 7 bp
de DNA incluem, mas sem limitacdes CCTNAGG (Saul), GCTNAGC (Espl), GGTNACC Bs-
tEll e TCCNGGA Pfol.

A titulo de exemplo adicional, inGimeras enzimas de restricdo reconhecem uma se-
quéncia de 8 bp de DNA. As sequéncias € a enzima que reconhecem a sequéncia de 8 bp
de DNA incluem, mas sem limitacdes ATTTAAAT (Swal), CCTGCAGG (Sse8387I),
CGCCGGCG (Sse232l), CGTCGACG (SgrDl), GCCCGGGC (Srff), GCGATCGC (Sdfl),
GCGGCCGC (Notl), GGCCGGCC (Fsel)y, GGCGCGCC (Ascl), GTTTAAAC (Pmel) e
TTAATTAA (Pad).

Inimeras destas enzimas contém sequéncia CG que pode ser metilada in vivo. |-

nimeras enzimas de restricdo sdo sensiveis a esta metilagéo e néo clivardo a sequéncia

metilada,-por-exemplo, Hpall ndo clivara a sequéncia. CC"GG considerando_que seu isos-

quizébmero Mspl € insensivel a esta modificagdo e clivara a sequéncia metilada. Dessa ma-
neira, em alguns exemplos, ndo sdo usadas enzimas sensiveis a metilagdo eucariética.
Em uma modalidade, um sitio de reconhecimento é um sitio de digestao.

Em uma modalidade, um sitio de reconhecimento de enzima de restricdo é um sitio
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de digestdo de enzima de restrigéo.

Circulacéo

De acordo com uma modalidade da presente invengéo, o material para 4C é prepa-
rado criando circulos de DNA digerindo o molde de 3C com uma enzima de restricdo secun-
daria, seguido por ligagao.

Preferivelmente, é escolhida uma enzima de restricdo secundaria € escolhida que
corta a primeira sequéncia de nucleotideos (alvo) em mais que cerca de 350 bp (por exem-
plo, 350-400 bp) do sitio de restricdo primaria. Vantajosamente, isto minimiza uma tendéncia
na formagéo de circulo em virtude das restrigbes topoldgicas (Rippe et al. (2001) Trends in
Biochem. Sciences 26, 733-40).

Preferivelmente, a enzima de restricdo secundaria € um cortador frequente que re-
conhece um sitio de reconhecimento de enzima de restrigdo de 4 ou um 5 bp. Assim, & pos-
sivel obter os menores fragmentos de restrigdo para efici€éncias de amplificagdo iguais de
todos os fragmentos ligados durante a amplificagao. ,

Antes da digestdo e ligagdo da enzima de restricdo secundaria, o molde de DNA
compreendera um sitio de reconhecimento de enzima secundadria na primeira sequéncia de
nucleotideos (alvo) localizada a mais que cerca de 350-400 bp do sitio de restricdo primaria
e um outro sitio de reconhecimento de enzima secundaria localizado na sequéncia de nu-
cleotideos que foi ligada (isto €, na segunda sequéncia de nucleotideos).

Preferivelmente, a etapa de digestdo de enzima de restricdo secundaria € realizada
por mais de 1 hora até toda a noite e seguida por inativagcido pelo calor da enzima.

Preferivelmente, o DNA nesta mistura da reagdo é . purificado usando méto-
dos/estojos convencionais que sdo conhecidos na técnica.

Apbs a etapa de digestdo da enzima de restricdo secundaria, um sitio de enzima de
restrico secundaria sera localizado em mais que 350-400 bp do sitio de restricdo primaria
na primeira sequéncia de nucleotideos (alvo) e um outro sitio de enzima de restricdo secun-
daria sera localizado na sequéncia de nucleotideos ligados (isto é, a segunda sequéncia de
nucleotideos). Uma vez que as extremidades da primeira sequéncia de nucleotideos (alvo) e
a sequéncia de nucleotideos ligados t&ém extremidades compativeis, as sequéncias podem
estar ligadas a fim de circular o DNA.

A etapa de digestdo é entdo seguida pela ligagdo em condi¢des diluidas que favo-
recem interagBes e circulagédo intramolecular do DNA por meio de extremidades compati-
veis.

Preferivelmente, a reagédo de ligagédo é realizada em uma concentragdo de DNA de
cerca de 1- 5 ng/uL.

Preferivelmente, a reagdo de ligacdo é realizada por mais de 1 hora (por exemplo,

2, 3, 4 ou mais horas) a cerca de 16-25 °C.
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Dessa maneira, apés a reagéo de ligacdo, DNA circular pode ser preparado. O DNA
circular compreendera os sitios de reconhecimento para pelo menos a enzima de restricéo
secundaria ou as enzimas de restricdo primaria e secundaria. No DNA circular contendo a
primeira sequéncia de nucleotideos (alvo), o sitio de reconhecimento de enzima de restricéo
priméaria e os sitios de reconhecimento de enzima de restricdo secundaria definirdo as ex-
tremidades da primeira sequéncia de nucleotideos (alvo) e a sequéncia de nucleotideos li-
gados (isto &, a segunda sequéncia de nucleotideos). Dessa maneira, a primeira sequéncia
de nucleotideos (alvo) e a sequéncia de nucleotideos ligados ddo separadas (por exemplo,
divididas) pelo sitio de reconhecimento de enzima de restrigdo primaria e o sitio de reconhe-
cimento de enzima de restricdo secundaria.

Amplificac8o

Uma ou mais reagdes de amplificagdo podem ser realizadas a fim de amplificar os
moldes de DNA 4C.

A amplificacdo de DNA pode ser realizada usando inimeros métodos diferentes
que sdo conhecidos na técnica. Por exemplo, o DNA podem ser amplificado usando a rea-
¢do em cadeia da polimerase (Saiki et al., 1988); PCR mediada por ligagéo, amplificagéo de
replicase de Qb (Cahill, Foster e Mahan, 1991; Chetverin e Spirin, 1995; Katanaev, Kurna-
sov e Spirin, 1995); a reagdo em cadeia da ligase (LCR) (Landegren et al., 1988; Barany,
1991); o sistema de replicagdo de sequéncia auto-sustentavel (Fahy, Kwoh e Gingeras,
1991) e amplificacdo por substituicdo de fita (Walker et al., 1992).

Adequadamente, o DNA é amplificado usando PCR. "PCR" refere-se ao método de
K. B. Mullis em patentes U.S. 4.683.195, 4.683.202, e 4.965.188 que descrevem um método
para aumentar a concentragdo de um segmento de uma sequéncia de nucleotideos em uma
mistura de DNA gendmico sem clonagem ou purificagéo.

Em uma modalidade, PCR inversa é usada. PCR inversa (IPCR) (descrita por O-
chman et al (1988) Genetics 120(3), 621-3) € um método para a amplificagéo rapida in vitro
de sequéncias de DNA que flanqueiam uma regido de sequéncia conhecida. O método usa
a reagdo em cadeia da polimerase (PCR), mas ele tem os iniciadores orientados na diregao
reversa da orientagdo usual. O molde para os iniciadores reversos € um fragmento de restri-
¢do que foi ligado mediante ele mesmo formar um circulo. PCR inversa tem muitas aplica-
¢des na genética molecular, por exemplo, a amplificacéo e identificacdo de sequéncias que
flanqueiam elementos transponiveis. Para aumentar a eficiéncia e reprodutibilidade da am-
plificagdo, é preferivel que os circulos de DNA sejam linearizados antes da amplificagéo u-
sando uma enzima de restricao terciaria. Preferivelmente, uma enzima de restricdo terciaria
que tem um cortador de 6 bp ou mais é usada. Preferivelmente, a enzima de restrigdo tercia-
ria corta a primeira sequéncia de nucleotideos (alvo) entre os sitios de enzima de restrigao

primaria e secundaria.
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A digestdo do molde de 3C com a enzima de restrigdo secundaria, circulagéo op-
cional, ligagdo (por exemplo, ligacdo em condi¢des diluidas) e linearizagéo opcional da pri-
meira sequéncia de nucleotideos (alvo) contendo circulos produzem um molde de DNA para
amplificagéo ("molde de DNA 4C").

Para a etapa de amplificagdo, pelo menos dois oligonucleotideos iniciadores s&o
usados, nos quais cada iniciador hibridiza em uma sequéncia de DNA que flanqueia as se-
quéncias de nucleotideos de interesse. Em uma modalidade preferida, pelo menos dois oli-
gonucleotideos iniciadores sdo usados, nos quais cada iniciador hibridiza na sequéncia alvo
que flanqueia as sequéncias de nucleotideos de interesse.

Em uma modalidade, a palavra "flanquear”, no contexto da hibridizagéo do inicia-
dor, significa que pelo menos um iniciador hibridiza em uma sequéncia de DNA adjacente a
uma extremidade (por exemplo, a extremidade 5') da sequéncia de nucleotideos de interes-
se, e pelo menos um iniciador hibridiza em uma sequéncia de DNA na outra extremidade
(por exemplo, a extremidade 3") da sequéncia de nucleotideos de interesse. Preferivelmente,
pelo menos um iniciador direto hibridiza em uma sequéncia de DNA adjacente a uma extre-
midade (por exemplo, a extremidade 5') da sequéncia de nucleotideos de interesse e pelo
menos um iniciador reverso hibridiza em uma sequéncia de DNA na outra extremidade (por
exemplo, a extremidade 3')‘da sequéncia de nucleotideos de interesse.

Em uma modalidade preferida, a palavra "flanquear"”, no contexto da hibridizag&o do
iniciador, significa que pelo menos um iniciador hibridiza em uma sequéncia alvo adjacente
a uma extremidade (por exemplo, a extremidade 5’) da sequéncia de nucleotideos de inte-
resse e pelo menos um iniciador hibridiza em uma sequéncia alvo na outra extremidade (por
exemplo, a extremidade 3’) da sequéncia de nucleotideos de interesse. Preferivelmente,
pelo menos um iniciador direto hibridiza em uma sequéncia alvo adjacente a uma extremi-
dade (por exemplo, a extremidade 5’) da sequéncia de nucleotideos de interesse e pelo me-
nos um iniciador reverso hibridiza em uma sequéncia alvo na outra extremidade (por exem-
plo, a extremidade 3’) da sequéncia de nucleotideos de interesse.

Da maneira aqui usada, a palavra "iniciador" refere-se a um oligonucleotideo, quer
de ocorréncia natural como em uma digestdo de restrigdo purificada quer produzido sinteti-
camente, que é capaz de agir como um ponto de iniciagdo de sintese quando colocado em
condicdes em que a sintese de um produto de extensédo de iniciador, que € complementar a
uma fita de acido nucléico, é induzida (isto &€, na presenga de nucleotideos e um agente de
inducéo tal como DNA polimerase e em uma temperatura e pH adequados). O iniciador €
preferivelmente de fita simples para eficiéncia maxima na amplificagéo, mas pode ser de fita
dupla. Se for de fita dupla, o iniciador é primeiro tratado para separar suas fitas antes de ser
usado para preparar produtos de extensdo. Preferivelmente, o iniciador € um oligodesoxirri-

bonucleotideo. O iniciador tem que ser suficientemente longo para iniciar a sintese de pro-
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dutos de extensdo na presenga do agente de indugdo. Os comprimentos exatos dos inicia-
dores dependeréo de muitos fatores, incluindo temperatura, origem do iniciador e o uso do
método.

Adequadamente, os iniciadores terdo pelo menos 15, preferivelmente pelo menos
16, 17, 18, 19 ou 20, por exemplo, pelo menos 25, 30 ou 40 nucleotideos de comprimento.
Preferivelmente, os iniciadores de amplificagcéo tém de 16 a 30 nucleotideos de comprimen-
fo.

Preferivelmente, os iniciadores sdo desenhados para estar o mais préximo possivel
dos sitios de reconhecimento da enzima de restrigdo primaria e secundaria que separam a
primeira sequéncia de nucleotideos (alvo) e a segunda (capturada) sequéncia de nucleoti-
deos. Os iniciadores podem ser desenhados de maneira tal que eles estejam em cerca de
100 nucleotideos, tais como cerca de 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10, 9,8, 7,6, 5, 4, 3, 2
ou 1 nucleotideo(s) longe dos sitios de reconhecimento de enzima de restrigdo primaria e
secundaria.

Adequadamente, os iniciadores podem ser desenhados de maneira tal que eles se
sobreponham parcial ou completamente nos sitios de reconhecimento da enzima de restri-
c¢ao primaria e secundaria.

Adequadamente, os iniciadores de amplificagdo sdo desenhados de maneira tal
que suas extremidades 3' fiquem voltadas para fora no sentido da segunda sequéncia de
nucleotideos.

Em uma modalidade, a amplificagdo pode ser combinada com a adigdo de sequén-
cias adicionais as extremidades dos produtos amplificados. Preferivelmente, estas sequén-
cias adicionais sdo sequéncias adaptadoras exigidas para o sequenciamento de alto de-
sempenho. Adequadamente, iniciadores contém uma projegéo (por exemplo, uma projegéo
5. Adequadamente, a projecéo adiciona parte ou a sequéncia adaptadora completa exigida
para o sequenciamento de alto desempenho. Adequadamente, os iniciadores contém uma
projecdo (por exemplo, uma projegéo 5') que adiciona parte, ou a sequéncia completa usada
para iniciar a reagéo de sequenciamento in o sequenciamento de alto desempenho. Dessa
maneira, em uma modalidade, os iniciadores sobrepdem-se parcial ou completamente com
os sitios de reconhecimento de enzima de restrigdo primaria e/ou secundaria com as se-
quéncias adaptadoras e de iniciagdo de sequéncia adicionadas como projegdes 5’ no inicia-
dor. Além do mais, ou alternativamente, os iniciadores contém uma fragdo conjugada (por
exemplo, biotina) que pefmite a separacéo subsequente de produtos de PCR do molde 4C
gendmico.

Se o método de amplificagdo que é usado for PCR inversa, entédo é preferivel que
as reacdes de amplificagéo sejam realizadas em cerca de 100-400 ng de DNA do molde 4C
(por cerca de 50 uL de reagdo de mistura de PCR) ou outras quantidades de DNA para as
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quais PCR reacgdes replicadas fornecem resultados reprodutiveis (ver figura 1) € incluem um
nimero maximo de eventos de ligagdo por reagédo de PCR.

Preferivelmente, a reacdo de amplificacdo de PCR inversa é realizada usando o
Expand Long Molde PCR System (Roche), usando tampéo 1, de acordo com as instrugdes
do fabricante.

Amostras

O termo "amostra" da maneira aqui usada tem seu significado natural. Uma amos-
tra pode ser qualquer entidade fisica compreendendo DNA que é ou é capaz de ser reticula-
do. A amostra pode ser ou pode ser derivada de material biolégico.

A amostra pode ser ou pode ser derivada de uma de mais entidades, tais como
uma ou mais células, um ou mais ntcleos, ou uma ou mais amostras de tecido. As entida-
des podem ser ou podem ser derivadas de quaisquer entidades nas quais o DNA, tal como
cromatina, esta presente. A amostra pode ser ou pode ser derivada de uma ou mais células
isoladas ou uma ou mais amostras de tecido isoladas, ou um ou mais nucleos.

A amostra pode ser ou pode ser derivada de células vivas e/ou células mortas e/ou
lisados nucleares e/ou cromatina isolada.

A amostra pode ser ou pode ser derivada de sujeitos doentes e/ou n&o doentes.

A amostra pode ser ou pode ser derivada de um sujeito que suspeita-se estar so-
frendo de uma doenga.

A amostra pode ser ou pode ser derivada de um sujeito que deve ser testado com
relagdo a probabilidade que ele sofrera de uma doenga no futuro.

A amostra pode ser ou pode ser derivada de material de paciente viavel ou ndo via-
vel. 7

A fixacdo de células e tecidos para uso na preparagdo do molde de 3C & descrita
em detalhes em Splinter et ali, (2004) Methods Enzymol. 375, 493-507.

Marcador ‘

Preferivelmente, as sequéncias de nucleotideos (por exemplo, moldes de DNA 4C
amplificados, iniciadores ou sondas etc.) sdo marcadas a fim de assistivr em suas aplicagdes
a jusante, tal como hibridizagéo de arranjo. A titulo de exemplo, os moldes de DNA 4C po-
dem ser marcados usando iniciagdo aleatéria ou tradug&o com corte.

Uma grande variedade de marcadores (por exemplo, reportadores) pode ser usada
para marcar as sequéncias de nucleotideos aqui descritas, particularmente durante a etapa
de amplificagdo. Marcadores adequados incluem radioisétopos, enzimas, agentes fluores-
centes, quimioluminescentes ou cromogénicos, bem como substratos, cofatores, inibidores,
particulas magnéticas e similares. Patentes que preceituam o uso de tais marcadores inclu-
em US-A-3.817.837, US-A-3.850.752, US-A-3.939.350, US-A-3.996.345, US-A-4.277.437,
US-A-4.275.149 e US-A-4.366.241.
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Marcadores adicionais incluem, mas sem limitagbes, B-galactosidase, invertase,
proteina verde fluorescente, luciferase, cloranfenicol, acetiltransferase, F-glucuronidase,
exo-glucanase e glicoamilase. Marcadores fluorescentes também podem ser usados, bem
como reagentes fluorescentes especificamente sintetizados com propriedades quimicas par-
ticulares. Uma grande variedade de maneiras de medir fluorescéncia esta disponivel. Por
exemplo, alguns marcadores fluorescentes exibem uma mudanga no espectro de excitagéo
ou emissao, algumas exibem transferéncia de energia de ressonancia onde um reportador
fluorescente perde a fluorescéncia, enquanto um segundo ganha fluorescéncia, alguns exi-
bem uma perda (finalizagdo) ou aparéncia de fluorescéncia, enquanto alguns reportam mo-
vimentos rotacionais.

A fim de obter material suficiente para marcar, multiplas amplificagbes podem ser
agrupadas, em vez de aumentar o numero de ciclos de amplificagdo por reagdo. Alternati-
vamente, nucleotideos marcados podem ser incorporados nos Ultimos ciclos da reagéo de
amplificagdo (por exemplo, 30 ciclos de PCR (sem marcador) + 10 ciclos de PCR (mais
marcador)).

Arranjo

Em uma modalidade particularmente vantajosa, os moldes de DNA 4C que séo
preparados de acordo com os métodos aqui descritos podem ser hibridizados em um arran-
jo. Dessa maneira, a tecnologia do arranjo (por exemplo, micro-arranjo) pode ser usada para
identificar sequéncias de nucleotideos, tais como fragmentos gendmicos, que'comparﬁlham
frequentemente um sitio nuclear com uma primeira sequéncia de nucleotideos (alvo).

Arranjos existentes, tais como arranjos de expressédo e genémicos, podem ser usa-
dos de acordo com a presente invencéo. Entretanto, a presente invencédo também busca
fornecer arranjos inéditos (por exemplo, arranjos de DNA) da maneira aqui descrita.

Um "arranjo” é uma coleg&o intencionalmente criada de acidos nucléicos que pode
ser preparada tanto sinteticamente quanto biossinteticamente e triada com relagéo a ativi-
dade biolégica em uma variedade de formatos diferentes (por exemplo, bibliotecas de molé-
culas sollveis; e bibliotecas de oligos présas a microesferas de resina, chipes de silica ou
outros suportes sélidos). Adicionalmente, o termo "arranjo” inclui aquelas bibliotecas de aci-
dos nucléicos que podem ser preparadas apontando acidos nucléicos de essencialmente
qualquer comprimento (por exemplo, de 1 a cerca de 1000 monémeros de nucleotideos de
comprimento) em um substrato.

7 Tecnologia do arranjo e as varias técnicas e aplicagbes associadas a ela estéo
descritas em geral em inumeros livios texto e documentos. Este incluem Lemieux et al,
1998, Molecular Breeding 4, 277-289, Schena e Davis. Parallel Analysis with Biological
Chips, em PCR Methods Manual (eds. M. Innis, D. Gelfand, J. Sninsky), Schena e Davis,
1999, Genes, Genomas and Chips. In DNA Microarrays: A Practical Approach (ed. M. Sche-
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na), Oxford University Press, Oxford, UK, 1999), The Chipping Forecast (Nature Genetics
special issue; January 1999 Supplement), Mark Schena (Ed.), Microarray Biochip Technol-
ogy, (Eaton Publishing Company), Cortes, 2000, The Scientist 14[17]:25, Gwynne e Page,
Microarrays analysis: the next revolution in molecular biology, Science, 1999 August 6; e
Eakins e Chu, 1999, Trends in Biotechnology, 17, 217-218.

Tecnologia do arranjo supera as desvantagens com métodos tradicionais em biolo-
gia molecular, que trabalham em geral em uma base "um gene em um experimento”, resul-
tando em baixo desempenho e na incapacidade de apreciar a "figura total" da fungdo do
gene. Simultaneamente, as principais aplicagdes para tecnologia do arranjo incluem a identi-
ficag@o de sequéncia (gene/mutagdo de gene) e a determinagdo do nivel de expresséo (a-
bundéncia) de genes. O perfilamento da expressédo de gene pode promover o uso da tecno-
logia do arranjo, opcionalmente em combinagao com técnicas protebmicas (Celis et al, 2000,
FEBS Lett, 480(1):2-16; Lockhart e Winzeler, 2000, Nature 405(6788):827-836; Khan et al.,
1999, 20(2):223-9). Outras aplicagbes de tecnologia do arranjo também s&o conhecidas na
técnica; por exemplo, descoberta de gene, pesquisa de cancer (Marx, 2000, Science 289:
1670-1672; Scherf, et al, 2000, Nat Genet;24(3):236-44; Ross et al, 2000, Nat Genet. 2000
Mar;24(3):227-35), andlise SNP (Wang et al, 1998, Science, 280(5366):1077-82), descober-
ta de medicamento, farmacogendmicos, diagnéstico de doenga (por exemplo, utilizando dis-
positivos de microfluidos: Chemical & Engineering News, February 22, 1999, 77(8):27- 36),
toxicologia (Rockett e Dix (2000), Xenobiotica, 30(2): 155-77; Afshari et al., 1999, Cancer
Resl;59(19):4759-60) e toxicogendmicos (um hibrido de gendmicos funcionais e toxicologia
molecular).

Em geral, qualquer biblioteca pode ser arranjada de uma maneira em ordem em um
arranjo, separando espacialmente os elementos da biblioteca. Exemplos de bibliotecas ade-
quadas para arranjar incluem bibliotecas de &cido nucléico (incluindo bibliotecas de DNA,
DNAc, oligonucleotideo, etc.), bibliotecas de peptideo, polipeptideo e proteina, bem como
bibliotecas compreendendo quaisquer moléculas, tais como bibliotecas ligantes, entre ou-
tras.

As amostras (por exemplo, elementos de uma biblioteca) sdo em geral fixas ou i-
mobilizadas em uma fase sdlida, preferivelmente um substrato sélido, para limitar difuséo e
mistura das amostras. Em uma modalidade preferida, bibliotecas de ligantes de ligagdo de

DNA podem ser preparadas. Em particular, as bibliotecas podem ser imobilizadas em uma

fase sélida substancialmente planar,.incluindo membranas e substratos ndo porosos, tais

como plastico e vidro. Além disso, as amostras s&o preferivelmente arranjadas em uma ma-
neira fal que esta que a indexagéo (isto é, referéncia ou acesso a uma amostra particular)
seja facilitada. Tipicamente, as amostras sdo aplicadas como pontos em uma formagéo de
grade. Sistemas de ensaio comuns podem ser adaptados com este proposito. Por exemplo,
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um arranjo pode ser imobilizado na superficie de uma microplaca, tanto com multiplas amos-
tras em um pogo, quanto com uma Unica amostra em cada pogo. Além disso, o substrato
sélido pode ser uma membrana, tal como uma membrana de nitrocelulose ou de nailon (por
exemplo, membranas usadas em experimentos de blotting). Substratos alternativos incluem
vidro ou substratos a base de silica. Assim, as amostras sdo imobilizadas por qualquer mé-
todo adequado conhecido na técnica, por exemplo, por interagdes de carga, ou por acopla-
mento quimico nas paredes ou fundo dos pogos, ou na superficie da membrana. Outros
meios de arranjo e fixagdo podem ser usados, por exemplo, pipetagem, remogéo de gota
residual com um leve toque, meios piezelétricos, tecnologia jato de tinta e jato de bolha, a-
plicacdo eletrostatica, etc. No caso de chipes a base de silicio, a fotolitografia pode ser utili-
zada para arranjar e fixar as amostras no chipe.

As amostras podem ser arranjadas sendo "apontadas” no substrato sélido; isto po-
de ser realizado manualmente ou élaborando o uso de robdtica para depositar a amostra.
Em geral, os arranjos podem ser descritos como macroarranjos ou microarranjos, a diferen-
ca sendo o tamanho dos pontos da amostra. Os macroarranjos contém tipicamente tama-
nhos de ponto de amostra de cerca de 300 microns ou maiores e podem ser facilmente ima-
geados por varredores de gel e blot existentes. Os tamanhos de ponto de amostra em mi-
croarranjos sao tipicamente menores que 200 microns em didmetro e estes arranjos contém
normalmente milhares de pontos. Assim, microarranjos podem exigir robética e equipamento
de imageamento especializados, que podem necessitar ser feitos sob medida. A instrumen-
tagdo é descrita em geral em uma revisédo de Cortese, 2000, O Scientist 14[11]:26.

Técnicas para produzir bibliotecas imobilizadas de moléculas de DNA s&o descritas
na técnica. Em geral, a maioria dos métodos da técnica anterior descreveu como sintetizar
bibliotecas de moléculas de acido nucléico de fita simples usando, por exemplo, técnicas de
mascaramento para constituir varias permutas de sequéncias nas varias posi¢des discretas
no substrato sélido. A patente U.S. 5.837.832 descreve um método melhorado para produzir
arranjos de DNA imobilizados em substratos de silicio com base na tecnologia de integragao
de escala muito grande. Em particular, patente U.S. 5.837.832 descreve uma estratégia de-
nominada "ladrilhamento" para sintetizar conjuntos especificos de sondas em locais espaci-
almente definidos em um substrato que pode ser usado para produzir as bibliotecas de DNA
imobilizadas da presente invengédo. A patente U.S. 5.837.832 também fornece referéncias
para técnicas anteriores que também podem ser usadas.

' Arranjos também pode ser construidos usando quimica de fotodeposigéo.

Arranjos de peptideos (ou peptideomiméticos) também podem ser sintetizados em
uma superficie de uma maneira que coloque cada elemento distinto da biblioteca (por e-
xemplo, sequéncia de peptideo exclusiva) em um local discreto predefinido no arranjo. A

identidade de cada elemento da biblioteca é determinada por seu local espacial no arranjo.



10

15

20

25

43

Os locais no arranjo onde interagbes de ligagdo entre uma molécula predeterminada (por
exemplo, um alvo ou sonda) e elementos de biblioteca reativos ocorrem sdo determinados,
identificando por maio disto as sequéncias de os elementos de biblioteca reativos com base
no local espacial. Estes métodos sdo descritos na patente U.S. 5.143.854; WO90/15070 e
WQ092/10092; Fodor et al. (1991) Science, 251: 767; Dower e Fodor (1991) Ann. Rep. Med.
Chem., 26: 271.

Para auxiliar a detecg@o, marcadores foram tipicamente usados (da maneira discu-
tida anteriormente), tal como qualquer reportador facilmente detectavel, por exemplo, um
reportador fluorescente, bioluminescente, fosforescente, radioativo, etc. Tais reportadores,
sua detecgdo, acoplamento a alvos/sondas, etc. sdo discutidos em outra parte deste docu-
mento. A marcagdo de sondas e alvos também é discutida em Shalon et al, 1996, Genoma
Res 6(7):639-45.

Exemplos especificos de arranjos de DNA sdo como a seguir:

Formato I: DNAc de sonda (500-5.000 bases de comprimento) é imobilizado em
uma superficie soélida, tal como vidro usando apontamento por robd, e exposto em um con-
junto de alvos tanto separadamente quanto em uma mistura. Este método, € amplamente
considerado como desenvolvido em Stanford University (Ekins e Chu, 1999, Trends in Bio-
technology, 1999, 17, 217-218).

Formato II: um arranjo de sondas de oligonucleotideos (ologos de 20-25-mer, prefe-
rivelmente, oligos de 40-60 mer) ou acido nucléico de peptideo (PNA) & sintetizado tanto in -
situ (no chipe) quanto por sintese convencional seguido por imobilizag&o no chipe. O arranjo
€ exposto ao DNA de amostra marcada, hibridizado, e a identidade/abundéancia de sequén-
cias complementares € determinada. Um chipe de DNA como este é vendido por Affymetrix,
Inc., com o nome comercial GeneChip®. Agilent e Nimblegen também fornecem arranjos
adequados (por exemplo, arranjos de ladrilhamento gendémico).

Exemplos de alguns formatos de rhicroarranjo comercialmente disponiveis sdo de-
monstrados na tabela 1 a seguir (ver também Marshall e Hodgson, 1998, Nature Biotechno-
logy, 16(1), 27-31).

Empresa Nome do | Método de arran- | Etapa de hibridiza- | Saida
produto jo ¢ao
Affymetrix, GeneChip® | Sintese fotolito- | 10.000-260.000 ca- | Fluorescéncia
Inc. Santa o _gréfica (no chipe) | racteristicas oligo
Clara, Califér- in situ de oligos | sondadas com 30-40
nia de ~ 20-25 mer | fragmentos de nu-
em pastilhas de | cleotideo marcados
silicio, que sao | de DNAc de amostra
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cortadas em chi-
pes de 1,25 cm?

ou 5,25 cm?

ou RNA antissentido

Brax, Cam- oligo sintético | 1.000 oligos em um | espectrometria
bridge, UK pequeno, sinteti- | “chipe universal” | de massa
zado de fora do | sondado com &acido
chipe nucléico alvejado
Gene __Logic, | READS™
Inc., Columbia,
Maryland
Geometrix Universal
Inc., The | Arrays ™
Woodlands,
Texas ;
Hyseg Inc., | HyChip™ amostras de DNA | pontos de DNAc de | Radioisétopo
Sunnyvale, de 500-2.000 nt |64 amostras sonda- | f
Califérnia impressas em | dos com 8.000 oli-
membranas de | gos 7-mer (HyGnos-
0,6 ¢cm? (HyGnos- | tics) ou <= pontos de
tics) ou ~ 18 cm? | DNAc  de  55.000
(Gene Discovery) | amostras sondados
5 oligbmeros fa- | com 300 oligo de 7-
bricados impres- | mer (Gene Disco-
SOs como arran- | very)
jos de 1,15 cm? | Pontos de oligo 1024
em vidro (HyChip) | universal sondaram
DNAcs de amostra
de 10 kb, marcado
com oligo 5-mer e
ligase fluorescéncia
Incyte Phar- | GEM Impressédo piezo- | <=1.000 (eventual- | fluorescéncia e
maceutica _1s elétrica para pon- | mente 10.000) pon- | radiois6topo
Inc., PAlo Alto, tuacdo de - frag- | tos de oli-
Califérnia mentos de PCR e | go/fragmento de
sintese no chipe | PCR sondados com
de oligos RNA marcado |
Molecular Dy- | Storm® Flu- | DNAcs de 500- | pontos de DNAc de | fluorescéncia
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namics Inc.,

Sunnyvale,

Califérnia

orlmager ®

5.000 nt impres-
sS0s a caneta em
lAmina de vidro

de ~ 10 cm?

~ 10.000 sondados
com DNAcs de a-
mostra marcada de
200-400 nt

Nanogen, San
Diego, Califér-
nia

Semicon-
ductor Mi-

crochip

Oligos ~20-mer,

capturados em
pontos eletroatra-
tivos em pastilhas
de silicio, que sao
cortadas em chi-

pes <1 cm?

pontos de oligos 25,
64, 400 (e eventual-
mente 10.000) pola-
rizados para melho-
rar a hibridizacdo de
DNAcs de amostra
marcados de 200-
400nt

fluorescéncia

Protogene La-

Sintese no chipe
de oligos de 40-
50 mer em chipe
de vidro de 9 cm?
por meio- da im-
pressao em um
arranjo de tensao

de superficie

pontos de oligo <=
8.000 sondados com
acidos nucléicos de
amostra marcada de
200-400 nt

fluorescéncia

boratories,
Palo Alto, Cali-
férnia
Sequenom,
Hamburg,  A-

lemanha e San

MassArray
SpectroChip

de

arranjo; em torno

Impressao

de oligos de 20-

250 localizagdes por
SpectroChip " interro-

gado por dessorcido

espectroscopia
de massa

Diego, Califér- 25-mer a laser e espectros-
nia copia de massa
Synteni  Inc., | UniGEM'™ | DNAcs de 500- | <= pontos de DNAc | fluorescéncia
Fremont, Cali- 5.000 nt impres- | de 10.000 sondados
fornia sos pela ponta| com DNAcs de a-
em chipe de vidro | mostra marcada de
de ~ 4 cm? 200-400 nt
Nimblegen Homo sapi- | 38.000 transcri- plataforma de
Systems . Inc., | ens Whole- | ¢cdes com 5 son- varredura de 5
Madison - Genome -das -por gene de micron
60mer Mi-{ 17,4mm x 13 mm
croarray
The  German macrochipe PNA | em torno de 1.000 | fluorescénci-
Cancer Insti- prototipico  com | pontos em um chipe | a/espectroscopi
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tute, Heidel- sintese no chipe | de 8 x 12 cm - | ade massa
berg, Ale- de sondas usan-
manha do quimica f-moc

ou t-moc

Tabela 1: Exemplos de formatos de microarranjo de hibridizagdo atualmente dispo-
niveis

A fim de gerar dados de ensaios baseados em arranjo, é detectado um sinal que
significa a presenga ou auséncia de hibridizagcdo entre uma sonda e uma sequéncia de nu-
cleotideos. A presente invengdo contempla adicionalmente técnicas de marcagdo direta e
indireta. Por exemplo, marcagdo direta incorpora corantes fluorescentes diretamente nas
sequéncias de nucleotideos que hibridizam no arranjo associado a sondas (por exemplo,
corantes s&o incorporados na sequéncia de nucleotideos por sintese enzimatica na presen-
¢a de nucleotideos marcados ou iniciadores de PCR). Esquemas de marcagéo direta produ-
zem sinais fortes de hibridizacdo, usando tipicamente familias de corantes fluorescentes
com estruturas e caracteristicas quimicas similares e sdo simples de implementar. Em mo-
dalidades preferidas compreendendo marcagédo direta de acidos nucléicos, analogos de cia-
nina ou alexa sao utilizados em analise de arranjo comparativo multiflGor. Em outras modali-
dades, esquemas de marcagao indireta podem ser utilizados para incorporar epitopos nos
acidos nucléicos tanto antes quanto apds a hibridizagdo nas sondas de microarranjo. Um ou
mais procedimentos e reagentes de coloragdo séo usados para marcar o complexo hibridi-
zado (por exemplo, uma molécula fluorescente que se liga aos epitopos, fornecendo por
meio disto um sinal fluorescente em virtude da conjugagéo de molécula corante no epitopo
da espécie hibridizada).

A analise de dados também é uma importante parte de um experimento envolvendo
arranjos. Os dados brutos de um experimento de arranjo séo tipicamente imagens que pre-
cisam ser transformadas em matrizes, tabelas onde linhas representam, por exemplo, ge-
nes, colunas representam, por exemplo, varias amostras tais como tecidos ou condigdes
experimentais, e nimeros em cada célula, por exemplo, caracterizam a expressdo de uma
sequéncia particular (preferivelmente, uma segunda sequéncia que foi ligada na primeira
sequéncia de nucleotideos (alvo)) na amostra particular. Estas matrizes t€m que ser anali-
sadas adicionalmente, se qualquer conhecimento sobre os processos biolégicos fundamen-
tais tiver que ser extraido. Métodos de analise de dados (incluindo analise de dados super-
visada e ndo supervisada, bem como abordagens de bioinformatica) sdo revelados em
Brazma e Vilo J (2000) FEBS Lett 480(1): 17-24.

Da maneira aqui descrita, uma ou mais sequéncias de nucleotideos (por exemplo, o

molde de DNA) que sdao marcadas e, subsequentemente hibridizadas em um arranjo, com-
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preendem uma sequéncia de nucleotideos que é enriquecida por pequenos trechos de se-
quéncias com uma assinatura distinta, isto &, cobrindo a sequéncia de nucleotideos entre o
sitio de reconhecimento de enzima de restricdo primaria que foi ligado durante o procedi-
mento 3C na primeira sequéncia de nucleotideos (alvo), e seus respectivos sitios de reco-
nhecimento de enzima de restrigcdo secundaria vizinhos.

Um arranjo unico pode compreender multiplas (por exemplo, duas ou mais) se-
quéncias de iscas.

Mapa cromossémico

E descrito adicionalmente aqui um método envolvendo a caracterizagéo de frag-
mentos de DNA reticulados como uma consequéncia de sua proximidade espacial ou fisica,
com o propédsito da (re)construgdo de mapas cromossémicos (por exemplo, mapas cromos-
sémicos lineares) e a identificagéo diagnéstica de mudangas nestes mapas cromossdmicos.

Vantajosamente, tais técnicas podem ser ampliadas com propésitos diagnoésticos,

_tal como reconstruir mapas cromossémicos fisicos e identificar mudangas nestes mapas em

decorréncia de rearranjos genémicos.

A metodologia também pode ser usada para identificar variagdo gendmica (natural)
que ndo esta necessariamente associada com doenca, mas pode predispor um sujeito a um
certo traco (por exemplo, um trago mental ou comportamental).

Em um aspécto, é fornecido um método para construir pelo menos um mapa cro-
mossdmico linear de um individuo compreendendo as etapas de: (a) fornecer uma amostra
de acido nucléico do dito individuo; (b) reticular o acido nucléico na dita amostra; (c) digerir o
acido nucléico com uma enzima de restricdo priméaria; (d) ligar as sequéncias de nucleoti-
deos reticulados; (e) reverter a reticulagéo; (f) analisar os produtos de ligagéo; (g) construir
pelo menos um mapa cromossdmico linear; e (h) identificar um ou mais rearranjos genémi-
CcOS Nno mapa cromossdmico linear dos ditos individuos.

, Em ij éspecto adicional, é fornecido um método para diagnoSticar uma doenga ou
identificar um trago cauSado por um ou mais rearranjos gendmicos em um Cromossomo
compreendendo as etapas de: (a) digerir uma amostra de DNA reticulado com uma enzima
de restricdo primaria; (b) ligar as sequéncias de nucleotideos reticulados; (c) reverter a reti-
culagao; (d) analisar os produtos de ligagéo; (e) construir pelo menos um mapa cromosso-
mico linear; (f) identificar um ou mais rearranjos gendmicos no mapa cromossomico linear; e
(g) correlacionar um ou mais rearranjos genémicos com uma doenga ou um trago.

Sondas . : N

Da maneira aqui usada, a palavra "sonda" refere-se a uma molécula (por exemplo,
um oligonucleotideo, quer de ocorréncia natural como em uma digestdo de restrigdo purifi-
cada quer produzido sinteticamente, recombinantemente ou por amplificagcéo de PCR), que

é capaz de hibridizar em uma outra molécula de interesse (por exemplo, um outro oligonu-
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cleotideo). Quando as sondas sdo oligonucleotideos, elas podem ser de fita simples ou fita
dupla. As sondas sdo usadas na detecgdo, identificagdo e isolamento de alvos particulares
(por exemplo, sequéncias de gene). Da maneira aqui descrita, contempla-se que as sondas
usadas na presente invengdo podem ser marcadas com um marcador, de maneira tal que
seja detectavel em qualquer sistema de detecgdo, incluindo, mas sem limitagédo, sistema de
enzima (por exemplo, ELISA, bem como ensaios histoquimicos a base de enzima), fluores-
cente, radioativo e luminescente.

Com relacgédo a arranjos € microarranjos, a palavra "sonda" é usada para se referir a
qualquer material hibridizavel que esta fixado ao arranjo com o propdsito de detectar uma

sequéncia de nucleotideos que foi hibridizada na dita sonda. Preferivelmente, estas sondas

~ tém 25- 60 mers ou mais.

Estratégias para desenho de sonda sdo descritas em W095/11995, EP 717,113 e
WQ97/29212.

/ Uma vez que 4C permite uma pesquisa gendmica ndo tendenciosa de interagdes, é
vantajoso preparar um arranjo com sondas que interroguem cada sitio de reconhecimento
de enzima de restricdo primaria (por exemplo, exclusivo/no repetitivo) possivel no genoma.
Assim, o desenho do arranjo depende apenas da escolha de enzima de restrigdo primaria e
ndo das reais sequéncias de nucleotideos primarias ou secundarias.

Embora arranjos existentes possam ser usados de acordo com a presente inven-
¢éo, é preferivel usar configuragdes alternativas.

Em uma configuragdo, uma ou mais sondas no arranjo sdo desenhadas de maneira
tal que elas possam hibridizar préximo aos sitios que foram digeridos pela enzima de restri-
¢do primaria. Mais preferivelmente, a(s) sonda(s) estdo em cerca de 20 bp do sitio de reco-
nhecimento de enzima de restricdo primaria. Mais preferivelmente, a(s) sonda(s) estdo em
cerca de 50 bp do sitio de reconhecimento de enzima de restricdo primaria.

Adequadamente, a(s) sonda(s) estdo em cerca de 100 bp (por exemplo, cerca de 0-
100 bp, cerca de 20-100 bp) do sitio de reconhecimento de enzima de restrigdo primaria.

Em uma configuragdo preferida, uma sonda Unica exclusiva € desenhada em 100
bp em cada lado dos sitios que sédo digeridos pela enzima de restrigdo primaria.

Em uma outra configuragdo preferida, as posigdes de sitios digeridos pela enzima
de restricdo secundaria com relagéo as posi¢des de sitios digeridos pelos sitios de restricao

primaria sdo levadas em consideragdo. Nesta configuragdo, uma sonda uUnica exclusiva €

desenhada apenas em cada lado dos sitios digeridos pela enzima de restrigdo primaria que

tem o sitio de reconhecimento de enzima de restrigdo secundaria mais proximo em um dis-
tAncia longa o suficiente de uma sonda de um dado comprimento a ser desenhada entre o
sitio de reconhecimento de enzima de restrigdo primaria e secundaria. Nesta configuragéo,

por exemplo, nenhuma sonda é desenhada ao lado de um sitio de reconhecimento de enzi-
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ma de restricdo primaria particular que tem um sitio de reconhecimento de enzima de restri-.
¢do secundaria em 10 bp naquele mesmo lado.

Em uma outra configuragdo, as sondas no arranjo sdo desenhadas de maneira tal
que elas possam hibridizar em cada um dos lados dos sitios que séo digeridos pela enzima
de restricdo primaria. Adequadamente, uma sonda Unica em cada lado do sitio de reconhe-
cimento de enzima de restrigdo primaria pode ser usada.

Ainda em uma outra configuragdo, duas ou mais sondas (por exemplo, 3, 4, 5, 6, 7
ou 8 ou mais) podem ser desenhadas em cada lado do sitio de reconhecimento de enzima
de restrigdo primaria, que pode entdo ser usado para investigar o mesmo evento de ligagao.
Para o nimero e posicdo de sondas com relagdo a cada sitio de reconhecimento de enzima
de restricdo primaria, o local genémico exato de seu sitio de reconhecimento de enzima de
restricdo secundaria vizinho pode ser levado em consideragéo.

Ainda em uma outra configuragdo, duas ou mais sondas (por exemplo, 3, 4, 5, 6, 7
ou 8 ou mais) podem ser desenhadas proximas a cada sitio de reconhecimento de enzima
de restricdo primaria sem restrigdo do sitio de reconhecimento de enzima de restrigéo se-
cundéria mais préoximo. Nesta configuragdo, todas as sondas estariam proximas aos sitios
de reconhecimento de enzima de restricdo primaria (preferivelmente em 300 bp do sitio de
restricao).

Vantajosamente, o Ultimo desenho e também o desenho que usa 1 sonda por sitio
de reconhecimento de enzima de restrigdo primaria (ao lado de um) permitem o uso de en-
zimas de restricdo secundarias diferentes em combinagdo com uma dada enzima de restri-
¢do primaria.

Vantajosamente, o uso de multiplas (por exemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ou 8 ou mais)
sondas por sitio de reconhecimento de enzima de restrigdo primaria pode minimizar o pro-
blema de obter resultados falso negativos, em virtude do pouco desempenho das sondas
individuais. Além disso, elas também podem aumentar a confiabilidade de dados obtidos
com um experimento de chipe Unico e reduzir o nimero de arranjos exigidos para tirar con-
clusdes estatisticamente concretas.

As sondas para uso no arranjo podem ter mais que 40 nucleotideos de comprimen-
to e podem ser isotérmicas.

Preferivelmente, as sondas contendo sequéncias repetitivas de DNA s&o excluidas.

Espera-se que o diagnéstico de sondas para os sitios de restrigédo que flanqueiam
diretamente ou estdo proximos da primeira sequéncia de nucleotideos fornega sinais de hi-
bridizagdo muito fortes e também possa ser excluido do desenho da sonda.

O arranjo pode cobrir qualquer genoma, incluindo genomas de mamifero (por e-
xemplo, humano, camundongo (por exemplo, cromossomo 7)), vertebrado (por exemplo,

peixe zebra)), ou invertebrado (por exemplo, bacteriano, levedura, fangico ou de inseto (por
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exemplo, Drosofila)).

Em uma modalidade adicional preferida, o arranjo contém 2-6 sondas ao redor de
cada unico sitio de restrigdo primaria e tdo proximo quanto possivel do sitio de digestéo de
enzima de restrigéo.

Preferivelmente, a distancia maxima do sitio de digestdo de enzima de restrigéo €
cerca de 300 bp.

Em uma modalidade adicional preferida da presente invencéo, sdo fornecidos ar-
ranjos para enzimas de restricdo, tais como Hindlll, BamH/, BgHI e Notl, que cobrem os ge-
nomas de mamifero ou ndo mamifero. Vantajosamente, o desenho dos arranjos aqui descri-
tos evitam a necessidade de redesenhar arranjos para cada sequéncia alvo, a anélise forne-
cida é realizada na mesma espécie.

Conjuntos de sondas

Da maneira aqui usada, o termo "conjunto de sondas" refere-se a uma suite ou uma
colegdo de sondas que hibridizam em cada um dos sitios de reconhecimento de enzima de
restricdo primaria para uma enzima de restrigdo primaria em um genoma.

Dessa maneira, é fornecido em um aspecto adicional, um conjunto de sondas com-
plementares em sequéncia a sequéncia de acido nucléico adjacente em cada um dos sitios
de reconhecimento de enzima de restrigdo primaria para uma enzima de restrigdo primaria
no DNA gendmico.

Adequadamente, o conjunto de sondas é complementar em sequéncia aos primei-
ros 25-60 (por exemplo, 35-60, 45-60, ou 50-60) ou mais nucleotideos que s&o adjacentes a
cada um dos sitios de reconhecimento de enzima de restrigdo primaria no DNA gendémico. O
conjunto de sondas pode ser complementar em sequéncia a um (por exemplo, qualquer um)
lado ou ambos ou lados do sitio de reconhecimento de enzima de restrigdo priméaria. Dessa
maneira, as sondas podem ser complementares em sequéncia a sequéncia de acido nucléi-
co adjacente a cada lado de cada um dos sitios de reconhecimento de enzima de restricao
primaria no DNA gendmico.

Também é possivel definir uma janela (por exemplo, 300 bp ou menos, tais como
250 bp, 200 bp, 150 bp ou 100 bp, do sitio de reconhecimento de enzima de restrigdo prima-
ria) na qual uma ou mais sondas podem ser desenhadas para o conjunto. Tais fatores que
sé@o importantes na definicdo da janela na qual o desenho das sondas s&o, por exemplo,
contetido de GC, auséncia de sequéncias palindrédmicas que podem formar estruturas tipo
alga, tamanho maximo dos trechos de um anico tipo de nucleotideo. Dessa maneira, o con-
junto de sondas pode ser complementar em sequéncia & sequéncia de acido nucléico que é
menos que 300 bp de cada um dos sitios de reconhecimento de enzima de restri¢géo prima-
ria no DNA genémico.

Também & possivel definir uma janela de cerca de 100 bp do sitio de reconheci-
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mento de enzima de restrigdo primaria afim de identificar sondas ideais préximas de cada
sitio de restrigdo.

Em modalidades adicionais da presente invengdo, o conjunto de sondas é comple-
mentar a sequéncia que € menos que 300 bp de cada um dos sitios de reconhecimento de
enzima de restrigdo primaria no DNA genémico, complementar & sequéncia que esta entre
200 e 300 bp de cada um dos sitios de reconhecimento de enzima de restricdo primaria no
DNA gendmico e/ou complementar @ sequéncia que esta entre 100 e 200 bp de cada um
dos sitios de reconhecimento de enzima de restrigdo primaria no DNA gendmico.

Em modalidades adicionais da presente invengéo, o conjunto de sondas é comple-
mentar a sequéncia que esta de 0 a 300 bp de cada um dos sitios de reconhecimento de
enzima de restricdo primaria no DNA genémico, complementar a sequéncia que esta entre 0
a 200 bp de cada um dos sitios de reconhecimento de enzima de restricdo primaria no DNA
gendmico e/ou complementar a sequéncia que esta entre 0 to 100 bp de cada um dos sitios
de reconhecimento de enzima de restricdo primaria no DNA gendmico (por exemplo, cerca
de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 ou 90 bp de cada um dos sitios de reconhecimento de en-
zima de restrigdo primaria no DNA gendmico).

Podem ainda ser desenhadas duas ou mais sondas que sdo capazes de hibridizar
na sequéncia adjacente a cada sitio de reconhecimento de enzima de restrigdo primaria no
DNA gendémico.

As sondas podem sobrepor-se, ou sobrepdem-se parcialmente. Se as sondas so-
brep6em-se, entdo a sobreposigéo € preferivelmente menos que 10 nucleotideos.

'Fragmentos de PCR que representam os primeiros 1-300 nucleotideos (por exem-
plo, 1-20, 1-40, 1-60, 1-80, 1- 100, 1-120, 1-140, 1-160, 1-180, 1-200, 1-220, 1-240, 1-260
ou 1-280 nucleotideos) que flanqueiam cada sitio de reconhecimento de enzima de restricéo
primaria também podem ser usados.

Fragmentos de PCR também podem ser usados como sondas que correspondem
exatamente a cada sitio gendmico que ¢é flanqueado pelo sitio de reconhecimento de enzima
de restrigdo primaria e o primeiro sitio de reconhecimento de enzima de restricdo vizinho do
segundo. Dessa maneira, a sequéncia de sonda pode corresponder a toda a sequéncia ou
parte dela entre cada‘um dos sitios de reconhecimento de enzima de restricdo primaria e
cada um dos primeiros sitios de reconhecimento de enzima de restrigido secundaria vizi-
nhos.

Tipicamente, as sondas, arranjo de sondas ou conjunto de sondas ser&o imobiliza-
dos em um suporte. Os suportes (por exemplo, suportes sélidos) podem ser feitos de uma
variedade de materiais, tais como vidro, silica, plastico, nailon ou nitrocelulose. Os suportes

séo preferivelmente rigidos e tém uma superficie plana. Os suportes tém tipicamente cerca

de 1-10.000.000 regides enderegaveis espacialmente discretas, ou células. Suportes com
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cerca de 10-1.000.000 ou cerca de 100-100.000 ou cerca de 1.000-100.000 células s&o co-
muns. A densidade de células é tipicamente pelo menos cerca de 1.000, 10.000, 100.000 ou
1.000.000 células em um centimetro quadrado. Em alguns suportes, todas as células séo
ocupadas por misturas agrupadas de sondas ou um conjunto de sondas. Em outros supor-
tes, algumas células sdo ocupadas por misturas agrupadas de sondas ou um conjunto de
sondas, e outras células sdo ocupadas, pelo menos no grau de pureza obtenivel por méto-
dos de sintese, por um Unico tipo de oligonucleotideo.

Preferivelmente, o arranjo aqui descrito compreende mais que uma sonda por sitio
de reconhecimento de enzima de restricdo primaria que, no caso de uma enzima de restri-
¢éo que corta de 6 bp, ocorre, por exemplo, aproximadamente 750.000 vezes por genoma
humano ou de camundongo.

Para uma enzima de restricdo que reconhece uma sequéncia de reconhecimento >
6 bp, um arranjo Unico de cerca de 2 x 750.000 sondas pode ser usado para cobrir, por e-
xemplo, o genoma humano ou de camundongo completo, com 1 sonda em cada lado de
cada sitio de restricao.

Em um desenho do arranjo preferido, o nimero total de moléculas de sonda de
uma dada sequéncia de nucleotideos presente no arranjo esta em grande excesso nos
fragmentos homodlogos presentes na amostra 4C a ser hibridizada em tal arranjo. Dada a
natureza da tecnologia 4C, os fragmentos que representam as regides gendmicas préximas

a sequéncia de nucleotideos analisada no molde de cromatina linear estard em grande ex-

_cesso na amostra de hibridizagdo 4C (descrita na figura 2). Para obter informacé&o quantitati-

va sobre eficiéncias de hibridizagdo de tais fragmentos abundantes, pode ser necessario
reduzir a quantidade de amostra a ser hibridizada e/ou aumentar o niumero de moléculas de
uma dada sonda de sequéncia de oligonucleotideos no arranjo.

Assim, para a detecgdo de elementos de DNA regulatérios que colocam frequente-
mente em contato, por exemplo, um elemento promotor de gene, pode ser necessario usar
um arranjo com sondas que representam apenas a regido gendmica selecionada (por e-
xemplo, cerca de 0,5-10 Mb), mas com cada sonda exclusiva presente em multiplas (por
exemplo, cerca de 100, 200, 1.000) posigdes no arranjo. Tais desenhos também podem ser
preferidos com propésitos diagnosticos de detectar rearranjos genémicos locais (por exem-
plo, em cerca de 10 Mb), tais como delegdes, inversdes, duplicagbes, etc., ao redor de um
sitio (por exemplo, gene de interesse).

O arranjo pode compreender cerca de 3 x 750.000 sondas, 4 x 750.000 sondas, 5 x
750.000 sondas, ou preferivelmente, 6 x 750.000 sondas. Mais preferivelmente, o arranjo
compreende 6 x 750.000 sondas com 2, 3, 4, 5, 6, 7 ou 8 ou mais sondas em cada lado de
cada sitio de restrigdo. Acima de tudo preferivelmente, o arranjo compreende 6 x 750.000

sondas com 3 sondas em cada lado de cada sitio de restri¢cdo.
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Arranjos de sondas ou conjuntos de sondas podem ser sintetizado de uma maneira
etapa por etapa em um suporte ou podem ser anexados na forma pré-sintetizada. Um méto-
do de sintese é VLSIPS.TM. (descrito em US 5.143.854 e EP 476,014), que implica o uso da
luz para direcionar a sintese de sondas de oligonucleotideo em arranjos de alta densidade
miniaturizados. Algoritmos para desenho de méascaras para reduzir o niamero de ciclos de
sintese sdo descritos em US 5.571.639 e US. 5.593.839. Os arranjos também podem ser
sintetizados em uma maneira combinatéria liberando monémeros para as células de um
suporte por caminhos de fluxo limitados mecanicamente, descritos em EP 624,059. Os ar-
ranjos também pode ser sintetizados apontando reagentes em um suporte usando uma im-
pressora jato de tinta (ver, por exemplo, EP 728.520).

No contexto da presente invengéo, os termos "substancialmente um conjunto de
sondas" e "substancialmente o arranjo de sondas" significam que o conjunto ou o arranjo de
sondas compreende pelo menos cerca de 50, 60, 70, 80, 90, 95, 96, 97, 98 ou 99% do con-
junto ou arranjo total ou completo de sondas. Preferivelmente, o conjunto ou o arranjo de
sondas & um conjunto de sondas total ou completo (isto &, 100%).

Em uma modalidade preferida, o arranjo compreende uma sonda exclusiva Unica
por lado de cada sitio de reconhecimento de enzima de restricdo primaria que esta presente
em um dado genoma. Se este nimero de sondas excede o numero de sondas que pode
estar contido em um arranjo Gnico, o arranjo pode preferivelmente conter ainda uma repre-
sentacdo do genoma completo de uma dada espécie, mas em resolugéo menor, por exem-
plo, com uma de cada 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 10%, 10°, 10* etc. sondas da maneira ordena-
da no molde do cromossomo linear presente no arranjo. Tais arranjos que cobrem o genoma
completo humano, ou outro, em resolug@o subideal podem ser preferidos com relagéo a ar-
ranjos de alta resolugdo que cobrem parte do mesmo genoma, por exemplo, em casos onde
observa-se parceiros de translocacéo.

Preferiveimente, a representacéo do genoma completo de uma dada espécie menor
resolugdo é obtida por sondas no arranjo em que cada qual representa um unico fragmento
de restrigdo obtido apds a digestdo com uma enzima de restrigdo primaria. Preferivelmente,
isto & obtido desconsiderando cada segunda, terceira, quarta, quinta, sexta, sétima, oitava,
nona, décima, vigésima, trigésima, quadragésima, quinquagésima, sexagésima, septuagé-
sima; octogésima, nonagésima, ou uma centésima sonda, etc. (por exemplo, segunda a
centésima sonda) que hibridiza no mesmo fragmento de restricéo.

Preferivelmente, a representagédo do genoma completo de uma dada espécie em
menor resolucdo compreende sondas que s&o distribuidas igualmente ao longo dos moldes
lineares do cromossomo. Preferivelmente, isto é obtido desconsiderando uma ou mais son-

das nestas regides gendémicas que mostram maior densidade de sonda.
Hibridizac&o
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A palavra "hibridizagdo" da maneira aqui usada, pode incluir "o processo pelo qual
uma fita de acido nucléico se liga a uma fita complementar através do pareamento de ba-
ses", bem como o processo de amplificagdo da maneira realizada, por exemplo, em tecnolo-
gias da reagdo em cadeia da polimerase (PCR).

Sequéncias de nucleotideos capazes de hibridizagdo seletiva serdo em geral pelo
menos 75%, preferivelmente pelo menos 85 ou 90% e mais preferivelmente pelo menos
95% ou 98% homologas a sequéncia de nucleotideos complementar correspondente com
relacdo a uma regido de pelo menos 20, preferivelmente pelo menos 25 ou 30, por exemplo,
pelo menos 40, 60 ou 100 ou mais nucleotideos contiguos.

"Hibridizagéo especifica" refere-se a ligagdo, duplexagédo ou hibridizagédo de uma
molécula apenas em um sequéncia particular de nucleotideos em condigGes rigorosas (por
exemplo, 65 °C e 0,1xSSC {1xSSC = NaCl 0,15 M, citrato de Na 0,015 M pH 7,0}). Condi-
¢des rigorosas séo condigbes em que uma sonda hibridizard em sua sequéncia alvo, mas
em nenhuma das outras sequéncias. Condigdes rigorosas sdo dependentes de sequéncia e
s3o diferentes em circunstancias diferentes. Sequéncias maiores hibridizam especificamente
em temperaturas maiores. Em geral, condigbes rigorosas s&o selecionadas entre cerca de 5
°C abaixo do ponto de fusdo (Tm) para a sequéncia especifica em uma concentragéo iGnica
e pH definidos. O Tm é a temperatura (em concentragéo iénica, pH, e concentragéo de aci-
do nucléico definidos) na qual 50% das sondas complementares a uma sequéncia alvo hi-
bridizam na sequéncia alvo em equilibrio. (Uma vez que as sequéncias alvos estdo em geral
presentes em excesso, em Tm, 50% das sondas s&o ocupadas em equilibrio). Tipicamente,
condicdes rigorosas incluem uma concentragdo de sal de pelo menos cerca de concentra-
cao ibnica de Na 0,01 a 1,0 M (ou outros sais) em pH 7,0 a 8,3 e a temperatura é pelo me-
nos cerca de 30 °C para sondas curtas. Condigdes rigorosas também podem ser atingidas
com a adi¢do de agentes desestabilizantes, tais como formamida ou sais de amoénio de te-
tra-alquila.

Da maneira a ser entendida pelos versados na técnica, uma hibridizag&o de rigor
maxima pode ser usada para identificar ou detectar sequéncias de nucleotideos idénticas
enquanto uma hibridizag&o de rigor intermediario (ou baixa) pode ser usada para identificar
ou detectar sequéncias de polinucleotideos similares ou relacionados.

Também sdo descritos métodos para a hibridizagdo de arranjos de sondas em se-
quéncias de nucleotideos marcadas ou ndo marcadas. As condi¢gdes de reacédo de hibridiza-
¢éo particulares podem ser controladas-para alterar hibridizagdo (por exemplo, aumento ou
diminuicdo do rigor de ligagéo de sonda/alvo). Por exemplo, temperatura da reacgéao, concen-
tracdes de anions e cations, adigdo de detergentes e similares, podem todos alterar as ca-

racteristicas de hibridizac&o de sondas de arranjo e moléculas alvos.
Freguéncia de interagéo
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A guantificagdo de frequéncias de ligacdo de fragmentos de restrigdo fornece uma
medida de suas frequéncias de reticulagdo. Adequadamente, isto pode ser atingido usando
PCR da maneira usada na tecnologia 3C convencional descrita por Splinter et al. (2004)
(supra). Resumidamente, a formagdo de produtos de PCR pode ser medida varrendo as
intensidades de sinal apds a separagdo em géis de agarose corados com brometo de etidio,
usando um imageador Typhoon 9200 (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA). Adequadamen-
te, diversos controles sdo usados para a interpretagdo correta de dados também descritos
em Splinter et al. (2004) (supra).

Uma vez que, a tecnologia 4C aqui descrita proporciona a analise de alto desem-
penho da frequéncia de interagdo de duas ou mais sequéncias de nucleotideos no espaco
nuclear, é preferivel que as frequéncias de ligacdo de fragmentos de restrigdo sejam quanti-
ficadas usando os arranjos aqui descritos.

Para quantificagdo, sinais obtidos de uma amostra 4C podem ser normalizados em
sinais obtidos para uma amostra controle. A(s) amostra(s) 4C e amostra(s) controle(s) serdo
marcadas com marcadores diferentes e discerniveis (por exemplo, corantes) e serdo simul-
taneamente hibridizadas no arranjo. A(s) amostra(s) controle(s) conter&o tipicamente todos
os fragmentos de DNA (isto ¢, todas as segundas sequéncias de nucleotideos potenciais
gue foram ligadas na primeira sequéncia de nucleotideos (alvo)) em quantidades equimola-
res e, para excluir uma tendéncia na eficiéncia da hibridizacéo, elas devem ser similares em
tamanho a(s) segunda(s) seduéncia(s) de nucleotideos(s). Assim, o molde controle contera
tipicamente DNA gendmico (do mesmo fundo genético, uma vez que é usado para obter o
molde 4C), digerido tanto com a enzima de restricdo primaria quanto a secundaria e marca-
do pelo mesmo método (por exemplo, iniciagdo aleatéria) como o molde 4C. Tal molde con-
trole torna possivel corrigir as diferengas sonda a sonda na eficiéncia da hibridizagéo. A
normalizagdo de sinais de arranjo 4C para controlar sinais de arranjo torna possivel expres-
sar resultados em termos de enriquecimento com relagdo a eventos aleatérios.

O molde marcado 4C pode ainda ser hibridizada em um arranjo com ou sem uma
amostra controle diferencialmente marcada e com ou sem uma ou mais outros moldes 4C
diferencialmente marcados. Outros moldes 4C podem nao estar relacionados a este molde
4C, por exemplo, eles podem ser obtidos de tecido diferente e/ou obtidos com um conjunto
diferente de iniciadores de PCR inversa. Por exemplo, o primeiro molde 4C pode ser materi-
al de paciente e o segundo molde 4C pode ser obtido de um sujeito saudavel ou de uma

amostra controle.

Dados os padrées de hibridizagdo notaveis que sdo esperados para rearranjos ge-
néticos, nem sempre serd necessario comparar sujeitos doentes com sujeitos saudaveis.
Dessa maneira, multiplos moldes 4C (por exemplo, dois ou mais), cada qual interrogando
um locus diferente do mesmo paciente ou sujeito, podem ser hibridizados em um arranjo
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(por exemplo, um ou mais).

Os moldes 4C podem ser diferencialmente marcados (por exemplo, com hibridiza-
¢do de duas ou multicores) e/ou podem ser identicamente marcados no caso em que tais
loci residem normalmente em cromassomos diferentes ou no mesmo cromossomo em uma
distancia longe o suficiente para sobreposigdo minima entre sinais de interagdo DNA-DNA.
Como um exemplo, material de um sujeito com leucemia de célula T pode ser processado
para obter moldes 4C para TCRa/ § (marcado em uma cor, a fim de detectar translocagdes),
e MLL, TALI, HOXIl e LMO2 (cada qual marcado na mesma segunda cor, a fim de detectar
outros rearranjos genéticos). Estes cinco moldes 4C podem ser hibridizados em um arranjo,
que permitira a analise simultanea em mudiltiplos loci para um rearranjo gendmico associado
a doenga.

Para a quantificacdo de frequéncias de interagdo, intensidades de sinal absolutas
ou razbes com relagdo & amostra controle também podem ser considerados. Além do mais,
sinais de sondas adjacentes no molde do cromossomo linear podem ser usados para identi-
ficar regides cromossémicas interagentes. Tal informagéo posicional & analisada preferivel-
mente ordenando as sondas no molde do cromossomo linear e analisando as intensidades
de sinal absolutas ou razdes com relagdo a sinais de molde controle, por abordagens de
janela corrediga, usando, por exemplo, média corrida ou abordagens de média corrida.

A frequéncia de interagdo de uma ou mais sequéncia de nucleotideos alvo com
uma ou mais sequéncias de nucleotideos de interesse (por exemplo, um ou mais loci gend-
micos) obtida de acordo com os métodos aqui descritos, pode ser usada para reconstruir
partes, ou nha integra, mapas cromossémicos lineares e identificar rearranjos gendmicos
equilibrados e desequilibrados que ocorreram nos cromossomos € entre os mesmos, em
gue tais rearranjos sao indicativos de um traco ou doenga.

Método de ensaio

Em um aspecto adicional da presente invengao, é fornecido um método de ensaio
para identificar um ou mais agentes que modulam uma interagédo DNA-DNA.

Da maneira aqui usada, a palavra "modular” refere-se a prevenir, diminuir, suprimir,
restaurar, elevar, aumentar ou de outra forma afetar a interagdo DNA-DNA.

Em alguns casos, pode ser desejavel avaliar dois ou mais agentes juntos para uso
na modulagdo da interagdo DNA-DNA. Nestes casos, os ensaios podem ser facilmente mo-

dificados adicionando tal agente(s) adicional(s) tanto simultaneamente quanto subsequen-

temente ao primeiro agente.

O método da presente invengdo também pode ser uma triagem, por meio da qual
inimeros agentes séo testados para modular a atividade da interagdo DNA-DNA.
Espera-se que os métodos de ensaio da presente invengéo sejam adequados tanto

para triagem em pequena escala quanto em grande escala de agentes, bem como em en-
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saios quantitativos.

Usos médicos de tais agentes terapéuticos estdo no escopo da presente invengéo
bem como os préprios programas de desenvolvimento de medicamento e composigdes far-
macéuticas compreendendo tais agentes. Um programa de desenvolvimento de medica-
mento, por exemplo, pode envolver preparar um agente identificado ou identificavel pelos
métodos aqui descritos, modificando-o opcionalmente (por exemplo, modificando sua estru-
tura e/ou fornecendo uma composicdo inédita compreendendo a dita fracdo) e realizando
estudos adicionais (por exemplo, estudos de toxicidade e /ou estudos na atividade, estrutura
ou fungéo). Experiéncias podem ser realizadas em animais ndo humanos e podem eventu-
almente ser realizadas em humanos. Tais experiéncias incluirdo em geral determinar o(s)
efeito(s) de niveis de dosagem diferentes. Os programas de desenvolvimento de medica-
mento podem utilizar computadores para analisar fragdes identificadas trinado (por exemplo,
para prognosticar estrutura e/ou fungdo, para identificar possiveis agonistas ou antagonis-
tas, para pesquisar fragbes que podem ter estruturas ou fungdes similares, etc.).

TESTE DE DIAGNOSTICO

Atualmente, varios rearranjos gendmicos permanecem dificeis de detectar pelas

técnicas molecular-citogénicas disponiveis. Embora a técnica de hibridizagdo gendmica
comparativa de arranjo (arranjo-CGH) seja uma técnica recém desenvolvida para a detec-
¢do de amplificagdo cromossémica e/ou delegdes com uma resolugdo de 35 a 300 Kb, esta
técnica ndo é adequada para detectar translocagbes equilibradas e inversdes cromossomi-
cas. Por outro lado, cariotipagem espectral (SKY) ou cariotipagem convencional é frequen-
temente realizada no material do paciente para a detecgéo de translocagdes cromossdmicas
bem como mudangas numeéricas, mas a resolugdo para definir translocagéo dos pontos de
quebra é baixa, normalmente 10 a 50 Mb e 5 a 10 Mb, respectivamente. Consequentemen-
te, resultados obtidos por ambos métodos e especialmente SKY levardo a experimentos de
validagbes demorados e de muita méo de obra do tipo hibridizagéo in situ de fluorescéncia
(FISH) e estratégias de clonagem de ponto de quebra molecular.

Tecnologia 4C envolve um procedimento que pode detectar quaisquer rearranjos
cromossémicos com base nas frequéncias de interagdo mudadas entre as sequéncias de
DNA fisicamente ligadas. Tecnologia 4C é portanto usada para a identifica¢do de (recorren-
te) rearranjos cromossdmicos para a maioria de malignidade/ma formacdes congénitas mul-

tiplas humanas ou retardamento mental. Uma vantagem importante de tecnologia 4C € que

 ela permite o mapeamento muito preciso do ponto de quebra de uma regido de apenas di-

versos milhares de pares de base. Uma outra vantagem de tecnologia 4C & que nao € exigi-
do nenhum conhecimento anterior na posigdo exata do ponto de quebra, uma vez que os
pontos de quebra serdo detectaveis mesmo quando a sequéncia 4C-isca for localizada 1 a 5

Mb distante do ponto de quebra. Isto tem também a vantagem de que a mesma sequéncia
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isca pode ser usada para a detecgdo de rearranjos cromossdmicos especificos cobrindo
areas de ponto de quebra grandes. O mapeamento preciso de rearranjos gendmicos pela
tecnologia 4C facilitardo enormemente a identificagdo de doengas de base de gene(s) ex-
presso(s) aberrantemente ou distlrbios genéticos, que contribuirdo de forma muito importan-
te para. um melhor entendimento das correlagbes genétipo-fenétipo, ajudardo na tomada de
decisdo do tratamento e adicionardo importante informagéo de prognéstico.

Em uma modalidade da presente invengao, a fim de fornecer uma base para o di-
agnostico ou prognéstico de doenga, sdo estabelecidos valores normais ou padrdes de um
sujeito. Isto pode ser realizado testando amostras tiradas de sujeitos normais - tais como
animais ou humanos. A frequéncia da interagdo DNA-DNA pode ser quantificada comparan-
do-a com uma série de diluicdo de controles positivos. Entdo, valores padrbes obtidos de
amostras normais podem ser comparados com valores obtidos de amostras de sujeitos afe-
tados ou potencialmente afetados por uma doenga ou um disturbio. Desvio entre valores
padrbes e do sujeito estabelece a presenca da condigdo da doenca.

Tais ensaios de diagnéstico podem ser talhados para avaliar a eficacia de um regi-
me de tratamento terapéutico particular e podem ser usados em estudos de animal, em ex-
periéncias clinicas, ou no monitoramento do tratamento de um paciente individual. A fim de
fornecer uma base para o diagndstico de doenga, um perfil normal ou padrdo para a intera-
¢do DNA-DNA pode ser estabelecido. Os valores padrbes obtidos de amostras normais po-
dem ser comparados com os valores obtidos de amostras de sujeitos potencialmente afeta-
dos por um distirbio ou doenga. O desvio entre valores padrdes e o sujeito estabelece a
presencga da condigdo da doenga. Se a doenga for estabelecida, um agente terapéutico exis-
tente pode ser administrado, e perfil ou valores do tratamento podem ser gerados. Finalmen-
te, o método pode ser repetido em uma base regular para avaliar se os valores progridem a
favor ou contra para o modelo normal ou padréo. Perfis de tratamento sucessivo podem ser
usados para mostrar a eficacia de tratamento durante um periodo de diversos dias ou diver-
SOS meses.

Tecnologia 4C detecta precisamente pelo menos 5 Mb de DNA gendmico ligado em
cis com a sequéncia de nucleotideos que é analisada (ver Figura 2-3 e 5). Vantajosamente,
a tecnologia 4C pode ser usada para detectar qualquer aberragdo gendmica que € acompa-
nhada por uma mudanca na separacgédo do sitio gendmico entre sequéncias rearranjadas e
uma sequéncia 4C (isca) de escolha. Tal mudanga pode ser, por exemplo, um aumento ou
diminuicdo na separagédo do sitio gendmico ou pode ser uma subrepresentagéo (como em
delecgdes) ou sobrerepresentagdo (como em duplicagdes) de sequéncias proximais (por e-
xemplo, até ou maior que 15 Mb) na sequéncia 4C (isca). Tipicamente, tais aberragdes ou
rearranjos gendmicos sdo uma causa ou sdo associadas com doengas - tais como cancer
(por exemplo, leucemia) e outras doengas genéricas ou congénitas da maneira aqui descri-
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ta.

Aberragbes genéticas (por exemplo, aberragdes gendmicas ou cromossomicas -
tais como aberracdes gendmicas ou cromossémicas equilibradas e/ou ou n&o equilibradas)
incluem, mas sem limitagBes, rearranjos, translocagdes, inversdes, inser¢des, delegbes e
outras mutagdes de acido nucléico (por exemplo, cromossomos) e também perdas ou ga-
nhos de parte ou todos os cromossomos. Eles sdo uma causa que leva a distarbios genéti-
cos ou doencas, incluindo distarbios congénitos e doengas adquiridas - tais como maligni-
dades. Em quaisquer rearranjos, dois cromossomos diferentes sdo envolvidos. Desta manei-
ra, genes (ou fragmentos de genes) sdo removidos do contexto fisiolégico normal de um
cromossomo particular e séo localizados em um cromossomo do recipiente, adjacente a
genes ndo relacionados ou fragmentos de genes (frequentemente oncogenes ou proto-
oncogenes).

Malignidades podem incluir leucemias agudas, linfomas malignos e tumores soli-
dos. Exemplos ndo limitantes de alteragdes sdo t(14;18) que ocorre frequentemente em
NHL; %(12;21) que é frequentemente encontrado em precursor-B-ALL infantil; e a presenca
de 1Ig23 (MLL (leucemia mieldide-linféide ou leucemia de linhagem misturada) gene) aberra-

gOes em leucemias agudas.

O gene MLL na regido do cromossomd 1lg23 é envolvido em diversas translocacoes
tanto em ALL quanto em leucemias mieldides agudas (AML). Até hoje, pelo menos dez ge-
nes parceiros foram identificados. Algumas dessas translocagdes, - tais como (4;11)
(921;923), t(11;19) (q23;p13) e t(1;11) (p32;923), oCorrem predominantemente em ALL, on-
de como outros, do tipo t(1;11) (q21;g23), t(2;11) (p21;923), t(6;11) (q27;923) e (9;11)
(p22;q23) sdao mais frequentemente observados em AML. Rearranjos que envolvem a regido
lg23 ocorrem muito frequentemente em leucemias agudas infantis (em torno de 60 a 70 %),
e com uma extensdo muito menor em leucemias infantis e de adultos (cada qual em torno
de 5 %).

Rearranjos em malignidades linféides envolvem frequentemente genes Ig ou TCR.
Exemplos incluem os trés tipos de translocagdes (1(8;14), 1(2;8), e 1(8;22)) que séo encontra-
dos em linfomas de Burkitt, em que o gene MYC é acoplado em segmentos de gene Ig de
cadeia pesada Ig (IGH), kappa lg (IGK), ou lambda Ig (IGL), respectivamente. Um outro tipo
comum de translocacéo nesta categoria é #(14;18) (q32;q21) que s&o observados em cerca
de 90 % de linfomas foliculares, um dos principais tipos de NHL. Nesta translocagéo, o gene
BCL2 & rearranjado nas regides no locus IGH dentro ou adjacente aos segmentos do gene
JH. O resultado desta aberragdo do cromossomo é o sobre-espressdo da proteina BCLZ2,
que exerce um papel como um fator de sobrevivéncia no controle de crescimento inibindo a
morte celular programada.

O gene BCL2 consiste em trés exons, mas estes sdo espalhados em uma grande
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area. Desses, o ultimo exon codifica uma grande regigo 3' ndo traduzida (3' UTR). Este UTR
3' € uma das duas regides nas quais muitos pontos de quebra t(14;18) s&o agrupados ¢ €
chamado a "regido de ponto de quebra principal”; a outra regido de ponto de quebra envol-
vida em translocagdes t(14;18), é localizada 20 a 30 kb a jusante do locus BCL2 e € chama-

da a "regido de agrupamento secundario”. Uma terceira area de ponto de quebra de BCL2,

- 0 VCR (regido de agrupamento variante), é localizada no lado 5’ do locus BCL2 e esta entre

outros envolvidos em translocagdes variantes, isto €, t(2;18) e 1(18;22), na qual os segmen-
tos IGK e IGL do gene sdo os genes parceiros.

Assim, a titulo de exemplo, a tecnologia 4C pode ser aplicada para a triagem de
material do paciente para aberragées genéticas proximas ou em loci que foram escolhidos
com base na sua frequente associagdo com um dado fenétipo clinico. Exemplos ndo limitan-
tes adicionais de tal loci s&o AML1, MLL, MYC, BCL, BCR, ABL1, imunogiobulina loci, LYL1,
TAL1, TAL2, LMO2, TCRa/é, TCRE, HOX e outro loci em varias leucemias linfoblasticas.

Vantajosamente, se suspeita-se de uma aberracdo genética, a tecnologia 4C pode
ser aplicada como a primeira e (Unica triagem para verificar e mapear a presenga da aberra-
¢ao da maneira aqui explicada.

Detecgéo de rearranjos gendbmicos

Em uma modalidade particularmente preferida da presente invengdo, os métodos
aqui descritos podem ser usados para a detecgao de rearranjos genémicos.

Atualmente, rearranjos gendmicos - tais como pontos de quebra de translocagéo -
sdo muito dificeis para detectar. Por exemplo, hibridizagdo genémica comparativa (CGH)
micro- arranjos pode detectar diversos tipos de rearranjos mas falta detectar translocagées.

Se a translocagéo € suspeita em um paciente mas cromossomos parceiros sdo desconheci-

- dos, cariotipagem espectral (SKY) pode ser realizada para encontrar parceiros de transloca-

¢80 e obter uma estimativa aproximada de localizagdo de ponto de quebra. Entretanto, a
resolugédo € muito fraca (norma‘lmente ndo superior a ~ 50 Mb) e mapeamento fino adicional
(que tanto é demorado quanto caro) € normalmente exigido. Isto € normalmente feito usan-
do Hibridizagso in situ de fluorescéncia (FISH), que novamente fornece resolugao limitada.
Usando FISH, pontos de quebra podem ser localizados na regido +/-50 kb em resolugéo
maxima.

Frequéncias de interacdo de DNA-DNA s3o basicamente uma fungéo da separagdo
do sitio gendmico, isto &, frequéncias de interagcdo de DNA-DNA s&o inversamente propor-
cionais a distancia linear (em kilobases) entre dois loci de DNA presentes no mesmo molde
de DNA fisico (Dekker et al., 2002). Assim, uma translocagdo, que cria um ou mais moldes
de DNA fisico inéditos, € acompanhada por interagdes DNA-DNA alteradas préximas aos
pontos de quebra, e isto pode ser medido pela tecnologia 4C. Doengas com base em trans-
locagdes sdo tipicamente causadas por interagdes DNA-DNA aberrantes, as translocagéo €
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o resultado da ligacao fisica (interagéo) de bragos do cromossomo quebrados (DNA).

Consequentemente, para a detecgdo de translocagdes, a tecnologia 4C pode ser
usada para identificar aquelas interagées DNA-DNA que s&o diferentes entre os sujeitos
doentes e ndo doentes.

A titulo de exemplo, a tecnologia 4C pode ser aplicada para a triagem de material
do paciente para loci préximo a translocagdes que foram escolhidos com base em sua fre-
quente associagdo com um dado fenétipo clinico da maneira aqui descrita.

Se houver suspeita de translocagdo em um paciente, mas 0s cromossomos parcei-
ros forem desconhecidos, um mapeamento inicial pode ser realizado usando métodos atu-
almente disponiveis similares a cariotipagem espectral (SKY). Isto pode identificar os parcei-
ros de translocagdo e fornecer uma estimativa muito grosseira de localizagéo de ponto de
quebra (normalmente resolugdo nédo superior a ~ 50 Mb). Tecnologia 4C pode entdo ser
aplicada, usando sequéncias ‘isca’ nesta regido localizada por exemplo, em cada 2 Mb, 5
Mb, 10 Mb, 20 Mb (ou outros intervalos da maneira aqui descrita) para mapear bem o ponto
de quebra e identificar, por exemplo, o(s) gene(s) que deixam de ser expressos em decor-
réncia da translocagao.

Tipicamente, uma translocagéo sera identificada por meio de uma transigéo abrupta
de frequéncias baixas para altas de interagdo em um cromossomo sem ser aquela contendo
a sequéncia 4C-isca, ou em outro lugar haquele mesmo cromossomo.

Em uma modalidade preferida, a amostra do sujeito € em um estado pré-maligno.

Em uma modalidade preferida, a amostra do sujeito consiste em amniécitos cultiva-
dos ou néo cultivados obtidos por aminocentese para diagnéstico pré-natal.

Em um desenho de arranjo preferido, sondas apresentadas em um arranjo simples
representam o genoma completo de uma dada espécie em resolugdo méxima. Assim, arran-
jos para detectar translocagdes e similares por tecnologia 4C, contém sondas da maneira
aqui descrita complementares para cada lado de cada sitio de reconhecimento de enzima
de restrigdo primario no genoma de uma dada espécie (por exemplo, humano).

Em um outro projeto preferido, sondas apresentadas em um arranjo simples repre-
sentam o genoma completo de uma dada espécie, mas ndo em resolugdo maxima. Assim,
arranjos para detectar translocagdes e similares pela tecnologia 4C contém sondas da ma-
neira aqui descrita que sdo complementares apenas para um lado de cada sitio de reconhe-
cimento de enzima de restricdo primario no genoma de uma dada espécie (por exemplo,
humano). o

Em um outro projeto preferido, sondas apresentadas em um arranjo simples repre-
sentam o genoma completo de uma dada espécie, mas ndo em resolugdo maxima. Assim,
arranjos para detectar translocacdes, delegdes, inversdes, duplicagcdes e outros rearranjos

gendmicos pela tecnologia 4C contém sondas da maneira aqui descrita que sdo comple-



*

10

15

20

25

30

35

62

mentares para um lado de cada outro sitio de reconhecimento de enzima de restricéo prima-
rio da maneira ordenada ao longo do molde linear do genoma de uma dada espécie (por
exemplo, humano).

Assim, arranjos para detectar translocagdes, delegdes, inversdes, duplicagdes e ou-
tros rearranjos gendmicos pela tecnologia 4C contém sondas da maneira aqui descrita, que
cada qual representa um fragmento de restrigdo simples da maneira obtida apds digestédo
com uma enzima de restrigdo primaria. Preferivelmente, isto é obtido ignorando cada se-
gunda, terceira, quarta, quinta, sexta, sétima, oitava, nona, décima, vigésima, trigésima,
quadragésima, quinquagésima, sexagésima, septuagésima, octagésima, nonagésima, ou
centésima, etc. sonda que hibridiza no mesmo fragmento de restrigdo. Arranjos para detec-
tar translocacgdes, delegdes, inversdes, duplicagdes e outros rearranjos genémicos pela tec-
nologia 4C podem conter sondas da maneira aqui descrita que s&o distribuidas igualmente
ao longo dos moldes do cromossomo linear. Preferivelmente, isto € obtido ignorando uma ou
mais sondas nestas regies genémicas que apresenta densidade de sonda mais alta.

Em um outro projeto preferido, sondas apresentadas em um arranjo simples repre-
sentam o genoma completo de uma dada espécie, mas ndo em resolugcéo maxima. Assim,
arranjos para detectar translocacdes, deleces, inversdes, duplicagbes e outros rearranjos
gendmicos pela tecnologia 4C, contém sondas da maneira aqui descrita complementares
para um lado de cada terceiro, quarto, quinto, sexto, sétimo, oitavo, nono, décimo, vigésimo,
trigésimo, quadragésimo, quinquagésimo, sexagésimo, septuagésimo, octagésimo, nonagé-
simo, ou centésimo, etc. sitio de reconhecimento de enzima de restrigéo primario da manei-
ra ordenada ao longo do molde linear do genoma de uma dada espécie (por exemplo, hu-
mano). Arranjos para detectar translocagdes, delegdes, inversdes, duplicagées e outros re-
arranjos gendmicos pela tecnologia 4C podem conter sondas da maneira aqui descrita, que
representam o genoma completo, mas com uma sonda simples a cada 100 kilobases. Arran-
jos para detectar translocagdes, delegdes, inversoes, duplicagoes e outros rearranjos genb-
micos pela tecnologia 4C podem conter sondas da maneira aqui descrita que representam
cada sitio de reconhecimento de enzima de restrigdo primario simples no genoma que pode
ser representado por uma sequéncia de sonda exclusiva.

Em um outro desenho de arranjo preferido, sabe-se que sondas da maneira aqui
descrita em um arranjo simples representam regides gendémicas de um dado tamanho - tais
como cerca de 50 kb, 100 kb, 200 kb, 300 kb, 400 kb, 500 kb, 1 Mb, 2 Mb, 3 Mb, 4 Mb, 5
Mb, 6 Mb, 7 Mb, 8 Mb, 9 Mb ou 10 Mb - (por exemplo, cerca de 50 kb- 10 Mb) em torno de
todo loci estdo envolvidas em translocacbes, delecdes, inversdes, duplicagbes e outros rear-
ranjos genémicos.

Em um outro desenho de arranjo preferido, sabe-se que sondas da maneira aqui

descrita em um arranjo simples representam regides genémicas de um dado tamanho - tais
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como cerca de 50 kb, 100 kb, 200 kb, 300 kb, 400 kb, 500 kb, 1 Mb, 2 Mb5 3 Mb, 4 Mb, 5
Mb, 6 Mb, 7 Mb, 8 Mb, 9 Mb ou 10 Mb - (por exemplo, cerca de 50 kb- 10 Mb) em torno de
uma triagem de loci estdo envolvidas em translocagées, delegdes, inversdes, duplicagbes e
outros rearranjos gendmicos. SelegSes podem ser feitas em critério educado, por exemplo,
elas podem representar apenas os loci que séo implicados em um dado tipo de doenga.

Em um outro desenho de arranjo preferido, sondas da maneira aqui descrita em um
arranjo simples representam uma regido gendmica de interesse de, por exemplo, 100 kb,
200 kb, 300 kb, 400 kb, 500 kb, 600 kb, 700 kb, 800 kb, 900 kb, 1 Mb, 2 Mb, 3 Mb, 4 Mb, 5
Mb, 6 Mb, 7 Mb, 8 Mb, 9 Mb, 10 Mb, 20 Mb, 30 Mb, 40 Mb, 50 Mb, 60 Mb, 70 Mb, 80 Mb, 90
Mb, ou 100 Mb (por exemplo, 100 kb- 10 Mb) (parte de) um cromossomo ou multiplos cro-
mossomos, com cada sonda senda representada multiplas vezes (por exemplo, 10, 100,
1000) para permitir medigdes quantitativas de intensidades de sinal de hibridizagéo em cada
sequéncia de sonda.

Em um projeto experimental preferido, ao sequéncia 4C (isca) é cerca de 0 kb, 10
kb, 20 kb, 30 kb, 40 kb, 50 kb, 100 kb, 200 kb, 300 kb, 400 kb, 500 kb, 1 Mb, 2 Mb, 3 Mb, 4
Mb, 5 Mb, 6 Mb, 7 Mb, 8 Mb, 9 Mb 10 Mb, HMb, 12Mb, 13Mb, 14Mb ou 15 Mb (por exemplo,
cerca de 0 a 15 Mb) ou mais da sequéncia rearranjada real (isto é, ponto de quebra no caso

"de uma translocagao).

Em uma hibridizacdo preferida, dois moldes 4C marcados diferencialmente, obtidos
com uma sequéncia (4C isca) de um sujeito doente e ndo doente s&o hibridizados simulta-
neamente no mesmo arranjo. Diferencas nas interagdées DNA-DNA permitem a detecgéo do
ponto de quebra em cis (no mesmo cromossomo como o 4C-isca) e em trans (no parceiro
de translocagéo). |

Em uma hibridizacdo preferida, multiplos moldes 4C marcados diferencialmente,
obtidos com uma sequéncia (4C isca) de sujeitos doentes e ndo doentes sdo hibridizados
simultaneamente no mesmo arranjo. Diferencas nas interagdes DNA-DNA permite a detec-
¢do do ponto de quebra em cis (N0 mesmo cromossomo como o 4C-isca) e em trans (no
parceiro de translocagéo).

Vantajosamente, andlise de mdltiplas cores, em vez de cores duplas em micro-
arranjos pode ser utilizada permitindo a hibridizag&o simultdnea de mais que duas amostras
em um arranjo simples. Consequentemente, hibridizagdo de muitiplas cores pode ser usada
na tecnologia 4C.

Em uma hibridizagdo preferida, multiplos moldes 4C marcados diferencialmente,
obtidos com uma sequéncia (4C isca) de sujeitos doentes e um molde 4C marcado diferen-
cialmente e um sujeito ndo doente sdo hibridizados simultaneamente no mesmo arranjo.
Diferengas nas interagdes DNA-DNA permitem a detecgdo do ponto de guebra em cis (no

mesmo cromossomo como o 4C-isca) e em trans (no parceiro de translocag&o).
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Em uma outra hibridizagdo preferida, dois moldes 4C mafcados diferencialmente do
mesmo sujeito ndo doente, obtidos com duas diferentes sequéncias (4C-iscas) que cada
gual representa um outro parceiro de translocagéo possivel, sdo hibridizados simultanea-
mente no mesmo arranjo. Agrupamentos de sinais de hibridizagdo fortes observados no
molde linear de cromossomos néo relacionados com o cromossomo carregam a sequéncia
de interesse (4C-isca) identificardio o cromossomo parceiro de translocagdo e o ponto de
quebra no parceiro de translocagao.

Em uma outra hibridizagcdo preferida, multiplos moldes 4C marcados diferencial-
mente do mesmo sujeito ndo doente, obtidos com multiplas sequéncias diferentes (4C-iscas)
que cada qual representa um outro parceiro de translocagéo possivel, s&o hibridizados si-
multaneamente no mesmo arranjo. Agrupamentos de sinais de hibridizagdo fortes observa-
dos no molde linear de cromossomos n&o relacionados com o cromossomo carregam a se-
quéncia de interesse (4C-isca) identificardo o cromossomo parceiro de translocagdo e seu
ponto de quebra para a sequéncia de interesse.

Material usado para a detecg¢do de translocagées, delegdes, inversdes, duplicagbes
e outros rearranjos gendmicos pela fecnologia 4C pode ser obtido por reticulagéo (e proces-
samento adicional, da maneira descrita) de células vivas e/ou células mortas e/ou lisatos
nucleares e/ou cromatina isolada etc. (da maneira aqui descrita) de sujeitos doentes e/ou
nao doentes.

Detecgéo de inversbes

Inversdes (por exemplo, inversdes equilibradas) ndo podem ser detectadas por mé-
todos - tais como Técnicas de hibridizagdo gendmica comparativas - mas pode ser detecta-
das pela tecnologia 4C particularmente quando a inversdo (equilibrada) é préxima (por e-
xemplo, até cerca de 1 a 15 Mb ou mais) da sequéncia 4C (isca).

Deteccdo de inversdes (equilibradas) é baseada na identificagdo daquelas intera-
¢des DNA-DNA que foram diferentes entre o sujeito doente e o n&o doentes. InversGes mu-
dardo a posigdo relativa (em kilobases) no molde de DNA fisico de todas as sequéncias
(mas a maioria centralmente localizada) da regido rearranjada medido contra uma sequén-
cia préoxima do mesmo cromossomo que € considerada a sequéncia 4C (isca). Uma vez que
frequéncias de interacdo de DNA-DNA s&o inversamente relacionadas a separagéo do sitio
gendmico, sujeitos doentes dardo padrdes invertidos de intensidades de hibridizagdo para
todas as sondas localizadas na regido gendmica rearranjada, comparado com um sujeito
ndo doente. Assim, a tecnologia 4C permite a identificagdo de posi¢cdo e tamanho de inver-
sdes (equilibradas).

De acordo com este aspecto da presente invengdo, um desenho de arranjo consa-
grado preferido compreende sondas em um arranjo simples representando regides genomi-
cas de um dado tamanho - tais como cerca de 50 kb, 100 kb, 200 kb, 300 kb, 400 kb, 500
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kb, 1 Mb, 2 Mb, 3 Mb, 4 Mb, 5 Mb, 6 Mb, 6 Mb, 7 Mb, 8 Mb, 9 Mb ou 10 Mb) (por exemplo,
50 kb- 10 Mb) em torno do locus no qual suspeita-se da inversdo ou outro rearranjo.

Em um outro desenho de arranjo consagrado preferido, sondas em um arranjo sim-
ples representam regides genémicas de um dado tamanho (50 kb, 100 kb, 200 kb, 300 kb,
400 kb, 500 kb, 1 Mb, 2 Mb, etc.) em torno do locus no qual suspeita-se da invers&o ou outro
rearranjo. Para analise quantitativa de confianga de intensidades de sinal, a quantidade de
sonda presente no arranjo é tipicamente em grande excesso para a quantidade de cognatos
de fragmentos que séo hibridizados no arranjo. Portanto, pode ser necessario ter cada son-
da presente multiplas vezes (por exemplo, 10, 20, 50, 100, 1000 vezes, etc.) no arranjo. A-
lém do mais, pode ser necessario titular a quantidade de molde que deve ser hibridizada no
arranjo.

Detecgdo de delegbes

Detecgédo de delegdes é baseada em identificar aquelas interagcbes DNA-DNA que
foram diferentes entre os sujeitos doentes e ndo doentes. Delegbes resultardo na auséncia
de interacées de DNA com uma sequéncia 4C (isca) localizada préximo a regido deletada
(por exemplo, cercade 1,2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11,12, 13, 14 0u 15 Mb ou mais). Isto po-
de resultar na auséncia completa de sinais de hibridizagéo para todas as sondas localizada
na regido rearranjada se a delegéo for presente em ambos alelos (homozigoto), ou uma re-
dugdo para sujeitos doentes versus ndo doentes de intensidades de sinal se a delegéo for
presente em apenas um alelo (heterozigoto). Delegéo resulta em mais sequéncias distais na
proximidade imediata no molde de DNA fisico para a sequéncia 4C (isca) analisada, que
resultara em sinais de hibridizagédo mais fortes para sondas localizadas diretamente além da
regido deletada.

Deteccédo de duplicagdo(s)

Detecgdo de duplicagdo ¢ tipicamente baseada em identificar aquelas interagbes
DNA-DNA que sdo diferentes entre sujeitos doentes e ndo doentes. As sondas na regiéo
duplicada mostrardo maiores sinais de hibridizagdo com uma sequéncia 4C (isca) localizada
préximo a regido rearranjada (por exemplo, cercade 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14 ou 15 Mb ou mais), comparado com os sinais de um sujeito ndo doente de controle. Son-
das além da regido duplicada s&o adicionalmente distantes da sequéncia 4C e consequen-
temente, apresentardo maiores sinais de hibridizagdo comparados com os sinais de um su-
jeito ndo doente de controle.

Preferivelmente, um aumento ou uma diminuigdo na frequéncia de interagéo DNA-
DNA para a amostra do sujeito comparado com o controle € indicativo de uma duplicagio ou
insercgéo.

Preferivelmente, um aumento na frequéncia de interagcdo DNA-DNA para a amostra

do sujeito comparado com o controle e/ou uma redugéo na frequéncia de interagéo DNA-
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DNA para regides mais distantes € indicativo de uma duplicagéo ou insergao.

Diagnédstico Pré-natal

Vantajosamente, a tecnologia 4C pode também ser usada em diagnéstico pre-
natal. :

Acido nucléico pode ser obtido de um feto usando varios métodos que s&o conheci-
dos na tecnologia. A titulo de exemplo, amniocentese pode ser usado para obter fluido am-
nidtico do qual células fetais em suspensdo sdo extraidas e cultivadas por diversos dias
(Mercier & Bresson (1995) Ann. Gnt., 38, 151-157). Acido nucléico das células pode ser en-
tdo extraido. A coleta de chorial villi pode tornar possivel dispensar a etapa de cultura e evi-
tar a coleta de fluido amni6tico. Estas técnicas podem ser aplicadas anteriormente (até 7
semanas de gestagdo para a coleta de chorial villi e 13 a 14 semanas para amniocentese),
mas com um risco ligeiramente maior de aborto.

Uma coleta direta de sangue fetal no nivel do corddo umbilical pode também ser
usada para obter acido nucléico, mas exige tipicamente uma equipe de clinicos especializa-
dos nesta técnica (Dormer et al. (1996) Fetal Diagn. T‘her., 10, 192-199).

Vantajosamente, as aberracdes genéticas (por exemplo, aberragdes gendmicas ou
cromossémicas) - tais como rearranjos, translocagées, inversoes, insefgées, delegbes e ou-
tras mutagdes em cromossomos e acido nucléico - podem ser detectadas neste estagio.

Preferivelmente, as aberragcdes genéticas (por exemplo, aberragbes gendmicas ou
cromossomicas) - tais como rearranjos, translocagdes, inversdes, insergdes, delegbes e ou-
tras mutagées em cromossomos 21, 18, 13, X ou Y e também perdas ou ganhos de parte ou
todos cromossomos 21, 18, 13, X ou Y podem ser detectadas uma vez que estes s&o os
cromossomos nos quais a maioria de aberragdes ocorrem no feto.

Determinacéo de sitios de integragdo genémica

A tecnologia 4C também permite a determinac&o de sitios de integragdo gendmica
de virus e transgenes, etc., também quando miultiplas copias séo inseridas em diferentes
posi¢cdes no genoma (da maneira descrita na Figura 3).

Predisposicdo determinante de adquirir certas translocagbes

Vantajosamente, a tecnologia 4C pode também ser aplicada a sujeitos néo doentes
para medir o ambiente gendmico de loci frequentemente envolvido em aberragées genéti-
cas. Desta maneira, é possivel determinar a predisposigdo de o sujeito adquirir certas aber-
racdes genéticas.

Assim, além dos usos médicos aqui descritos, a presente invengdo pode ser usada
em diagnéstico.

4C multiplex

A presente invengdo permite a andlise simultanea da frequéncia de interagbes de

multiplas sequéncias de nucleotideos alvos com uma ou mais sequéncias de nucleotideos
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de interesse. Amplificagéo pode ser obtida usando multiplex PCR. Tais métodos permitem
uma triagem ndo tendenciosa para rearranjos gendmicos equilibrados e néo equilibrados
isto &, translocagdes, inversdes, delegdes e duplicagdes que podem ter ocorrido em qual-
quer lugar no genoma. Os métodos podem ser usados para identificar pontos de quebra de
rearranjos em resolugdo muito alta, tipicamente em vinte kilobases (em média 5 kb). O mé-
todo pode ser usado em aplicagbes de diagnéstico da maneira apresentada a seguir, por
exemplo, diagnéstico pré-natal, diagndstico pds-natal e para a andlise de tumor e outras
amostras doentes para identificar doencas de base de rearranjos gendmicos ou sujeitos com
predisposicdo a doenga. Sequéncias de nucleotideos amplificadas de interesse podem ser
analisadas em microarranjos 4C feitos sob medida (da maneira descrita anteriormente), ou
em micro-arranjos de ladrilhamentos gendmicos, ou por sequenciamento da maneira aqui
adicionalmente descrita.

A triagem simulténea de rearranjos em mdltiplos loci conhecidos por ser associados
com uma doenga. _

Para muitas doencas, sindromes ou fenétipos, multiplas alteragbes de DNA causa-
tivas possiveis sdo conhecidas e os sujeitos precisam ser classificados para identificar o
exato rearranjo basico da doenga/sindrome/fenétipo. Por exemplo, no caso de rearranjos de
leucemias linfoblasticas que envolvem AML1, MLL, MYC, BCL, BCR, ABL, imunoglobulina
loci, LYL1, TAL1, TAL2, TCRa/é, TCRRB, HOX e possivelmente outro loci frequentemente
fundamentam a doenga; a tecnologia 4C pode ser aplicada para identificar qual locus e rear-
ranjo sdo envolvidos em um paciente com a dada doenga.

Nesta modalidade, a tecnologia 4C é direcionada a cada um dos loci de interesse.
Cada locus pode ser analisado separadamente, mas multiplos loci podem também ser anali-
sados simultaneamente em um arranjo simples. Assim, uma triagem 4C pode envolver a
amplificacdo de PCR (inversa) de elementos de DNA interagindo com uma ou mais sequén-
cias de nucleotideos alvos proximas, cada qual dos loci que necessita ser anélisado para
rearranjos. Sequéncias alvos em, ou proximas, a esses loci sdo escolhidas com base no
critério aqui mencionado.

A amplificagdo de sequéncias de nucleotideos de interesse pode ser realizada se-
paradamente para cada sequéncia de nucleotideos alvo, ou pode ser realizada simultanea-
mente em um volume de reagéo por PCR multiplex (inversa). Prefere-se o Gltimo nos casos
quando sequéncias de nucleotideos de interesse interagindo com diferentes sequéncias de
nucleotideos alvos podem ser identicamente marcadas sem comprometer a analise. Isto
pode ser o caso, por exemplo, quando loci sdo localizados em cromossomos diferentes ou
quando loci s&o localizados no mesmo cromossomo a uma distancia grande o bastante para
a sobreposigdo minima entre sinais de interagdo DNA-DNA, ou nos casos quando a sobre-

posigdo entre as interagdes DNA-DNA amplificada de diferentes sequéncias de nucleotideos
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alvos ndo interfere com a detec¢do de rearranjos gendémicos.

A amplificagdo de sequéncias de nucleotideos de interesse interagindo com diferen-
tes sequéncias de nucleotideos alvos é preferivelmente realizada separadamente quando
cada conjunto de interacdes DNA-DNA precisa ser marcado diferentemente ou quando a
eficiéncia de amplificag@o de conjuntos de iniciador de PCR inversa interfere um no outro.

Sequéncias diferencialmente ou identicamente marcadas de interesse interagindo
com as varias sequéncias de nucleotideos alvos sdo hibridizadas em micro-arranjos simples
ou multiplos contendo sondas representando o genoma completo (por exemplo, arranjos ou
arranjos de ladrilhamento de alta densidade) ou uma parte selecionada do genoma, da ma-
neira descrita anteriormente. Sinais de hibridizagdo serdo comparados aos obtidos com uma
amostra controle, onde ufn aumento ou diminuicdo nas frequéncias de interagdo de DNA-
DNA medido no teste versus amostra controle é indicativo para um rearranjo de DNA na
amostra teste.

Uma triagem 4C genémica ndo tendencioso para rearranjos em posigdes desco-
nhecidas no genoma.

Em uma segunda modalidade, a tecnologia 4C é aplicada para uma triagem 4C ge-
ndémica ndo tendencioso para identificar rearranjos em uma amostra de um sujeito doente
(ou ndo doente), onde os rearranjos sdo previamente desconhecidos e/ou ocorrem em loca-
lizagdes desconhecidas. Nesta modalidade, as sequéncias alvos ndo podem ser escolhidas
para ficar proximas ao rearranjo. As sequéncias alvos sdo assim néo conhecidas ou suspei-
tas de estarem associadas com a doenga. Ao contrario, elas sdo escolhidas para ser distri-
buidas por todo o genoma ou seg¢do de genoma escolhido, para fornecer assim cobertura
suficiente da cromatina a ser investigada. Preferivelmente, o genoma total € coberto.

Por exemplo, as sequéncias alvos sdo escolhidas de maneira que suas sequéncias
de interagdo de interesse, sendo que maioria as sequéncias diretamente em volta da se-
quéncia alvo (isto &, em 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, ou 45 a 50 Mb da sequéncia alvo) co-
bre completamente, ou uma parte substancial, do genoma ou um cromossomo ou uma parte
de um cromossomo. Isto permitira reconstruir mapas cromossémicos fisicos presentes em
qualquer tipo de sujeito ou célula.

Para que duas sequéncias alvos adjacentes no molde do cromossomo linear te-
nham sequéncias de DNA de interagdo sobrepostas (isto &€, ambientes gehc‘)micos sobrepos-
tos) elas precisam estar, por exemplo, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, ou 50 a 100 Mb lon-
ge uma da outra. Assim, para cobrir o genoma completo (2-3 x 109 bp) com as sequéncias
alvos separadas - sdo exigidas 10 Mb, 200-300 sequéncias alvo. Para cobrir o genoma
completo com as sequéncias alvos separadas ~ 50 Mb, 40 a 60 sequéncias alvos s&o exigi-
das. Em uma ultima modalidade, apenas uma sequéncia alvo por cromossomo € exigida

para cobrir 0 genoma completo.
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Todas as sequéncias de nucleotideos de interesse que interagem com as sequén-
cias alvos sdo amplificadas como em 4C, tanto juntas em um mistura de reagédo simples (ou
um numero limitado de misturas da reagdo) por PCR multiplex (inverso), quanto em reagdes
de PCR separadas (inverso) que podem ser agrupadas posteriormente. Prefere-se PCR
Multiplex nos casos quando as sequéncias de nucleotideos de interesse interagindo com
diferentes sequéncias de nucleotideos alvos podem ser identicamente marcadas sem com-
prometer a analise. A amplificagédo sera feita separadamente para cada sequéncia de nucle-
otideos alvo quando cada conjunto de interagbes DNA-DNA pertencentes a uma dada se-
quéncia alvo precisar ser marcada diferentemente e/ou quando eficiéncia de amplificagdo
dos conjuntos de iniciador de PCR inversa interferir um no outro.

' Identificagdo de rearranjos infracromossémicos tais como dele¢bes, insergbes e
duplicagbes e inversées (equilibradas e nédo equilibradas).

Em uma modalidade preferida, todas as sequéncias de DNA amplificadas interagin-
do com o conjunto de sequéncias alvos de uma amostra teste (por exemplo, uma amostra
do paciente) sdo identicamente marcadas e frequéncias de interagdo amplas do genoma
sdo comparadas com estas de uma amaostra controle (por exemplo, de sujeito saudavel).
Amostras controle e teste podem ser hibridizadas no mesmo arranjo em diferentes cores, ou
elas podem ser hibridizadas nos diferentes arranjos e comparadas. Um aumento ou uma
diminuicdo na frequéncia de interagdo DNA-DNA para a amostra teste comparado com a
amostra controle € indicativo para uma duplicagio/insergdo ou uma delegdo na amostra tes-
te. Pode-se também ser indicativo para uma inversao.

As Figuras 18 e 19 mostram uma delegéo identificada por 4C desta maneira.

Em uma outra modalidade preferida, sequéncias de DNA amplificadas interagindo
com o conjunto de sequéncias alvos de uma amostra teste (por exemplo, amostra do paci-
ente) sdo marcadas em duas cores, com cores alternando para sequéncias alvos que séo
vizinhas no molde do cromossomo linear. Sequéncias alvos vizinhas sdo bastante préoximas
no molde do cromossomo linear para que suas sequéncias de interagdo sejam sobrepostas.
Assim, sequéncias alvos vizinhas podem estar, por exemplo, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45
a 50 Mb longe uma da outra. Um projeto experimental como esse impede que rearranjos
faltem em virtude de sinais de hibridizagcdo saturados préximos a uma dada sequéncia alvo.
As frequéncias de interagdo amplas do genoma sdo comparadas com as de uma amostra
controle (por exemplo, de sujeito saudavel). Amostras controle e teste podem ser diferenci-
almente marcadas e hibridizadas no mesmo arranjo, ou elas podem ser hibridizadas em
diferentes arranjos e comparadas. Um aumento ou uma diminuigdo na frequéncia de intera-
cdo DNA-DNA para a amostra teste comparada com a amostra controle é indicativo para um
duplicag&o/insergdo ou uma delegdo na amostra teste. Pode-se também ser indicativo de

uma inversao.
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Uma analise 4C subsequente direcionada a sequéncias alvos que flanqueiam ou fi-
cam dentro da parte rearranjada do genoma pode ser realizada para identificar inversdes.
Um padrio inverso de sinais de hibridizagdo comparado a amostra controle identifica a in-
versdo na amostra teste. Isto esta descrito na Figura 20.

Em uma modalidade preferida adicional, sequéncias de nucleotideos de interesse
interagindo com diferentes sequéncias alvos justapostas no molde do cromossomo s&o
marcadas com diferentes corantes. Rearranjos sdo detectados pelo aparecimento aparéncia
ou desaparecimento de sinais de DNA interagentes na amostra do paciente comparado com
a amostra controle. Isto esta descrito nas Figuras 21 a 23.

Identificagédo de translocagdes equilibradas e ndo equilibradas.

Em uma modalidade preferida adicional, multiplos corantes s&o disponiveis (por e-
xemplo, 48 corantes) e cada cromossomo é marcado com dois corantes exclusivos que séo
usados de maneira que os corantes alternados entre sequéncias alvos que s&o vizinhos no
molde do cromossomo linear. Todos os fragmentos de DNA podem ser hibridizados juntos
com um arranjo contendo sondas representando o genoma completo. A identificacdo de
interagdes DNA-DNA entre cromossomos que ocorrem na amostras teste mas ndo nas a-
mostras controle sao indicativos de uma translocagéo e identifica os dois cromossomos rear-
ranjados. A transigdo de sinais baixos para altos em um cromossomo né&o relacionado identi-
fica o sitio de reconhecimento de enzima de restrigdo primario préximo ao ponto de quebra
do DNA.

Se translocagdes forem equilibrédas, cada um dos dois corantes especificos para
cromossomo deve dar sinais de hibridizagéo fortes em um conjunto mutuamente exclusivo
de sondas diretamente vizinhas umas das outras no molde linear do cromossomo néo rela-
cionado. O ponto de quebra neste cromossomo n&o relacionado é localizado entre os dois
conjuntos de sondas mostrando sinais positivos de hibridizag&o. Ver Figura 24.

Quando testados em uma amostra do paciente que envolve uma translocagéo cro-
mossomo 1:cromossomo 7, os resultados mostrados na Figura 25 séo obtidos. Nesta amos-
tra particular as sequéncias alvos no arranjo representado uma triagem de sequéncias loca-
lizada préximas aos to sitios Hindlll (ver anteriormente para a derivagéo de sequéncias al-
VO).

Se as translocacdes ocorrerem com perda de DNA nos pontos de quebra (isto &,
translocagdes ndo equilibradas), cada um dos dois corantes especificos para cromossomo
dardo sinais de hibridizacdo fortes em um conjunto mutuamente exclusivo de sondas no
cromossomo nao relacionado que ndo é diretamente vizinho um do outro no molde linear do
cromossomo nao relacionado. As sondas localizadas no cromossomo néo relacionado entre
os dois conjuntos de sondas apresentando interagdes DNA-DNA intercromossémicas repre-

sentam a regido gendmica que foi perdida. A maioria sondas externas desta regido marca
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os sitios de restricdo préximos aos pontos de quebra no cromossomo néo relacionado (ver
Figura 26).

Quando testados em uma amostra do paciente que envolve uma translocagéo cro-
mossomo 4:cromossomo 7 com uma quantidade desconhecida de DNA deletado no ponto
de quebra, os resultados mostrados na Figura 27 sdo obtidos. Nesta amostra particular as
sequéncias alvos no arranjo novamente representaram uma triagem de sequéncias localiza-
das préximas aos sitios Hindlll. Os resultados mostram que tanto a translocagdo quanto a
delegéo sdo detectadas (aproximadamente 2 Mb).

Ainda em uma modalidade preferida adicional, multiplos corantes (por exemplo, 24
corantes) sdo disponiveis e usados para marcar diferencialmente cada cromossomo (Figura
28). Assim, todas as sequéncias de DNA que interagem com as sequéncias alvos presentes
no mesmo cromossomo sdo marcados identicamente e diferentes daqueles localizados em
outros cromossomos. A identificacdo de interagdes DNA-DNA entre cromossomos que ocor-
rem em amostras teste mas ndo em amostras controle s&o indicativos de uma translocagéo
e identifica os dois cromossomos rearranjados.

Uma anadlise 4C subsequente direcionada especificamente para os cromossomos
envolvidos na translocacdo permite a identiﬁcagéo de pontos de quebra. Aqui, um ou cada
um cromossomo & marcado com dois corantes exclusivos que s&o usados de maneira que
eles alternem entre fragmentos de DNA interagindo com as sequéncias alvos que vizinhas
no molde do cromossomo linear.

Se as translocacgtes forem equilibradas, cada dos dois corantes especificos para
cromossomo poderao dar sinais de hibridizagdo fortes em um conjunto mutuamente exclusi-
vo de sondas diretamente vizinhas umas das outras no molde linear do cromossomo néo
relacionado. O ponto de quebra deste cromossomo nédo relacionado é localizado em entre
os dois conjuntos de sondas que apresentam sinais positivos de hibridizagao.

Se as translocagdes ocorrerem com perda de DNA nos pontos de quebra (isto €,
translocagdes ndo equilibradas), cada um dos dois corantes especificos para cromossomo
dardo sinais de hibridizagdo fortes em um conjunto mutuamente exclusivo de sondas no
cromossomo néo relacionado que ndo € diretamente vizinho um do outro no molde linear do
cromossomo nao relacionado. As sondas localizadas no cromossomo nao relacionado entre
os dois conjuntos de sondas mostrando interagdes DNA-DNA intercromossémicas represen-
tam a regido gendmica que foi perdida. A maioria das sondas externas desta regido marca
os sitios de restrigdo préximos aos pontos de quebra no cromossomo néo relacionado.

Em uma outra modalidade preferida, menos que 24 corantes s&o disponiveis e ca-
da corante é usado para marcar exclusivamente todos os fragmentos de DNA que interagem
com as sequéncias alvos presentes no mesmo cromossomo. Assim, com 1, 2, 3, 4,6, 8, 10,
12 etc. corantes, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12 etc. cromossomos podem ser exclusivamente mar-
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cados. Fragmentos de DNA marcados pertencentes a cada um desses cromossomos po-
dem ser hibridizados juntos com um arranjo contendo as sondas representando o genoma
completo. A aparéncia de sinais de hibridizagéo representando interagdbes DNA-DNA em um
cromossomo hao relacionado identifica este cromossomo como um parceiro de transloca-
¢édo. Uma analise 4C subsequente direcionada especificamente para os cromossomos en-
volvidos na translocagédo permite a identificagdo de pontos de quebra (da maneira descrita
anteriormente).

Em uma outra modalidade preferida, menos que 48 corantes sdo disponiveis e ca-
da cromossomo € marcado com dois corantes exclusivos que sdo usados de maneira que
eles alternem entre os fragmentos de DNA interagindo com as sequéncias alvos que vizi-
nhas no molde do cromossomo linear. Assim, com 2, 4, 6, 8, 10, 12,14, 16, 18, 20, 22, 24
etc. corantes 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12 etc. cromossomos podem ser exclusivamente
marcados. Todos os fragmentos de DNA podem ser hibridizados juntos com um arranjo con-
tendo as sondas representando o genoma completo. Sinais de hibridizagdo em um cromos-
somo né&o relacionado representam interagdes DNA-DNA inter- cromossdmicas e identificam
este cromossomo como um parceiro de translocagdo. A transigcdo dos sinais baixos para
altos em um cromossomo nao relacionado identifica o sitio de reconhecimento de enzima de
restricdo primario préximo ao ponto de quebra do DNA.

Ainda em uma modalidade preferida adicional, menos que 48 corantes sdo disponi-
veis e cada cromossomb € marcado com mais que dois corantes exclusivos que sdo usados
de maneira que eles alternem entre os fragmentos de DNA interagindo com as sequéncias
alvos que vizinhas no molde do cromossomo linear. Todos os_fragmentos de DNA podem
ser hibridizados juntos com um arranjo contendo as sondas representando o genoma com-
pleto. Sinais de hibridizagdo em um cromossomo néo relacionado representam interagtes
DNA-DNA intercromossémicas e identificam este cromossomo como um parceiro de trans-
locacdo. A transicdo dos sinais baixos para altos em um cromossomo néo relacionado iden-
tifica o sitio de reconhecimento de enzima de restrigdo primario préximo ao ponto de quebra
do DNA. »

Como identificar outros pontos de quebra de translocagéo

Os pontos de quebra identificados em um cromossomo de acordo com quaisquer
das estratégias supramencionadas podem ser usados subsequentemente para identificar os
pontos de quebra no cromossomo parceiro de translocacgéo. Isto pode ser feito, por exem-
plo, por meio de sequenciamento de produtos obtidos através de PCR de longo alcance nas
Juncdes de DNA ou PCR mediado por ligagdo (LM) ou PCR inversa em circulos de DNA
criados por digestédo e religacdo de enzima de restrigdo de DNA gendmico (n&do reticulado),
usando iniciadores especificos para o cromossomo que I1é nas sequéncias do outro cromos-

sSomo.
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Em uma modalidade preferida, cada uma das classificagdes supramencionadas pa-
ra rearranjos gendmicos pode ser seguida por um experimento 4C dedicados direcionados
contra as sequéncias alvos préximas candidatas aos pontos de quebra para identifica-las de
forma inequivoca como tal.

Aspectos dos métodos descritos anteriormente para a detecgéo de diferentes tipos
de rearranjos genémicos podem ser combinados para classificar simultaneamente o geno-
ma para sua ocorréncia.

Se arranjos de ladrilhamento gendmicos forem usados em vez de arranjos 4C, tran-
sicdes em intensidades de sinal para sondas justapostas no molde do cromossomo linear
qgue sdo observados em paciente, mas ndo no controle, amostras, indicam a posicdo de
pontos de quebra associados com um rearranjo gendmico (em vez do sitio de reconheci-
mento de enzima de restricdo primario préximo ao ponto de quebra do DNA).

Sequenciamento

Sequenciamento de DNA de alta produgdo prometem tornar uma alternativa dispo-
nivel e mais quantitativa para micro-arranjos para analisar grandes coleg¢des de sequéncias
de DNA. Exemplos de abordagens de sequenciamento de alta produgdo sdo listados em
E.Y. Chan, Mutation Reseach 573 (2005) 13-40 e incluem, mas sem limitagdes, abordagens
de sequenciamento de termo préximas tais como abordagens de extensdo do ciclo, aborda-
gens de leitura polimerase e sequenciamento exonuclease, abordagens de sequenciamento
revolucionarias tais como varredura de DNA e sequenciamento nanoporo e analise linear
direta. Exemplos de métodos de sequenciamento atual de alta produgdo séo (pi-
ro)sequenciamento 454, método de sequenciamento de Solexa Genoma Analysis System,
Agencourt SOLID (Biosistemas aplicados), sequenciamento MS-PET (Ng ef al., 2006, http
//nar . oxfordjournals.org/cgi/content/full/34/ 12/e84) .

Sequenciamento pode substituir hibridizagdo do arranjo em anélise de alta produ-
¢éo dos resultados de 4C e outro abordado com base em detecg¢do de interagdes gendmi-
cas. A frequéncia de ocorréncia de uma sequéncia € indicativa da frequéncia de associagao
no genoma, ve pode ser analisada da mesma maneira que os resultados de hibridizac&o s&o
analisados anteriormente.

Sequenciamento é realizado no molde da maneira fornecida pelas etapas a-g, des-
critas na reivindicacdo 1. Alternativamente, o sequenciamento pode ser realizado nos produ-
tos de PCR obtidos por métodos da maneira descrita por Lomvardas et al., Cell 126, 403-
413, July 28, 2006 ou por Ling et al., Science 312, 14 April 2006, 269-272. ,

Sequenciamento é iniciado de uma ou ambas extremidades dos produtos de PCR.
Ambas extremidades do produto de PCR consistem em sequéncias de nucleotideos de
composigdes de nucleotideo conhecidas, com pelo menos uma extremidade sendo sequén-

cia de nucleotideos alvo, e flanqueia uma sequéncia de nucleotideos de interesse que foi
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interagida e ligada as sequéncia de nucleotideos alvo. Dependendo do método de sequen-
ciamento usado, adaptadores podem precisar ser adicionados a uma ou ambas extremida-
des dos produtos de PCR. Adaptadores podem ser sequéncias de oligonucleotideo exigidos
para o método de sequenciamento de interesse, que pode ou ndo conter fragdes, por exem-
plo, que permitam que elas sejam capturadas. Adaptadores podem ser ligados aos produtos
de PCR diretamente ou apés tornar as extremidades dos produtos de PCR rombas. Alterna-

tivamente, conjuntos iniciador de PCR, da maneira usada em etapa g (reivindicagdo 1), po-

- dem conter projegdes que representam sequéncias de adaptadores ou podem conter proje-

¢bes que introduzem sitios de clivagem de enzima de restrigdo que pode ser usada para
ligagdo subsequente de adaptadores especificos ou néo especificos para cada extremidade
do produto de PCR.

Em experimentos 4C que ajuda identificar as sequéncias de DNA interagindo com
uma sequéncia alvo de nucleotideo simples, sequenciamento precisa ler através do evento
de ligagdo primaria (etapa c¢) e/ou o evento de ligagdo secundaria (etapa f) de maneira que
informacéo de sequéncia suficiente seja obtida para identificar as sequéncias de nucleoti-
déos de interesse. Tipicamente, isto exige o sequenciamento e identificagdo de trechos de
minimamente 8-30 nucleotideos além da jungéo de ligagdo na sequéncia de nucleotideos de
interesse (ver figura 28). ,

No sequenciamento 4C multiplex precisa-se ler no evento de ligagdo primaria (eta-
pa c) €/ou no evento de ligagdo secundaria (etapa f) de maneira que informacé&o de sequén-
cia suficiente seja obtida para identificar tanto a sequéncia de nucleotideos alvo quanto a
sequéncia de nucleotideos de interesse que juntas formam o produto de ligagdo. Tipicamen-
te, isto exige o sequenciamento e identificagdo de trechos de 8-30 nucleotideos em cada
lado da juncéo de ligagéo. A identificagdo da sequéncia de nucleotideos alvo fornecera cada
produto de ligagdo com um “endereco domiciliar”. Iniciadores usados na etapa g que hibridi-
zam na sequéncia de nucleotideos alvo precisam ser localizados a uma distdncia da jungé&o
de ligacdo primaria e secundaria que seja grande o bastante para o sequenciamento identi-

ficar de forma inequivoca este “enderego domiciliar”. Dependendo do método de sequenci-

‘amento, esta distancia pode ser minimamente 0, 10, 20 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ou 100

nucleotideos longe da juncéo de ligagdo.

Em 4C uniplex e multiplex, quando os produtos de PCR consistem em uma se-
quéncia de nucleotideos de interesse flanqueados em cada lado pelas sequéncias de nucle-
otideos alvo, a leitura de uma extremidade do produto de PCR através da jungéo de ligagéo
primaria, e leitura da outra extremidade do produto de PCR através da jungéo de ligagéo
secundaria, fornece a mesma informagé&o. Assim, as sequéncias obtidas de um lado do pro-
duto de PCR sdo suficientes para a andlise de interacdes DNA-DNA. Sequéncias obtidas do

outro lado do produto de PCR podem ser usadas para complementar ou para verificar os
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dados. Ver Figura 29.

A iniciagcdo das sequéncia de reagles ideais pode ser feita usando os iniciadores
padrdes rotineiramente usados pelas plataformas de sequenciamento de alta produgéo res-
pectivas. Ela pode também ser feita com iniciadores de sequenciamento customizados que
sobrepdem parciaimente ou completamente os iniciadores de PCR inversa usados para am-
plificar as sequéncias capturadas por uma dada sequéncia alvo. Isto impediria a releitura da
sequéncia de iniciador de PCR inversa total e permitiria a leitura de mais nucleotideos do
fragmento capturado, que portanto podem ser identificados mais facilmente e mapeados no
genoma. Estes iniciadores de sequenciamento customizados podem entdo também anelar
parciaimente nas sequéncias de adaptadores normalmente usadas como a fita de DNA
complementar ao iniciador de sequenciamento.

Em uma conﬁguragéo multiplex, multiplos iniciadores de sequenciamento que so-
brepdéem tanto com a sequéncia de adaptador quanto com as extremidades externas dos
produtos de DNA arhplificados por PCR inversa podem ser usados simuitaneamente, de
maneira que cada fragmento alvo incluido na analise tenha seu préprio iniciador de sequén-
cia exclusivo. A sobreposigdo com as extremidades externas dos produtos de DNA amplifi-
cados por PCR inversa (isto €, a sequéncia de iniciador de PCR inversa) deve ser de manei-
ra que nucleotideos suficientes da sequéncia alvo sejam ainda disponiveis para sequencia-
mento e de maneira que cada sequéncia alvo (endereco domiciliaf) possa ser identificada de
forma inequivoca. Dependendo da natureza e nGmero de sequéncias alvos analisadas si-
multaneamente, isto significa que em uma modalidade, os iniciadores de sequenciamento
podem hibridizar 1 a 20 nucleotideos longe do sitio de restricdo que forma a jungdo entre a
sequéncia alvo e a sequéncia capturada. A identificagdo de cada combinagéo de sequéncia
alvo e sequéncia capturada pode também ser feita usando sequenciamento di-tag, que for-
nece informacgdo de sequéncia de ambas extremidades de cada fragmento de DNA analisa-
do.

Em uma outra modalidade, os iniciadores de sequenciamento sdo desenhados para
cada sequéncia alvo de maneira que eles sejam préximos aos sitios de reconhecimento de
enzima de restrigdo primarios e/ou secundarios analisados e podem sobrepor parcialmente
ou completamente nos sitios de reconhecimento de enzima de restrigdo primarios e/ou se-
cundarios analisado.

Em uma modalidade, a tecnologia de sequenciamento de alta produgédo usada € o
sequenciamento Solexa (lllumina).

Em uma modalidade, o sequenciamento pode ser direcionado para o lado do sitio
de reconhecimento de enzima de restrigdo primario. Isto pode impedir a leitura de eventos
de ligacédo aleatdrios que ocorrem durante a segunda etapa de ligagao.

Em uma modalidade, sequenciamento pode ser direcionada a o lado do sitio de re-
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conhecimento de enzima de restricdo secundario.

Analise dos dados

Produtos de ligagéo analisados pela tecnologia 4C s&o compostos de um “endereco
domiciliar’ (sequéncia de nucleotideos alvo) e uma sequéncia de nucleotideos interagente
de interesse (“endereco de deslocamento”). No caso de uniplex 4C este “enderego domicili-

z

ar” é conhecido (sendo a uma sequéncia de nucleotideos alvo analisada).

Nos casos de 4C multiplex, o enderego “domiciliar” é identificado comparando ele-
tronicamente a sequéncia de nucleotideos alvo obtida com um biblioteca/base de dados
contendo todas as sequéncias de nucleotideos alvos incluidas na analise. O ‘enderego de
deslocamento’ obtido (isto é, sequéncia de nucleotideos de interesse) € identificado compa-
rando eletronicamente sua sequéncia com um biblioteca/base de dados contendo todos os
fragmentos de DNA gendmico que s&o localizados entre um sitio de reconhecimento de en-
zima de restrigdo primario e secundario de escolha.

Para visualizar os dados e facilitar a analise, em uma modalidade preferida cada

produto de ligagdo sequenciado € tragados graficamente ao longo do molde linear dos cro-

mossomos, na localizagdo gendémica do 'enderego de deslocamento' (sequéncia de nucleo-
tideos de in'teresse). Codigos de cores exclusivas revelam o “enderego domiciliar” de cada
produto de Iigagéo e a frequéncia de detecgdo de cada produto de ligagéo é indicada grafi-
camente. Rearranjos genémicos podem ser detectados dividindo cada frequéncia de intera-
¢do medida em uma amostra (por exemplo, obtida de um paciente) daquelas' medidas na
outra amostra (por exemplo, de sujeito saudavel). Estes valores podem ser colocados i-
gualmente em gréfico ao longo dos moldes do cromossomo linear.

Uma diminuigdo na frequéncia de interagdo DNA-DNA na amostra teste ¢ indicativa
de uma delecdo. Tipicamente, isto coincide com um aumento nas frequéncias de interagéo
de DNA-DNA para sequéncias além do ponto de quebra mais distal medido a partir da se-
quéncia alvo. Um aumento na frequéncia de interagdo DNA-DNA na amostra teste € indica-
tivo de uma duplicagdo. Tipicamente, isto coincide com uma diminuigéo nas frequéncias de
interacdo de DNA-DNA para sequéncias além do ponto de quebra mais distal medido a par-
tir da sequéncia alvo. Uma invers&o na frequéncia de interacdo DNA-DNA na amostra teste
é indicativa de uma inversdo gendmica. A detecgdo de interagdes DNA-DNA através dos
cromossomos é indicativa de uma translocagdo. Os pontos de quebra sdo detectados da
maneira descrita para a andlise de micro-arranjo.
 Biomarcadores

A identificagdo de rearranjos - tais como translocagGes, inverses e delegbes, que

sdo associados com uma doenga permite a identificagdo de biomarcadores que podem ser
usados para diagnosticar a doenga. Por exemplo, sondas de hibridizagao ou iniciadores de

PCR que detectam um dado rearranjo podem ser desenhados e usados para diagnosticar a
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doenga em um paciente. Sondas PCR podem ser desenhadas de acordo com as técnicas
conhecidas na tecnologia, de maneira que uma regido suscetivel para rearranjo em uma
condi¢do da doenga é amplificada usando os iniciadores; a natureza do produto de amplifi-
cagdo sera indicativa da presenga ou auséncia da doenga. Alternativamente, podem ser
desenhadas sondas de hibridizagdo ou iniciadores que hibridizardo exclusivamente na pre-
sencga ou auséncia do rearranjo. Proteinas de fusdo resultantes de rearranjos podem ser
detectadas por técnicas tais como detecgdo de anticorpo com anticorpos desenhados de
acordo com as técnicas conhecidas na tecnologia ou espectrometria de massa.

Sujeiro

O termo "sujeito” inclui mamiferos - tais como animais e humanos.

Agente

O agente pode ser um composto orgénico ou outra substancia quimica. O agente
pode ser um composto, que é obtenivel de ou produzido por qualquer fonte adequada, seja
natural ou artificial. O agente pode ser uma molécula de aminoacido, um polipeptideo, ou
uma substancia quimica derivada destes, ou uma combinagéo destes. O agente pode ainda
ser uma molécula de polinucleotideo - que pode ser uma molécula sentido ou um anti-
sentido, ou um anticorpo, por exemplo, um anticorpo policlonal, um anticorpo monoclonal ou
um anticorpo humanizado monoclonal.

Varias estratégias foram desenvolvidas para produzir anticorpos monoclonais com
carater humano, que desviam o necessario para uma linhagem celular humana de produgéo
de anticorpo. Por exemplo, anticorpos monoclonais de camundongos usados foram "huma-
nizados" ligando regides variaveis de roedor e regides constantes de humano (Winter, G. e
Milstein, C. (1991) Nature 349, 293-299). Isto reduz a imunogenicidade de anticamundongos
humano do anticorpo, mas a imunogenicidade residual é retida em virtude da estrutura da
regido V anterior. Além disso, a especificidade de ligagdo de antigeno & essencialmente a-
quela do doador murino. Enxerto CDR e manipUIagéo da estrutura (EP. 0239400) melhora-
ram e refinaram a manipulagéo do anticorpo até o ponto onde é possivel produzir anticorpos
humanizados murinos que s&o aceitaveis para o uso terapéutico em humanos. Anticorpos
humanizados podem ser obtidos usando outros métodos bem conhecidos na tecnologia (por
exemplo, da maneira descrita em US-A-239400).

Os agentes podem ser anexados a uma entidade (por exemplo, uma molécula or-
ganica) por um ligante que pode ser um ligante bifuncional hidrolisavel.

A entidade pode ser desenhada ou obtida de uma biblioteca de compostos, que po-
dem compreender peptideos, bem como outros compostos, tais como pequenas moléculas
organicas.

A titulo de exemplo, a entidade pode ser uma substancia natural, uma macromolé-

cula biolégica, ou um extrato feito de materiais biolégicos tais como bactéria, fungo, ou célu-
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las ou tecidos de animal (particularmente mamifero), uma molécula organica ou inorganica,
um agente sintético, um agente semi-sintético, um mimético estrutural ou funcional, um pep-
tideo, um peptidomiméticos, um peptideo clivado de uma proteina total, ou um peptideo sin-
tetizado sinteticamente (tais como, a titulo de exemplo, tanto usando um sintetizador de pep-
tideo quanto por técnicas recombinantes ou combinagdes destes, um agente recombinante,
um anticorpo, um agente natural ou um nao natural, uma proteina de fus&o ou equivalente
destes e mutantes, derivados ou combinagdes destes. ,

Tipicamente, a entidade serda um composto orgdnico. Para alguns exemplos, os
compostos organicos compreenderdo dois ou mais grupos hidrocarbila. Aqui, o termo "agru-
pamento hidrocarbila” significa um agrupamento compreendendo pelo menos C e H e pode
compreehder opcionalmente um ou mais outros substituintes adequados. Exemplos de tais
substituintes podem incluir um agrupamento halo-, alcéxi-, nitro-, alquila, um agrupamento
ciclico etc. Além das possibilidades de os substituintes serem um agrupamento ciclico, uma
combinagdo de substituintes pode formar um agrupamento ciclico. Se o agrupamento hidro-
carbila compreender mais que um C, entdo aqueles carbonos ndo precisam necessariamen-
te ser ligados um no outro. Por exemplo, pelo menos dois dos carbonos podem ser ligados
por meio de um elemento ou agrupamento adequado. Assim, o agrupamento hidrocarbila
pode conter heteroatomos. Heteroatomos adequados ficardo aparente aos versados na tec-
nologia que e incluirdo, por exemplo, enxofre, nitrogénio e oxigénio. Para algumas aplica-
¢bes, a entidade preferivelmente compreende pelo menos um agrupamento ciclico. O agru-
pamento ciclico pode ser um agrupamento policiclico, tal como um agrupamento policiclico
ndo fundido. Para algumas aplicagbes, a entidade compreende pelo menos um dos ditos
grupos ciclicos ligados a um outro agrupamento hidrocarbila.

A entidade pode conter grupos halo - tais como grupos fltor, cloro, bromo ou iodo.

A entidade pode conter um ou mais dos grupos alquila, alcéxi, alquenila, alquileno e
alquenileno - que pode ser de cadeia nédo ramificada ou ramificada.

Doenca

Aspectos da presente invengéo podem ser usados para o tratamento e/ou preven-
¢do e/ou diagnéstico e/ou prognéstico de uma doenga - tais como aquelas listadas em WO-
A- 98/09985.

Para facilidade de referéncia, parte desta que lista é agora fornecida: atividade inibi-
téria de macrdfago e/ou inibitdria de célula T e assim, atividade anti-inflamatéria; atividade
anti-imune, isto &, efeitos inibitérios contra uma resposta imune celular e/ou humoral, inclu-
indo uma resposta ndo associada com inflamagéo; doengas associadas com virus e/ou ou-
tro patégenos intracelulares; inibir a capacidade de macréfagos e células T de aderir nos
componentes da matriz extracelular e fibronectina, bem como expresséo do receptor Fas

suprarregulado em células T; inibir reagdo imune e inflamag&o indesejavel incluindo artrite,
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incluindo artrite reumatdide; inflamagdo associada com hipersensibilidade, reagdes alérgi-.
cas, asma, lupus eritematoso sistémico, doengas de colageno e outras doengas autoimunes,
inflamagdo associada com aterosclerose, arteriosclerose, doenga do coragédo aterosclerdti-
co, lesdo de reperfusdo, parada cardiaca, infarto do miocardio, distlrbios inflamatérios vas-
culares, sindrome de dificuldade respiratéria ou outras doengas cardiopulmonares, inflama-
¢ao associada com ulcera péptica, colite ulcerativa e outras doengas do trato gastrintestinal,
fibrose hepatica, cirrose do figado ou outras doengas hepéaticas, tireoidite ou outras doengas
glandulares, glomerulonefrites ou outras doengas renais e urolégicas, otite ou outras doen-
gas otorrino- laringolégica, dermatite ou outras doengas dérmicas, doengas periodontais ou
outras doengas dentais, infertilidade orquite ou epididimoorquite, trauma orquidal ou outras
doengas testiculares relacionadas imunes, disfungdo da placenta, insuficiéncia da placenta,
aborto habitual, eclampsia, pré-eclampsia e outras doengas imune e/ou genicolégica rela-
cionada inflamatodria, uveite posterior, uveite intermediaria, uveite anterior, conjuntivite, corio-
retinite, uveoretinite, neurite dtica, inflamagéo intraocular, por exemplo, retinite ou oedema
macular cistéide, oftalmia simpatética, esclerite, retinite pigmentosa, componentes imunes e
inflamatérios de doenga de fundo degenerativo, componentes inflamatérios de trauma ocu-
lar, inflamacdo ocular causada por infecgao, vitreoretinopatia proliferativa, neuropatia 6tica
de isquemia aguda, cicatriz excessiva, por exemplo, apés a operagédo de filtragdo de glau-
coma, reagdo imune e/ou inflamagdo contra implantes oculares e outras doencgas oftalmicas
inflamatdria relacionadas imunes e inflamagdo associada com doengas ou condigdes ou
distirbios autoimunes onde, tanto no sistema nervoso central (CNS) quanto em qualquer
outro érgdo, supresséo imune e/ou inflamagéo seria benéfica, doenga de Parkinson, compli-
cagao e/ou efeitos colaterais do tratamento de doenga de Parkinson, deméncia complexa
relacionada a AIDS, encefalopatia relacionada a HFIV, doenca de Devic, corea de Syde-
nham, doenga de Alzheimer e outras doencas degenerativas, condigdes ou disttrbios do
CNS, componentes inflamatérios de acidente vascular cerebral, sindrome pés-polio, compo-
nentes imunes e inflamatérios de distlrbios psiquiatricos, mielite, encefalite, pan-encefalite
de esclerose subaguda, encefalomielite, neuropatia aguda, neuropatia subaguda, neuropatia
crénica, sindrome de Guillaim-Barre, corea de Sydenham, miastenia grave, pseudotumor
cerebral, Sindrome de Down, doenga de Huntington, esclerose lateral amiotrofica, compo-
nentes inflamatérios de compresséo de CNS ou trauma do CNS ou infecgSes do CNS, com-

ponentes inflamatérios de atrofias e distrofias musculares, e doengas relacionadas imunes e

inflamatérias, condigbes ou distlrbios dos sistemas nervosos central e periférico, inﬂamagéo
pés-traumatica, choque séptico, doencgas infecciosos, complicagdes inflamatdrias ou efeitos
colaterais de cirurgia, transplante de medula 6ssea ou outras complicagées e/ou efeitos co-
laterais de transplante, complicagbes inflamatoérias e/ou imunes e efeitos colaterais de tera-

pia de gene, por exemplo, em virtude de infecgdo com um veiculo viral, ou inflamagéo asso-
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ciada com AIDS, para suprimir ou inibir uma resposta humoral e/ou imune celular, para tratar
ou melhorar doengas proliferativas de monécito ou leucécito, por exemplo, leucemia, redu-
zindo a quantidade de monécitos ou linfécitos, para a prevengéo e/ou tratamento de rejeigéo
a enxerto no casos de transplante de células naturais ou artificiais, tecido e 6rgéos tais como
cérnea, medula 6ssea, 6rgaos, lentes, marcapassos, tecido de pele natural ou artificial. Dis-
tarbios relacionados a cancer especificos incluem, mas sem limitagdes, tumores sdlidos;
tumores carregados no sangue tais como leucemia; metastase tumoral; tumores benignos,
por exemplo, hemangiomas, neuromas acusticos, neurofibromas, tracoma, e granulomas
piogénicas; artrite reumatéide; psoriase; doengas angiogénicas oculares, por exemplo, reti-
nopatia diabética, retinopatia de pré-maturidade, degeneragdo macular, rejeigéo a enxerto
de coérnea, glaucoma neovascular, fibroplasia retrolental, rubeose; sindrome de Osier- Web-
ber; angiogénese miocardial; neovascularizagéo de placa; telangiectasia; juntas hemofilicas;
angiofibroma; granulagdo de ferida; colaterais corondrias; colaterais cerebrais; mas forma-
¢cbes arteriovenosa; angiogénese de elemento isquémico; glaUcoma neovascular; fibroplasia
retrolental; neovascularizacéo diabética; doengas relacionadas a Helicobacter, fraturas, vas-
culogénese, hematopoiese, ovulagéo, menstruagéo e placentagéo.

Preferivelmente, a doenga é cancer - tais como leucemia linfécita aguda (ALL), leu-
cemia mieldide aguda (AML), cancer adrenocortical, cdncer anal, cancer da bexiga, cancer
sanguineo, cancer 6sseo, tumor cerebral, cadncer de mama, cancer do sistema genital femi-
nino, cancer do genital sistema rhasculino, linfoma do sistema nervoso central, cancer cervi-
cal, rabdomiosarcoma infantil, sarcoma infantil, leucemia linfécita crénica (CLL), leucemia
mieléide crénica (CML), cancer do cblon e retal, cancer célon, cadncer endométrico, sarcoma
endométrico, cancer esofagial, cancer do olho, cancer da vesicula biliar, cancer gastrico,
cancer do trato gastrintestinal, leucemia da célula capilar, cancer da cabeca e pescogo, can-
cer hepatocelular, doenga de Hodgkin, céncer hipofaringeal, sarcoma de Kaposi, cancer do
rim, cancer da laringe, leucemia, cancer do figado, cancer do pulméo, histiocitoma fibroso
maligno, timoma maligno, melanoma, mesotelioma, mieloma muiltiplo, mieloma, cancer da
cavidade nasal e seio paranasal, nasofaringeal céncer, cdncer do sistema nervoso, neuro-
blastoma, linfoma de ndo Hodgkin, cancer da cavidade oral, cancer orofaringeal, osteosar-
coma, cancer do ovario, cancer pancreatico, cancer da paratiredide, cancer do pénis, cancer
da faringe, tumor pituitario, neoplasma de célula plasmatica, linfoma CNS primario, cancer
prostata, cancer retal, sistema respiratorio, retinoblastoma, cancer da glandula salivar, can-
cer de pele, cancer do intestino delgado, sarcoma do tecido macio, cancer de estbmago,
cancer testicular, cancer da tiredide, cadncer do sistema urinario, sarcoma uterino, céncer
vaginal, sistema vascular, macroglobulinemia de Waldenstrom e tumor de Wilms.

Estojos
Os materiais para uso nos métodos da presente invengdo séo idealmente adequa-
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dos para a preparacgéao de estojos.

Um estojo como este pode compreender recipientes, cada qual com um ou mais
dos varios reagentes (tipicamente em forma concentrada) utilizados nos métodos aqui des-
critos, incluindo, por exemplo, uma enzima de restrigdo primaria, uma enzima de restricdo
secundaria, um agente de reticulagdo, uma enzima de ligagdo (por exemplo, uma ligase) e
um agente para reverter a reticulagdo (por exemplo, proteinase K).

Os oligonucleotideos podem também ser fornecidos em recipientes que podem ser
em qualquer forma, por exemplo, liofilizada, ou em solugéo (por exemplo, uma agua destila-
da ou solugado tamponada), etc.

Em um aspecto preferido da presente invengédo, é fornecido um estojo compreen-
dendo um conjunto de sondas da maneira aqui descrita, um arranjo € opcionalmente uma ou
mais marcadores.

‘Um conjunto de instru¢des sera também tipicamente incluido.

Usos

Vantajosamente, a presente invengdo pode ser usada a fim de obter informagéo a
cerca da organizagéo espacial de sequéncias de nucleotideos - tais como loci gendémicos in
vitro ou in vivo.

A titulo de exemplo, a tecnologia 4C pode ser usada para estudar a organizagao tri-
dimensional de um ou mais loci do gené. Em particular, esta tecnologia pode ser usada para
estudar o papel de um ou mais fatores de transcrigdo na organizagado tridimensional de um
ou mais loci do gene.

A titulo de exemplo adicional, a tecnologia 4C pode ser usada para estudar o papel
de fatores de transacgédo e elementos cis-regulatérios de DNA.

A titulo de exemplo adicional, a tecnologia 4C pode ser usada para estudar regula-
¢do do gene de longo alcance in vitro ou in vivo.

A titulo de exemplo adicional, a tecnologia 4C pode ser usada para estudar proxi-
midade e interagao intracromossémica.

A titulo de exemplo adicional, a tecnologia 4C pode ser usada para estudar proxi-
midade e interacdo inter-cromossdmica.

A titulo de exemplo adicional, a tecnologia 4C pode ser usada para identificar se-
quéncias de nucleotideos que funcionam com um promotor, melhorador, silenciador, isolan-
te, regido de controle dos locus, origem de replicagdo, MAR, SAR, centrédmero, teldbmero ou
qualquer outra sequéncia de interesse em uma rede regulatoria.

A titulo de exemplo adicional, a tecnologia 4C pode ser usada para identificar genes
responséveis por um fenotipo (doenga) nos casos onde acontece de uma mutagéo e/ou de-
lecé@o afetar um elemento regulatorio distante e seu mapeamento falta portanto fornecer tal

informacgao.
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A titulo de exemplo adicional, a tecnologia 4C pode ser usada para reconstruir e-
ventualmente a conformagdo espacial de loci do gene, grandes regies gendmicas ou mes-
mo cromossomos completos.

A titulo de exemplo adicional, a tecnologia 4C pode ser usada para definir sequén-
cias ancoras potenciais que mantém certos cromossomos juntos no espaco nuclear.

A titulo de exemplo adicional, a tecnologia 4C pode ser usada para reconstruir e-
ventualmente em alfa resolugédo o posicionamento de cromossomos uns com relagdo aos
outros.

A titulo de exemplo adicional, a tecnologia 4C pode ser usada em diagnéstico (por
exemplo, diagndstico pré-natal) para detectar ou identificar rearranjos genémicos e/ou aber-
ragdes - tais como translocacgdes, delegbes, inversdes, duplicagdes.

Técnicas de Metodologia de DNA Recombinante Gerais

A presente invengdo emprega, a menos que de outra forma indicada, técnicas con-
vencionais de substancia quimica, biologia molecular, microbiologia, DNA recombinante e
imunologia, que estdo na capacidade de versados na tecnologia. Tais técnicas s&o explica-
das na literatura. Ver, por exemplo, J. Sambrook, E. F. Fritsch, and T. Maniatis, 1989, Mole-
cular Cloning: A Laboratory Manual, Second Edition, Books 1-3, Cold Spring Harbor Labora-
tory Press; Ausubel, F. M. et al. (1995 and periodic supplements; Current Protocols in Mo-
lecular Biology, ch. 9, 13, and 16, John Wiley & Sons, New York, N. Y.); B. Roe, J. Crabtree,
and A. Kahn, 1996, DNA Isolation and Sequencing: Essential Techniques, John Wiley &
Sons; M. J. Gait (Editor), 1984, Oligonucleotide Synthesis: A Practical Approach, Irl Press;
and, D. M. J. Lilley and J. E. Dahlberg, 1992, Methods of Enzymology: DNA Structure Part A:
Synthesis and Physical Analysis of DNA Methods in Enzymology, Academic Press. Cada um
destes textos gerais esta aqui incorporado pela referénc‘ia.

A invengdo sera agora descrita com mais detalhes a titulo de exemplo, que visa
servir aos versados na tecnologia na realizagédo da invencdo e ndo devem de qualquer ma-
neira se limitar ao escopo da invengéo. '

EXEMPLO 1

Secdo Materiais & Métodos que esta relacionada com as figuras 2, 13, 14, 15, 16,
17, 19. '

Tecnologia 4C

As etapas iniciais do procedimento da tecnologia 3C foram realizadas da maneira

descrita previamente (Splinter et al. (2004). Methods Enzymol 375, 493-507 (2004), produ- .-

zindo produtos de ligacdo entre fragmentos de Hindlll. Este molde 3C ligado a Hindlll (~ 50
ug) foi digerido por toda a noite a 100 ng/uL com 50U de uma enzima de restrigdo secunda-
ria, frequente de corte, sendo tanto Dpnll (HS2, Rad23A) quanto Nialll (B-principal). Para
evitar restrigéo na formagao de circulo de DNA (Rippe et al. (1995) Trends Biochem Sci 20,
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500- 6), tomou-se cuidado para escolher uma enzima de restricdo secundaria qué nao cor-
tou em cerca de 350 a 400 bp do sitio de restrigdo Hindlll que demarca o fragmento de res-
tricdo de interesse (isto &, a 'isca’). Ap6s digestdo da enzima de restrigdo secundaria, 0 DNA
foi extraido com fenol, precipitado com etanol e subsequentemente ligado em baixa concen-
tracdo (amostra de 50 yg em 14 mL usando 200 U ligase (Roche), 4 horas a 16 OC) para
promover formagéo de circulo Dpnll ou Dpnil. Produtos de ligagéo foram extraidos com fe-
nol e precipitado com etanol, usando glicogénio (Roche) como um veiculo (20 pg/mL). Os
circulos de interesse foram linearizados digerindo por toda a noite com um 50U de uma en-
zima de restrigéo tercidria que corta a isca entre os sitios de reconhecimento de enzima de
restrigdo primaria e secundaria, usando as seguintes enzimas de restricdo: Spel (HS2), Pstl
(Rad23A) e Pflml (B-principal). Esta etapa de linearizag&o foi realizada para facilitar hibridi-
zagdo de iniciador subsequente durante as primeira rodadas de amplificagéo de PCR. Pro-
dutos digeridos foram purificados usando uma coluna de remocéo de nucleotideo QlAquick
(250) (Qiagen).

As reagdes de PCR foram realizadas usando o sistema de PCR Expand Long Mol-
de (Roche), usando condigdes cuidadosamente otimizadas para assegurar a amplificagéo
linear de fragmentos dimensionado até 1,2 kb (80 % de fragmentos de PCR 4C sdo meno-
res que 600 bp). As condigdes de PCR foram como a seguir: 94 °C por 2 minutos, 30 ciclos
de 94 °C pbr 15 segundos, 55 °C por 1 minuto e 68 °C por 3 minutos, seguido por uma eta-
pa final de 68 °C por 7 minutos. Foi determinada a quantidade maxima de molde que ainda
mostra faixa linear de amplificagéo. Para isto, diluicdes em série de molde foram adiciona-
das as reagdes de PCR, material de DNA amplificado correu em um gel de agarose e produ-
tos de PCR foram quantificados usando software ImageQuant. Tipicamente, 100 a 200 ng
de molde por 50 uL de reagdo de PCR fornece produtos na faixa linear de amplificagéo. 16 a
32 reagdes de PCR foram agrupadas e purificaram este molde 4C usando o sistema de re-
mogao de nucleotideo QlAquick (250) (Qiagen). Molde 4C purificado foi marcado e hibridi-
zado em arranjos, de acordo com protocolos ChiP-chip padrdes (Nimblegen Systems of lce-
land, LLC). DNA genémico marcados diferencialmente, que foi digerido com a enzima prima-
ria e secundaria usada no procedimento 4C, serviu como um molde controle para corrigir as
diferencas nas eficiéncias de hibridizagéo. Para cada experimento duas amostras indepen-
dentemente processadas foram marcadas com orientagdes de corante alternadas.

Sequéncias de iniciador 4C usadas:

HS2: 5'-ACTTCCTACACATTAACGAGCC-3,,

5'- GCTGTTATCCCTTTCTCTTCTAC-3'

Rad2‘3A: 5'- TCACACGCGAAGTAGGCC-3/,

5'- CCTTCCTCCACC ATGATGA-3'

B-principal: 5'-AACGCATTTGCTCAATCAACTACTG-3', -
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5-GTTGCTCCTCACATTTGCTTCTGAC-3'

Arranjos 4C

Arranjos e andlise foram baseados na construgdo m34 de NCBI. Sondas (60-mers)
foram selecionadas das sequéncias 100 bp & montante e & jusante de sitios Hindlll. O con-
tetldo de CG foi otimizado no sentido de 50 %, para sinais de hibridizagéo uniformes. Para
impedir hibridizagdo cruzada, sondas que tiveram qualquer similaridade com repeticées al-
tamente abundantes (RepBase 10,09)° foram removidas do conjunto de sonda. Além do
mais, sondas que ddo mais que duas colisdes BLAST no genoma foram também removidas
do conjunto de sonda. Alinhamentos da sequéncia foram realizados usando MegaBLAST
(Zhang et al. (2000) J Comput Biol 7, 203-14) usando os ajustes padrdes. Uma coliséo foi
definida como um alinhamento de 30 nt ou mais.

Andlise dos dados 4C

A razao de sinal amostra 4C-/DNA gendmico foi calculada para cada sonda e os

dados foram visualizados com software SignalMap fornecidos por Nimblegen Systems. Os
dados foram analisados usando o pacote R (http://www.r-project.org) Spotfire and Excel.

Raz&es de hibridizagdo ndo processada apresentaram agrupamentos de 20 a 50 sinais 4C
positivos ao longo do molde do cromossomo. Para definir estes agrupamentos, uma media
corrida foi aplicada. Varios tamanhos de janela foram usados, variando de 9 a 39 sondas,
todos os quais identificaram os mesmos agrupamentos. Os resultados mostrados foram ba-
seados em um tamanho de janela de 29 sondas (em média 60 kb) e foram comparados com
a média corrida realizada através de dados aleatérios. Isto foi feito para cada arranjo sepa-
radamente. Consequentemente, todas as medigdes foram apreciadas com relagéo a ampli-
tude e ruido de tal arranjo especifico. A Taxa de falsa descoberta (FDR), definida como
(ntmero de falsos positivos) / (nimero de falsos positivos + nimero de positivos verdadei-
ros) foi determinada da maneira a seguir: (nidmero de positivos no conjunto aleatério) / (nG-
mero de positivos nos dados). O nivel do patamar foi determinado usando uma abordagem
de cima para baixo para estabelecer o valor minimo para cada: FDR < 0,05.

Em seguida, experimentos de duplicatas biolégicas foram comparados. Janelas que
atendem o patamar em ambas duplicatas foram consideradas positivas. Durante a compa-
ragéo dos dados aleatérios, nenhuma janela esteve acima do patamar em ambas duplicatas.
Janelas positivas diretamente adjacentes no molde do cromossomo foram unidas (n&o foi
permita nenhuma folga), criando areas positivas.

Andlise de expresséo

Para cada tecido, trés microarranjos independentes foram realizados de acordo
com o protocolo Affymetrix (2 arranjos - 430 camundongos). Dados foram normalizados u-
sando RMA cat-ools; www.bioconductor.org) e para cada sonda-conjunto a média das medi-

¢des foi calculada dos trés microarranjos. Além do mais, quando multiplos sonda-conjuntos
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representaram o mesmo gene, a média deles foi também calculada. Masb5calls (Affy library:
www.bioconductor.org) foi usado para estabelecer chamadas "presentes”, "ausentes" e
"marginais". Genes com uma chamada "presente" em todos os trés arranjos e um valor de
expressdao maior que 50 foram chamados expressos. "Genes especificos de figado fetal"
foram classificados como genes que atendem seu critério de ser expresso no figado fetal e
teve valores de expressdo mais que cinco vezes maior comparados ao cérebro fetal. Para
fornecer uma medida da atividade transcricional total em torno de cada gene, uma soma da
corrida foi aplicada. Para isso, foram usados valores de expresséo log-transformados. Para
cada gene foi calculada a soma de expresséo de todos os genes encontrados em uma jane-
la 100 kb a montante do inicio € 100 kb a jusante do final do gene, incluindo o préprio gene.
Valores resultantes para genes ativos de regides 4C positivas encontradas dentro (n = 124,
123 e 208 respectivamente para HS2 em figado, Rad23A em cérebro e Rad23A em figado)
foram comparados com os valores obtidos para genes ativos fora das areas 4C positivas (n=
153, 301 e 186, respectivamente, onde n= 153 corresponde ao nimero de genes ativos ndo
interagentes, presentes entre a maioria de regido interagente centromérica e o teldbmero do
cromossomo 7); os dois grupos foram comparados usando um teste de soma de classifica-
¢ao 4C Wilcoxon de uma cauda.

Sondas FISH

Os clones BAC seguintes (BACPAC Resources Centre) foram usados; RP23-
370E12 para Hbb-1, RP23-317H16 por chr.7a 80,1‘ Mb (agrupamento de gene OR), RP23-
334E9 para Uros, RP23-32C19 para chr.7 a 118,3 Mb, RP23-143F10 para chr.7 a 130,1 Mb,
RP23-470N5 para chr.7 a 73,1 Mb, RP23-247L11 para chr.7 a 135,0 Mb (agrupamento de
gene OR), RP23- 136A15 para Rad23A, RP23-307P24 para chr.8 a 21,8 Mb e RP23-
460F21 para chr.8 a 122,4 Mb. Para uma sonda especifica do centrémero do cromossomo 7
foi usado clone P1 5279 (Genoma Sistemas Inc.) que anela ao segmento de DNA D7Mit21.
Sondas marcadas com iniciador aleatdrio foram preparadas usando BioPrime Array CGH
Genomic Labeling Sistema (Invitrogen). Antes da marcacéo, o DNA foi digerido com Dpnll e
purificado com um estojo de DNA clean & concentrator-5 (Zymo research). O DNA digerido
(300 ng) foi marcado com SpectrumGreen dUTP (Vysis) ou Alexa fluor 594 dUTP (Molecular
Probes) e purificados através de um estojo de purificagdo GFX PCR DNA e Gel Band (A-
mersham Biosciences) para remover nucleotideos néo incorporados. A especificidade das
sondas marcadas foi testada em espalhamento de metafase preparada a partir de células
ES murino.

Cryo-FISH

Cryo-FISH foi realizado da maneira descrita antes °. Resumidamente, E14.5 de fi-
gado e cérebro foram fixados por 20 minutos em paraformaldeido 4 %/HEPES 250 mM, pH

7.5 e cortado em pequenos blocos de tecido, seguido por uma outra etapa de fixagédo de 2
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horas em paraformaldeido 8 % a 4 °C. Blocos de tecido fixados foram imersos em 2,3 M de
sacarose por 20 minutos a temperatura ambiente, montados em um suporte de corpo de
prova e congelados rapido em nitrogénio liquido. Blocos de tecido foram armazenados em
nitrogénio liquido até o seccionamento. Criosegdes de Ultrathin de aproximadamente 200
mn foram cortados usando um Reichert Ultramicrotome E equipado com crioacessorio (Lei-
ca). Usando um lago cheio com sacarose, as seg¢des foram transferidas para laminulas e
armazenadas a -20 °C. Para hibridizagdo, as se¢des foram lavadas com PBS para remover
sacarose, tratadas com RNase 250 ng/mL em 2 x SSC por 1 hora a 37 °C, incubadas por 10
minutos em M HCL 0,1, desidratadas em uma série de etanol e desnaturadas por 8 minutos
a 80 °C em formamida 70 %/2 x SSC, pH 7,5. Segbes foram novamente desidratadas dire-
tamente antes da hibridizacdo da sonda. 500 ng de sonda marcada foram co-precipitados
com 5 ug de DNA camundongos Cotl (Invitrogen) e dissolvidos em hybmix (formamida 50 %,
sulfato de dextrano 10 %, 2 x SSC, tamp&o de fosfato 50 mM, pH 7.,5). As sondas foram
desnaturadas por 5 minutos a 95 °C, ré-aneladas por 30 minutos a 37 °C e hibridizadas por
pelo menos 40 horas a 37 °C. Ap6s as lavagens de pés-hibridizagéo, os nucleos foram con-
tracorados com DAPI 20 ng/mL (Sigma) em PBS/Tween-20 0,05 % e montados em reagente
de antidescoloragéo Prolong Gold (Molecular Probes).

As imagens foram coletadas com um microscépio de epifluorescéncia Zeiss Axio
Imager ZI (x 100 plan apochromat, 1,4 oil objective), equipado com uma camera CCD e
software Isis FISH Imaging System (Metasystems). Um minimo de alelos 250 g-globina ou
Rad23A foi analisado e pontuado de maneira sobreposta ou ndo sobreposta com BACs lo-
calizados em outro lugar no genoma, por uma pessoa que desconhece a combinagédo de
sonda aplicada as sec¢des. Testes de ajuste replicados (estatistica G-) ® foram realizados
para avaliar a significAncia de diferengas entre valores medidos para regides 4C positivas
versus 4C negativas. O resumo dos resultados é fornecido na Tabela 2.

Embora tenhamos observado diferencas estatisticamente significativas entre fre-
quéncias de interagdo de fundo (0,4-3,9 %) e verdadeiras (5 a 20,4 %) pode-se ficar claro
que frequéncias medidas por cryo-FISH sdo menores que aquelas medidas por outros u-
sando protocolos FISH diferentes. Seccionamento pode separar alguns loci interagentes e
crio- medicdes FISH portanto subestimaréo ligeiramente frequéncias de interagéo verdadei-
ras. Por outro lado, procedimentos FISH 2D e 3D atuais sobrestimardo estas porcentagens
por causa da resolugao limitada na diregdo z. No futuro, melhores técnicas de microscopia
em combinacgdo com sondas FISH mais especificas revelardo melhor as frequéncias de inte-
racao verdadeiras.

EXEMPLO 2

A digestdo de enzima de restrigdo do procedimento 3 C (isto é, fixacéo de formalde-

ido, (primario), ré-ligacdo de fragmentos reticulados de DNA e purificagdo de DNA) é reali-
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zada essencialmente da maneira descrita (Splinter et al., (2004) Methods Enzymol. 375:
493-507), produzindo uma mistura de DNA (molde '3C ') contendo fragmentos de restrigdo
gue séo ligado em virtude de eles estarem originalmente préximos no espago nuclear.

PCR inversa ¢é realizado para amplificar todos os fragmentos ligados a um dado
fragmento de restri¢cdo (‘isca'; escolhido em virtude de ele conter um promotor, melhorador,
isolante, regido de anexagado da matriz, origem da replicagdo ou qualquer outro primeira se-
quéncia de nucleotideo(alivo)).

Para isto, circulos de DNA séo criados digerindo 0 molde 3 C com uma enzima de
restricdo secundaria (preferivelmente um cortador frequente que reconhece a sequéncia de
tetra ou pentanucleotideos), seguido por ligagdo em condigdes diluidas de maneira que inte-
ragdes intramolecular sejam favorecidas. Para minimizar uma tendéncia na formagéo de
circulo em virtude da restrigdo topolégica (Rippe ef al., (2001) Trends in Biochem. Sciences
26, 733-40), uma enzima de restricdo secundaria deve ser escolhida que preferivelmente
corte a isca a >350-400 bp a partir do sitio de restricdo primaria. Para aumentar a eficiéncia
de amplificacdo de PCR inversa e reprodutibilidade, circulos sdo mais bem linearizados an-
tes da ampilificagdo de PCR por uma enzima de restrigdo (por exemplo, um cortador de 6 ou
mais bp) que corta a isca entre o sitio de restrigdo primaria e secundaria do diagnéstico.

‘ Digestdo do molde 3 C com a enzima de restrigdo secundaria, circularizagdo atra-
vés da ligagdo em condi¢des diluidas e linearizagdo de isca contendo circulos sdo realiza-

dos em condigbes padrbes para tais manipulagdes de DNA para produzir um molde de DNA

‘para amplificagdo de PCR inversa ("'molde 4C").

Consequentemente, 10 g de molde 3 C sdo digeridos em 100 L. com 20U da en-
zima de restricdo secundaria (por toda a noite), seguidd por inativagéo térmica da enzima e
purificagdo do DNA. A ligagdo € realizada em 10 mL (1 ng/uL DNA) com 50U T4 ligase (4
horas a 16 °C, 30 minutos a RT), seguido por purificagdo de DNA. Finalmente, linearizagéo
dos circulos de interesse é feita em 100 yL com 20U de enzima de restricdo (por toda a noi-
te), seguido novamente por purificagdo do DNA.

Para PCR inversa, dois iniciadores especificos de isca sdo desenhados, cada qual
tdo préoximo quanto possivel do sitio de reconhecimento de enzima de restrigdo primaria e
diretamente vizinho a secundaria, respectivamente, e cada qual com sua extremidade 3
voltada para fora de maneira que a extensdo se dé imediatamente através dos sitios de res-
tricdo em um fragmento ligado a isca. PCR inversa com estes iniciadores & preferivelmente
realizada em 100 a 400 ng de DNA de molde 4C (por 50 L de mistura de reagdo PCR),
para incluir um nimero maximo de eventos de ligacdo por reagdo de PCR. Nés realizamos
PCR inversa aplicando o Expand Long Molde PCR Sistema (Roche), usando tampé&o 1 de
acordo com os procedimentos do fabricante.

Os ciclos PCR seguinte s&o realizados:
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. 2 minutos 94 °C

. 15 segundos 94 °C

. 1 minuto 55 °C

. 3 minutos 68 °C v

. repetir a etapa 2- 4 29 x (ou algo em torno de 25-40 x)
. 7 minutos 68 °C

. extremidade

N O oA WN -

Eletroforese de gel é realizada para analisar reprodutibilidade entre reagdes de
PCR individuais. Tipicamente, padrées do produto idénticos devem ser obtidos.

A fim de obter material suficiente para marcagéo por iniciagéo aleatéria e hibridiza-
¢do do arranjo, multiplas reagdes de PCR (cada qual obtida apés 30 ciclos de PCR) podem
ser agrupadas, (em vez de aumentar o nimero de ciclos de PCR por reagéo). Como uma
alternativa para marcagéo iniciada aleatoriamente, nucleotideos marcados podem ser incor-
porados nos Ultimos ciclos de PCR (por exemplo, 30 ciclos (sem marcag&o) + 10 ciclos
(marcagéao)). ‘

EXEMPLO 3

Detecgéo de translocagéo usando tecnologia 4C

A tecnologia 4C é usada para medir as frequéncias de interagdo para uma dada
sequéncia X presente em um dado cromossomo A em células de um sujeito saudavel e em
células de um paciente carregando uma translocagéo simples reciproca entre os cromosso-
mos A e B, com o ponto de quebra sendo proximo a sequéncia X (da maneira mostrada na
Figura 8).

Em células normais esta andlise revela sinais elevados de hibridizaco (isto €, inte-
racdes frequentes com X) para (praticamente) cada sonda localizada dentro de 0,2- 10 Mb
de sequéncia X no cromossomo A (o tamanho real da regido cromossémica mostrando for-
tes sinais de reticulagdo depende principalmente da complexidade da amostra que foi hibri-
dizada no arranjo). Em outro lugar no mesmo cromossomo A, bem como em outros cromos-
somos, ndo foi observada nenhuma regido grande como essa (no molde de DNA linear) de
sondas com sinais elevados de hibridizag&o.

Em células de paciente entretanto, sinais de hibridizagdo com todas as sondas do
cromossomo A localizadas no outro lado do ponto de quebra sdo reduzidas por -50 % (uma
copia do cromossomo A estd ainda intacta e produzira sinais normais), enquanto uma con-
centracdo exclusiva (isto é, ndo presente em células normais) de sinais elevados de hibridi-
zagdo & observada para sondas fazem limite com o ponto de quebra no cromossomo B. De
fato, a transicdo abrupta entre sondas que ndo mostram sinais fortes de hibridizagao versus
sondas que mostram sinais fortes de hibridizagdo no cromossomo B revela a localizagédo do

ponto de quebra no cromossomo B.
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EXEMPLO 4

Analise dos resulfados de tecnologia 4C

A tecnologia 4C foi usada para caracterizar o ambiente gendmico da regido de con-
trole do locus B- globina de camundongos (LCR), focando em um fragmento de restrigéo
contendo seu sitio 2 hipersensivel (HS2). A LCR é um forte elemento regulatério de transcri-
¢ao especifico de eritréide exigido para altos niveis de expressdo do gene de B-globina. O
locus B-globina é presente no cromossomo 7 na posigdo 97 Mb, onde ele reside em um
grande agrupamento de 2,9 Mb dos genes do receptor olfatério que séo transcritos apenas
em neurdnios olfatérios. Interagdes foram analisadas em dois tecidos: E 14.5 de figado fetal,
onde a LCR ¢é ativa e os genes de B-globinas sdo altamente transcritos, € E 14.5 de cérebro
fetal, onde a LCR ¢ inativa e os genes de globina sdo silenciosos. Em ambos tecidos, a
grande maioria das interagdes foi encontrada com as sequéncias no cramossomo 7 € muito
poucas interagdes LCR foram detectadas com seis cromossomo né&o relacionados (8, 10,
11, 12, 13, 14) (Figura 12a). Os sinais mais fortes no cromossomo 7 foram encontrados den-
tro de uma regido de 5 a 10 Mb centrada em torno da posi¢do cromossdmica de B-globina,
de acordo com a idéia de que as frequéncias de interagéo séo inversamente proporcionais a
distancia (em pares de base) entre sequéncias de DNA ligadas fisicamente. Néo foi possivel
interpretar quantitativamente as interagcdes nesta regido. Inferimos que estas sequéncias
préximas estejam juntas com B-globina de maneira que frequentemente sua grande sobrer-
representacdo em nossas amostras de hibridizagdo saturou as sondas correspondentes.
Isto foi confirmado quando nés realizamos hibridizagées com amostras diluidas 1:10 e 1:100
e observamos que a intensidade de sinal foi reduzida nas sondas fora e na borda, mas n&o
dentro desta regido (dados nao apresentados).

O procedimento 4C produziu altos dados reprodutiveis. A Figura 2b-c razées n&o
processadas de sinais 4C sob sinais de hibridizagdo de controle para duas regides 1.5 Mb
no cromossomo 7, aproximadamente 25 Mb e 80 Mb longe do gene de B-globina. Neste ni-
vel de resolugédo, os resultados das amostras independentemente processadas foram prati-
camente idénticos. Tanto no figado fetal quanto no cérebro, agrupamentos de sinais positi-
vos foram identificados no cromossomo 7, frequentemente em dezenas de localizagéo cro-
mossdmica de megabases longe da p-globina. Estes agrupamentos tipicamente consistem
em minimamente 20 a 50 sondas com maiores razdes de sinal justapostos no molde do
cromossomo (Figura 12b-c). Cada sonda no arranjo analisa um evento de ligacéo indepen-
dente. Além disso, apenas duas cépias do fragmento de restricdo HS2 estdo. presentes por
célula, cada qual que pode apenas ligar a um outro fragmento de restrigdo. Portanto, a de-
teccdo de eventos de ligagdo independente com 20 ou mais fragmentos de restricdo vizi-
nhos indica fortemente que o locus correspondente fazem contato com a LCR B-globina em

multiplas células.
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Para determinar significancia estatistica destes agrupamentos, dados de experi-
mentos individuais foram ordenados em mapas cromossomicos e analisados usando um
algoritmo de média corrida com um tamanho de janela de aproximadamente 60 kb. A distri-
buicdo da média corrida de dados embaralhados aleatoriamente foi usada para ajustar um
valor do patamar, permitindo uma taxa de falsa descoberta de 5 %. Esta analise identificou
66 grupos no figado fetal e 45 em cérebro cuja reprodutibilidade foi encontrada em experi-
mentos duplicados (Figura 12d-f). Realmente, FISH de alta resolugdo confirmou que tais
agrupamentos representam verdadeiramente os loci que interagem frequentemente (ver a
seguir).

Assim, a tecnologia 4C identifica loci interagentes de longo alcance pela detecg&o
de eventos de ligagdo independentes com multiplos fragmentos de restrigdo agrupados em
uma posigdo cromossdmica.

Uma série completamente independente de experimentos 4C foi realizada com um
conjunto de iniciador de PCR inversa diferente que investigou o ambiente genémico do gene
B principal, localizado ~ 50 kb & jusante de HS2. No figado fetal, o gene B principal ¢ alta-
mente transcrito e frequentemente colocado em contato pela LCR. Agrupamentos pratica-
mente idénticos de interacdes de longo alcance com g principal como com HS2 foram en-
contrados, tanto no figado fetal quanto em cérebro, Substanciando ainda mais que estes loci
frequentemente fazem contato com o locus B-globina (Figura 16).

EXEMPLO 5

- O locus B-globina ativo e inativo ocupa ambientes genémicos distintos.

Uma comparacgéo entre os dois tecidos revelou que o locus B-globina ativamente
transcrito no figado fetal interage com um conjunto de loci completamente diferente da sua
contraparte transcricionalmente silenciosa no cérebro (r=-0,03; correlagédo de triagem de
Spearman) (Figura 12f). Isto excluiu que os resultados tenham sido influenciados pelas
composi¢des da sequéncia das sondas. No figado fetal, os segmentos de DNA interagentes
foram localizados dentro de uma regiéo 70 Mb centrada em torno do locus £-globina, com a
maioria (40/66) localizada em dire¢io ao teldomero do cromossomo 7. Em cérebro fetal, os
loci interagentes foram encontrados em similar ou mesmo grandes distancias da g-globina
comparada ao figado fetal e com a grande maioria de interagdes (43/45) localizadas em di-
recdo ao centrdbmero do cromossomo 7. Estes dados demonstraram que o locus B-globina
ativo e inativo faz contato com diferentes partes do cromossomo 7.

‘Seis outros cromossomos (8, 10, 11, 12, 13 e 14) foram representados nos microar-
ranjos. Sinais de hibridizagdo fortes nestes cromossomos foram raros, apareceram tipica-
mente isolado sem o molde de DNA linear e frequentemente foram ausentes dos experimen-
tos duplicados. Também, niveis de média corrida através desses cromossomos nunca a

reprodutibilidade chegou préximo aos niveis pontuados para cromossomo 7 (Figura 17).
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Assim, nossos dados mostraram que o locus S-globina principalmente faz contato com os

~ loci em outro lugar no mesmo cromossomo, de acordo com a localizagdo preferida deste

locus dentro do seu préprio territério do cromossomo. Notamos que o locus a-globina esteve
também presente no arranjo (cromossomo 11) e ndo pontuou positivo para a interagdo com
B-globina, de acordo com a recente demonstragio pelo FISH que globina a e £ de camun-
dongos ndo se encontram frequentemente no espago nuclear (Brown, J. M. et al. (2006) J
Cell Biol 172, 177-87).

A fim de entender melhor a relevancia das interagdes de longo alcance observadas
no cromossomo 7, comparamos os loci interagentes com as posigdes cromossémicas dos
genes. Além do mais, analise de arranjo de expressdo Affymetrix foi realizada para determi-
nar a atividade de transcricdo nestas posi¢gdes nos dois tecidos. Embora o tamanho médio
de areas interagentes no figado fetal e cérebro tenha sido comparavel (183 kb e 159 kb,
respectivamente), diferengas drasticas foram observadas em seu contetdo e atividade do
gene. No figado fetal, 80 % dos loci interagentes de B-globina continham um ou mais genes
ativamente transcritos, embora no cérebro fetal a grande maioria (87 %) ndo tenha mostrado
nenhuma atividade de gene detectavel (Figura 14). Assim, o locus B-globina é embutido em
um ambiente gendmico muito diferente nos dois tecidos. No cérebro, onde o iocus ndo é
ativo, ele basicamente faz contato com o loci silencioso transcricional localizado em direcéo
ao centrémero do cromossomo 7. No figado fetal, onde o locus € altamente ativo, ele intera-
ge preferencialmente com regides ativamente transcritas localizadas mais proeminentemen-
te em diregéo ao lado telomérico do cromossomo 7. De forma muito importante, a tecnologia
4C identificou tanto Uros quanto Eraf, (~ 30 Mb longe da g-globina) como genes interagente
com o locus B-globina ativo no figado fetal, de acordo com observagdes anteriores feitas por
FISH (Osborne, C. S. et al. (2004) Nat Genet 36, 1065-71 (2004)). Interessantemente, em
cérebro foram observados dois outros genes do receptor olfatério em contato com os agru-
pamentos presentes no. cromossomo 7 que foram localizados em cada lado de, e 17 e 37
Mb longe da #-globina.

Nem todas as regides transcritas no cromossomo 7 interagem com o locus S-
globina ativo no figado fetal. Portanto, pesquisamos um denominador compartilhado exclusi-
vamente pelos loci interagentes mas nao por outras regides ativas no figado fetal. Os genes
de B-globina, Uros e Eraf sdo todos genes especificos de eritréide que podem ser regulados
pelo mesmo conjunto de fatores de transcricdo, e € uma idéia atrativa que esses fatores
coordenem a expressdo de seus genes alvos no espago nuclear. Comparados os dados do
arranjo de expresséo Affymetrix de E 14.5 figado fetal com o do cérebro fetal para identificar
genes expressos preferencialmente (>5-vezes mais) no figado fetal. Como tal, 28 % dos
genes ativos no cromossomo 7 foram classificados como "especifico de figado fetal", dos
quais 25 % foram encontrados em uma area colocalizada. Assim, ndo observamos nenhum
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enriquecimento de genes "especifico de figado fetal" nas areas colocalizadas. De forma
mais muito importante, 49 de 66 (74 %) regides interagentes n&o contiveram um "especifico
de figado fetal" e conclui-se portanto que nossos dados ndo mostraram nenhuma evidéncia
para expressdo coordenada de genes especificos do tecido no espago nuclear. Os genes de
B-globina sdo transcritos em taxas excepcionalmente altas e pergunta-se em seguida se 0
locus preferencialmente interagiu com outras regides de alta atividade transcricional, sendo
tanto genes altamente expressos quanto areas com uma alta densidade de genes ativos.
Usando contagem Affymetrix como uma medida para a atividade do gene, realizamos um
algoritmo de soma corrida para medir a atividade transcricional geral dentro de 200 kb regi-
des em torno de genes ativamente transcritos. Esta analise revelou que a atividade transcri-
cional em torno de genes interagentes ndo foi maior que em torno dos genes n&o interagen-
tes ativos no cromossomo 7 (p = 0,9867; soma da triagem 4C Wilcoxon).

EXEMPLO 6

O ambiente genémico de um gene de manutengdo é amplamente conservado entre
os tecidos |

Investigou-se em seguida se um gene que é expresso similarmente em ambos teci-
dos também muda seu ambiente genémico. Rad23A é um gene onipresentemente expresso
que reside em um agrupamento denso de gene de principalmente de genes manutengdo no
cromossomo 8. Tanto no E14.5 do figado fetal quanto no cérebro, este gene e muitos de
seus vizinhos diretos sdo ativo. A andlise 4C foi realizada e identificou muitas interagdes de
longo alcance com os loci até 70 Mb longe de Rad23A. De forma muito importante, intera-
cbes com Rad23A foram altamente correlacionadas entre o figado fetal e cérebro (r=0,73;
correlagdo de triagem de Spearman) (Figura 14a). Uma marca registrada compartilhada
desses loci foi novamente que eles continham genes ativamente transcritos. Assim, em am-
bos tecidos aproximadamente 70 % continham pelo menos um gene ativo (Figura 14b-c).
Regibes em torno de genes interagentes apresentaram niveis estatisticamente mais signifi-
cativos de atividade do gene comparados com genes ativos em outro lugar no cromossomo,
da maneira determinada por um algoritmo de soma corrida (p < 0,001 para ambos tecidos).
Assim, diferente do locus B-globina, o gene Rad23A que é localizado em uma regi&o rica em
gene interage preferencialmente a distdncia com outras regides cromossOmica de maior
atividade transcricional. Observou-se que FISH que a area cromossdmica contendo Rad23A
reside principalmente na borda (90 %) ou fora (10 %) de seu territério de cromossomo (un-
published, D. Noordermeer, M. Branco, A. Pombo and W. de Laat). Entretanto, a analise 4C
apenas revelou interagdes intracromossémicas e nenhuma area na reprodutibilidade do
cromossomo 7, 10, 11, 12, 13 ou 14 atende nosso critério rigoroso para interagéo. Assim,
Rad23A & principalmente envolvido em interagées intra-cromossdmica que séo similares em

dois tecidos muito diferentes. Se Rad23A tem loci vizinhos preferidos neste cromossomo



10

15

20

25

30

35

93

n&o relacionado, ele ndo interage frequentemente o bastante para ser detectado nas condi-
¢bes usadas aqui para a tecnologia 4C.

EXEMPLO 7

Validagéo de tecnologia 4C por microscopia de alta resolugéo

Para validar os resultados obtidos pela tecnologia 4C, experimentos cryo-FISH fo-
ram realizados. Cryo-FISH € uma técnica de microscopia recentemente desenvolvida, que
tem a vantagem sobre protocolos 3D-FISH atuais que preservam melhor a estrutura ultra
nuclear embora oferega melhor resolugéo no eixo z pela preparacgdo de crio-segdes ultrafi-
nas (Branco, M. R. & Pombo, A (2006). PLoS Biol 4, €l38). Dados 4C foram verificados me-
dindo com que frequéncia alelos #-globina ou Rad23A (sempre n > 250) sédo colocalizados
com mais que 15 regides cromossdémica selecionadas em 200 nm de seg¢des ultrafinas pre-
paradas de E14.5 de figado e cérebro. De forma muito importante, todas as frequéncias de
interagdo medidas por cryo-FISH foram em perfeito acordo com os resultados 4C (Figura
16). Por exemplo, regibes distantes que foram identificadas para interagir com B-globina
pela tecnologia 4C co-localizaram mais frequentemente aquelas areas intervenientes néo
detectadas por 4C (7,4 % e 9,7 %, versus 3,6 % e 3,5 %, respectivamente). Também, os
dois agrupamentos de gene do receptor olfatério distantes identificados pela tecnologia 4C
para interagir com B-globina no cérebro fetal mas ndo no figado pontuou frequéncias de co-
localizagéo respectivamente de 12,9 % e 7 % nas segdes no cérebro, versus 3,6 % e 1,9 %
no figado. Em resumo, frequéncias de colocalizagdo medidas por loci positivamente identifi-
cados pela tecnologia 4C forarh todas significativamente maiores que as frequéncias medi-
das para loci de fundo (p<0,05; teste G). Concluimos: que a tecnologia 4C identificou fiel-
mente loci interagentes de DNA. Finaimente, usamos cryo-FISH para demonstrar que loci
identificados para interagir com g-globina também frequentemente fazem contato um com o
outro. Isto foi verdadeiro para duas regides ativas separadas por grande distancia cromos-
sbmica no figado fetal (Figura 17) bem como para dois agrupamentos de genes OR inativos
bem separados no cromossomo do cérebro (Figura 16). Interessantemente, contatos fre-
quentes entre estes dois agrupamentos de genes OR distantes foram também encontrados
no figado fetal, onde eles néo interagiram com o agrupamento de gene OR que continha o
locus B-globina ativamente franscrito. Estes dados indicaram que intera¢gdes nucleares entre
agrupamento de genes OR distintos ndo foram uma peculiaridade do tecido do cérebro fetal
analisado. Tenta-se conjeturar que tais contatos espaciais facilitam a comunicagéo entre os
muitos genes OR exigidos para assegurar que apenas um alelo simples seja transcritos por
neurdnio olfatério (Shykind, B. (2005) Hum Mol Genet 14 Spec No 1, R33-9.

EXEMPLO 8

Organizagéo nuclear de dominios cromatina ativos e inativos

As observagbes aqui descritas demonstram que n&o apenas regides gendmicas ati-
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vas, mas também inativas formam regides distintas no espago nuclear que envolvem muitos
contatos de longo alcance, sugerindo fortemente que cada segmento de DNA tenha seu
préprio conjunto de interacbes preferido. Nossos dados sugerem que guando o locus -
globina é mudado, ele abandona um ambiente gendmico silencioso transcricional e entra em
uma area nuclear onde interagdes com dominios ativos s&o favorecidos. Antecipou-se que
um reposicionamento drastico como esse mediante ativagdo transcricional pode bem ser
uma marca registrada apenas de genes especificos de tecido que atingem um certo nivel de
expressdo e, de forma muito mais importante, ficam isolados dos outros genes ativos no
molde do cromossomo linear, como é o caso de B-globina. Propde-se que a rede extensiva
de interacdes de longo alcance que séo identificadas tanto entre loci genémico inativo quan-
to entre ativo, reflete diferencas célula-a-célula nas conformagdes do cromossomo mais que
sendo uma consequéncia de movimentos dindmicos durante a interfase (Chakalova et al.
(2005) Nat Rev Genet 6, 669-77 (2005). Presumivelmente, diferentes graus de desconden-
sagdo apds a divisdo celular expulsou as regides gendmicas ativas da cromatina inativa
(Gilbert, N. et al. (2004) Célula 118, 555-66 (2004)) e contatos entre loci distantes de com-
posigdes de cromatina similares sdo estabelecidas principaimente através das afinidades
entre proteinas ligadas a cromatina. Justaposicdo espacial entre os loci distantes pode ser
funcional, mas pode também ser simplesmente a consequéncia do desdobramento padréo
de um cromossomo. Embora loci individuais possam mover-se em um volume nuclear restri-
to, a conformacéo geral de um cromossomo seria mantida amplamente por todo o ciclo celu-
lar e exigiria divisdo celular para restabelecimento. Esta idéia estd de acordo com estudos
de imageamento de célula viva mostrando movimento restrito de loci de DNA marcado no
interior nuclear (Chubb et al. (2002) Curr Biol 12, 439-45 (2002)) e ajusta bem com estudos
mostrando que informacdo de posicdo de cromatina nuclear é frequentemente propagada
durante a divisdo celular sem ser conservada na populagdo de células (Essers, J. et al. Mol
Biol Cell 16, 769-75 (2005); Gerlich, D. et al. Cell 112, 751-64 (2003)).

EXEMPLO 9

Demonstragédo do principio: vtecnologia 4C detecta precisamente dele¢cbes em uma
amostra do paciente (Figura 19)

A presénc;a de uma delegdo presente em um paciente com leucemia da maneira
revelada por 4C usando uma sequéncia de nucleotideos alvo que tanto € em 2 Mb (A) quan-
to em 1,3 Mb (B) & montante (‘a esquerda’) do primeiro ponto de quebra. Note que as dele-
¢cBes causam uma redugédo de sinais de interagdo de DNA na regido deletada, mas também
causam um aumento em frequéncias de interagdo DNA:DNA para sequéncias diretamente a
jusante (‘a direita’) do ultimo ponto de quebra. Isto é particularmente 6bvio quando intera-
¢Bes com sequéncia de nucleotideos alvo B sdo proximamente examinadas (ver graficos de

duas bases). Com base em dados 4C iniciadores foram desenhados em cada lado da regigo
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deletada e o ponto de quebra foi identificado por sequenciamento: texto comum & sequéncia
a montante de delecdo, em negrito estd indicado um nucleotideo inserido, grifado € a se-
quéncia a jusante da delec¢éo.

EXEMPLO 10

Demonstragdo do principio: a tecnologia 4C detecta precisamente uma transloca-

gdo equilibrada em uma amostra do paciente (Figura 25).

Demonstragéo de principios para a detecgéo de translocagdes equilibradas. Detec-
cdo de translocacgéo t(I;7) da maneira descrita em (R. Burnett et al., Blood, Vol 84, No 4 (Au-
gust 15), 1994: pp 1232-1236). Sequéncias de nucleotideos alvos flanqueiam o locus TCRB
no cromossomo 7, com os sinais vermelhos representando interagdes DNA:DNA com a se-
quéncia alvo que é localizada @ montante do locus TCRB, e os sinais azuis representando
interagbes DNA:DNA com a sequéncia alvo que € localizada & jusante do locus TCRB. S&o
descritos os sinais de DNA interagentes encontrados no crom‘ossomo 1. Painel superior
mostra a distribui¢éo de sinal tedrico. O painel médio e inferior mostra a distribuigdo de sinal
real. O painel inferior mostra os sinais em uma resolucdo de sondas justapostas individuais
no molde do cromossomo. Note que, no caso de uma translocagédo equilibrada, sequéncias
de nucleotideos alvos que flanqueiam o ponto de quebra apresentardo um conjunto mutua-
mente exclusivo de sinais de DNA de interagéo intercromossdémicas que limitam diretamente
um do outro no molde do cromossomo linear do cromossomo parceiro de translocagdo. A
posicdo de ponto de quebra sequenciado (descrita em Burnett ef al., 1994) é indicada por
uma seta no painel inferior.

EXEMPLO 11

Demonstracao do principio: tecnologia 4C detecta precisamente uma translocagéao

néo equilibrada em uma amostra do paciente (Figura 27).

Detecgdo de translocagdes ndo equilibradas. Detecgdo de (4;7) translocagdo da
maneira descrita em (RJ Galjaard et al., Am J Med Genet Um. 2003 Aug 30;121(2):168-73).
Sequéncias de nucleotideos alvos localizada no cromossomo 7; os sinais de DNA interagen-
tes descritos s&o localizados no cromossomo 4. Duas sequéncias alvos foram usadas locali-
zadas a montante (5') e a jusante (3') do ponto de quebra no cromossomo 7. Sinais de DNA
interagentes localizados no cromossomo 4 s&o indicados (para ambas sequéncias alvos em
azul). A regido entre os agrupamentos de fragmentos de DNA interagentes no cromossomo
4 foi deletada neste paciente. Superior: sinais para o cromossomo 4 completo. Dados 4C do
painel inferior: sinais em uma regido 11.5 Mb em torno dos pontos de quebra no cromosso-
mo 4. Com base nesses dados 4C, o fragmento de restricdo Hindlll no cromossomo 4 con-
tendo o ponto de quebra da translocagéo foi identificado e usado para mapear o ponto de
quebra por sequenciamento. A sequéncia é provida no fundo da figura, onde a sequéncia

sublinhada é do cromossomo 4, em negrito é encontrada tanto no 7 quanto no 4 e sequén-
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cia comum é do cromossomo 7.
EXEMPLO 12

Identificagdo de alta resolugéo répida de rearranjos genémicos equilibrados pela

tecnologia 4C

Resumo

Técnicas atuais para estudar na variagdo genética, ndo conseguem identificar pre-
cisamente rearranjos cromossomicos equilibrados (inversoes, translocagdes), ou ndo con-
seguem identifica-los que precisamente, que frequentemente ocorrem na populagdo huma-
na e pode causar doenga. Aqui nés demonstramos que tecnologia 4C detecta inversdes e
translocagbes equilibradas, bem como translocacdes e delegdes ndo equilibradas, em uma
resolucdo (~7 kilobases) permitindo sequenciamento imediato dos pontos de quebra. A tec-
nologia 4C é usada para caracterizar rearranjos que fundamentam anormalidades congéni-
tas e leucemia. O gene LMOS3 é identificado como um parceiro de translocagédo inédito do
gene B receptor de célula T (TCRB) em leucemia linfoblastica aguda de célula T (T-ALL).
Estes resultados estabelecem a tecnologia 4C como uma nova e poderosa ferramenta de
pesquisa clinica para a analise precisa de rearranjos genémicos, importante para diagnésti-
co de doenga, progndstico e, finalmente, cuidado ideal com o paciente.

Introducao

Rearranjos cromossdmicos (delegcdes, amplificagdes, inversdes, translocagdes) po-
dem ser a causa de doenca, particularmente quando eles afetam o gene de expressdo em
virtude de ganho ou perda de genes, criagdo de genes de fusdo, ou reposicionamento de
elementos de DNA regulatérios de transcrigcdo. Rearranjos que surgem na linhagem germi-
nal pode dar origem a defeitos congénitos, aqueles no tecido somatico podem resultar em
neoplasia. Apdés o término dos projetos de sequenciamento do genoma humano, tem-se
agora tornado uma tarefa principal caracterizar variantes estruturais no genoma humano,
uma vez que tbrnou—se cada vez mais claro que a diversidade genc“)mit:a ocorre naturalmen-
te na populagdo humano e pode estar ligada com suscetibilidade a doenga (7-6).

Hibridizagéo génc’imica comparativa com base em microarranjo (arranjo-CGH) é
uma abordagem gendmica de alta produgdo amplamente usada que pode detectar amplifi-
cagdes ou delegcbes cromossdmica em uma resolugao de poucos kilobases ou ainda menos.
CGH baseia-se na medi¢cdo de mudangas no nimero de cépia do DNA tais como visto nas
delecdes ou amplificagdes e portanto ndo consegue identificar translocagdes e inversdes
gue ocorrem sem perda ou ganho de contetido de DNA. Desconhece-se com que frequéncia
tais eventos equilibrados ocorrem, mas estima-se que eles constituem até 20 % de todas
variagdes estruturais (7). Atualmente sua deteccdo depende de grandes abordagens citoge-
néticas tais como cariotipagem cromossémica, que tem a desvantagem de que eles omitem

eventos (aproximadamente 20 %) e fornecem resolugéo limitada (maximo 5 a 10 megaba-
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ses). Isto necessita adicionalmente, de analise de grande m&o de obra para identificar a a-
berragdo genética real que fundamenta a doenga. Aqui, nés demonstramos que tecnologia
de Captura Conformagéo de Cromatina no Chipe (4C) (8) identifica tanto rearranjos gendémi-
cos equilibrados quanto ndo equilibrados em uma resolugéo (~ 7 kb, ver a seguir) que permi-
te clonagem e sequenciamento imediatos dos pontos de quebra cromossémicos. De forma
muito importante, esta estratégia de alta resolugido exige o uso de um microarranjo simples
para triar o genoma total e portanto é barato.

Nossos resultados iniciais com 4C mostraram que qualquer que seja a dobra da
cromatina das interagdes de longo alcance de um dado locus, fragmentos de DNA préximos
ao molde do cromossomo linear sdo sempre capturados mais eficientemente, resultando em
sinais de hibridizagéo fortes e frequentemente mesmo saturados para sondas dentro de uma
regido de pelo menos 5 a 10 megabases em volta da sequéncia alvo. isto € de acordo com
a idéia de que os segmentos de DNA localizados muito proximos em uma fibra de cromatina
flexivel interagirdo mais frequentemente (9). Fragmentos locais sdo também capturados
muito mais eficientemente do que segmentos megabases longe que frequentemente lacam
em diregdo a sequéncia alvo (8). Captura aleatoria de fragmentos de restrigdo é rara, as
demonstrado pela frequéncia muito baixa de sinais das sondas localizadas nos cromosso-
mos néo relacionados. Assim, a tecnologia 4C permite reconstruir os mapas fisicos de mol-

des do cromossomo em torno de sequéncias alvos e consequentemente deve também ser

‘capaz de identificar mudangas nesses mapas em decorréncia de rearranjos genémicos.

Materiais & Métodos

Preparacdo da amostra

Amostra T-ALL dos pacientes e amostras de célula T controle saudavel foram ma-
nuseados da maneira previamente descrita (Vlierberghe et ah, Leukemia 20, 1245 (Jul,
2006); Simonis et al., Nat Genet 38, 1348 (Nov, 2006)). A linhagem celular transformada por
EBYV derivada do paciente PAP foi cultivada e manuseada da maneira antes descrita (Simo-
nis ef al., Nat Genet 38, 1348 (Nov, 2006); Galjaard et al., Am J Med Genet A 121, 168 (Aug
30, 2003).

Desenho do arranjo 4C

As sondas de 60 bp foram desenhadas dentro de 100 bp de um sitio Hindill, usan-
do critério descrito previamente que, por exemplo, seleciona apenas sequéncias de DNA
exclusivas (Simonis et al.,, Nat Genet 38, 1348 (Nov, 2006)). Para poder cobrir o genoma
total com-as 400.000 sondas que ajustam no microarranjo NimbleGen, foi feita uma selegéo.
Os nUmeros de sondas foram primeiramente reduzidos mantendo apenas uma sonda por
fragmento Hindlll, em vez de uma em cada lado. Em segundo lugar, as sondas foram sele-
cionadas de maneira que o espagamento das sondas seja tao possivel quanto no genoma.

analise 4C
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analise 4C foi realizada da maneira previamente descrita (2), usando as seguintes

sequéncias iniciadoras:

extremidade 5 de TCRBCATGAAGAAACGAGCACCC
CCTTGATGTTTCTCCCTTTACC

extremidade 3 de TCRBTGTCAGGCTCTTCTCCTACAC
GTCGTCCAGAACACTCACC

Centromérico t(4;7)AATCCAGGGCTACTTCCAG CCGTGATGCTATCTGCCA
Telomérico t(4;7) TGTTGGAAGACCAGGTGAAG TGTCGTGGAAAGCGAGTG
Delegcdo 9 CAATCCCAGATACATTCCTCATACAAATACTTTCCAAGACTGG AC

3' de TCRAGAATATGTTATGCTTGATCC TTCCATGAGAGAAGTCTAG

Os dados 4C foram visualizados usando software SignalMap. Para criar uma vista
do cromossomo total dos dados 4C, uma média corrida com um tamanho de jahela de 29
sondas foi calculada usando o pacote R (http://www.r-project.org).xxx

Extremidade pareada de fragmento de restrigdo-sequenciamento

10 ug de DNA gendmico foi primeiramente digerido em 500 uL com 10 U de uma
enzima que reconhece 6 bases (Hindlll, Bglll ou EcoRl) (37 °C por 2 horas). As amostras
foram purificadas pela extragdo de fenol-cloroférmio e precipitagdo de etanol. Subsequen-
temente, as amostras foram ligadas em 2 mL com 40U de ligase (Roche) por 4 horas a 16
°C e 30 minutos a 20 °C.

As amostras ligadas foram purificadas por extragédo de fenol-cloroférmio e precipita-
G¢ao de etanol.

Uma segunda digestéo foi realizada com uma enzima de restricdo que reconhece 4
bases (por exemplo, Nlalll ou Dpnll) nas mesmas condi¢cdes da maneira descrita para a en-
zima de reconhecimento 6-base. Liga¢do subsequente foi também da maneira descrita ante-
riormente. As amostras foram purificadas por extragdo de fenol-cloroférmio e precipitagéo de
etanol. Fragmentos selecionados foram PCR amplificada de 50 a 100 ng de DNA, usando as
seguintes condigbes: 94 °C por 3 minutos, seguido por 30 ciclos de 15 segundos a 94 °C, 1
minuto a 55 °C e 2 minutos a 72 °C e uma etapa final de 7 minutos a 72 °C.

Resultados

Identificagdo dos pontos de quebra de translocacéo

Para este teste, a tecnologia 4C foi primeiramente aplicada a linhagem celular HSB-
2 T-ALL, contendo um translocagéo reciproca t(I;7)(p35;q35) entre o locus do receptor 8 da
célula T-(TCRB) em 7935 e -0 locus LCK em 1p35 (10). Dois experimentos 4C independentes
foram realizados, cada qual analisando interagbes com um fragmento de restricdo diferente
no cromossomo 7 localizado tanto no lado do ponto de quebra no locus TCRB quanto a uma
distancia de 462 kb e 239 kb, respectivamente. Em ambos casos, foram observados sinais

de hibridizagéo fortes em torno do locus TCRB no cromossomo 7 em uma amostra controle
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saudavel e a amostra HSB-2. A amostra controle ndo apresentou sinal nem sinal de fundo
em todos os outros cromossomos (figura 30A; fig. 33). Ao contrario, a amostra HSB-2 apre-
sentou sinais especificamente muito altos adicionais em uma regido megabase em Ip35 (fi-
gura 30B). Estes sinais representaram os fragmentos de restrigdo no cromossomo 1 captu-
rado pelos dois fragmentos no cromossomo 7 em HSB-2, indicando que partes desses cro-
mossomos foram colocadas em proximidade fisica imediata. A maioria das sequéncias alvos
de TCRB teloméricos no fragmento de restrigdes capturado do cromossomo 7 em diregdo
ao lado centromérico do gene LCK no cromossomo 1. Ao contrario, a maioria dos fragmen-
tos capturados da sequéncia alvo de TCRB centromérico em diregéo ao lado telomérico de
LCK. Isto é de acordo com a orientagédo da translocagéo t(I;7). Além disso, os primeiros
fragmentos de restrigdo capturados no cromossomo 1 em ambos experimentos flanqueiam
diretamente o ponto de quebra cromossémico previamente identificado. Assim, 4C localiza
pontos de quebra de translocag&o em uma posigéo entre o par de sondas que representa a
transicdo de fragmentos de restrigdo ndo capturados para capturado. Neste caso, os dois
experimentos 4C analisando as interagdes com sequéncias alvos de cromossomo 7 identifi-
ca cada qual o ponto de quebra no cromossomo 1 envolvido na translocagdo equilibrada t(l
;7) dentro de 27 kb.

Identificagédo de inversées

Em seguida, testamos se 4C pode também identificar inversées. Aplicamos a tecno-
logia 4C a um amostra T-ALL pediatrica do paciente que, com base em estudos de expreé-
sdo FISH e microarranjo, foi suspeito de carregar uma inversdo no cromossomo 7, inv(7)
(pl5g35). Esta anormalidade leva a rearranjo do locus TCRB no agrupamento do gene
HOXA, como foi previamente descrito para outros pacientes (11, 12). Novamente dois expe-
rimentos foram realizados, usando o mesmo conjunto de fragmento alvos TCRB que identifi-
cou a translocacéo t(I;7) descrita anteriormente. As duas sequéncias alvos capturaram efici-
entemente muitos fragmentos cobrindo megabases de DNA no outro lado do cromossomo 7
em torno do locus HOXA na amostra do paciente 4 apenas (figura. 30C-D). Além disso, ca-
da sequéncia alvo capturou uma regido cromossdmica distinta em torno do agrupamento do
gene HOXA, indicando que os dois fragmentos séo ligados em diferentes partes do cromos-
somo 7. A maioria dos fragmentos alvos TCRB 3' capturou a maioria fragmentos HOXA 3,
ao passo que a maioria dos fragmentos alvos TCRB 5' capturou a maioria dos fragmentos
HOXA 5', revelando assim uma invers&@o entre os loci. As duas regides capturadas em torno
de HOXA flanqueiam diretamente umas nas outras, mostrando que a invers&o foi equilibra-
da e ndo acompanhada por perda (extensiva) de sequéncias HOXA. As duas sondas que
marcam a transicdo entre fragmento ndo capturado e capturado revelaram a posigdo do
ponto de quebra, que localizou uma regido de 6 kb préxima ao gene HOXA9 do agrupamen-
to HOXA (figura 30D). A confirmagéo que esta regi&do certamente carrega o ponto de quebra
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foi obtida por sequenciamento, usando uma abordagem de sequenciamento da extremidade
pareada de fragmento de restrigdo (fig. 34). Concluimos, portanto, que a tecnologia 4C € a
primeira abordagem gendémica de alta produgdo que pode detectar franslocagdes e inver-
sdes equilibradas. A resolucgéo fornecida pela tecnologia 4C permite clonagem imediata dos
pontos de quebra. A tecnologia 4C é portanto a primeira técnica que pode detectar eventos
genéticos equilibrados em uma alta resolug¢do como essa.

Identificagdo de translocagdes ndo equilibrada

O potencial de tecnologia 4C foi adicionalmente explorado aplicando-o a uma linha-
gem celular transformado por EBV derivada de um paciente com Polidactilia pés-axial
(PAP). PAP é um distarbio hereditario dominante autossomal CARACTERIZADO por ulnar
extra de dedo fibular. As células do paciente foram previamente CARACTERIZADAS por
cariotipagem e FISH para conter uma translocagéo ndo equilibrada entre os cromossomos 4
e 7 com uma microdelegédo, 1(4;7)(pl5.2;q35). Entretanto, a resolugéo limitada de FISH im-
pediu definir a extensdo da delecéo e as posigbes exatas dos pontos de quebra (13). Dois
experimentos 4C foram realizados, cada qual analisando interagdes de DNA com um frag-
mento alvo localizado em um outro lado da parte rearranjada do cromossomo 7, sendo um
dos quais 4 megabaseé longe do ponto de quebra mais proximo (ver a seguir). Em ambos
experimentos, os fragmentos genémicos foram capturados ndo apenas no cromossomo 7,
mas também no cromossomo 4, a 4pl5.2 (figura 31A; fig.35). Ao contrario do que foi encon-
trado para a translocagdo equilibrada, os fragmentos do cromossomo 4 capturados pelas
duas sequéncias alvos ndo serdo diretamente vizinhos um do outro. Um ponto de quebra foi
localizado na posigdo 17,28 Mb (NCBI 36) e o outro foi encontrado na posigéo 20,08 Mb do
cromossomo 4, mostrando que o translocagéo t(4;7) foi acompanhada por uma delegdo de
2,8 Mb no cromossomo 4. Para verificar que as transigdes. dos fragmentos de restricéo de
capturados para nao capturados de fato marcam as posigdes dos pontos de quebra, o ponto
de quebra que foi menos 6bvio dos dados 4C, localizados a 20,08 Mb, foi clonado e se-
quenciado (figura 31B). Isto confirmou a posigdo do ponto de quebra no cromossomo 4 a
20,08 Mb dentro do o gene SLIT2 e revelou que ele foi rearranjado com uma sequéncia in-
tergénica no cromossomo 7 que estava 4 Mb longe da sequéncia alvo usada para identificar
o ponto de quebra. Isto mostra que sequéncias alvos 4C podem capturar fragmentos de
DNA e identificar rearranjos mesmo quando os pontos de quebra estéo diversos megabases
distantes. Quando a andlise 4C ¢é direcionada a ambos os lados de um ponto de quebra ge-
ndémico, ela pode imediatamente identificar se uma translocagéo ou inverséo € equilibrada
ou é acompanhada por rearranjos adicionais tais como uma deleg&o (isto €, néo equilibra-
da).

Identificagdo de delegbes

Em seguida investigamos se a tecnologia 4C pode identificar uma deleg@o que néo
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é associada com uma translocagédo. Para isto, analisamos uma outra amostra de T-ALL pe-
driatrica do paciente que, baseado nos dados CGH do arranjo, conteve uma delegdo homo-
zigota do loci p15/p16 em 9p21 de cromossomo 5. O tamanho exato da delegdo dos pontos
de quebra atuais nédo foi conhecido. Definimos um fragmento alvo localizado ~2 Mb longe de
um dos pontos de quebra estimados. Conforme esperado, foi observada uma regido que
laqueia os sinais da sonda, demarcando a area deletada (figura 31C). Um aumento nos si-
nais de hibridizac&do para a regido imediatamente a jusante da delegédo é observado na a-
mostra do paciente versus a amostra controle saudavel. Isto se da em virtude de a regido
estar em proximidade muito imediata no molde linear do fragmento alvo em virtude da dele-
¢do. Com base nos dados 4C, foram desenhados os iniciadores de PCR que flanqueiam a
regido -2Mb deletada que permitiram amplificagdo nos pontos de quebra; o sequenciamento
dos produtos de PCR confirmou as posi¢gfes dos dois pontos de quebra que flanqueiam a
delecédo (figura 31D). Concluimos que a tecnologia 4C pode identificar delegbes homozigo-
tas. As deleg¢des revelam por si mesmas as regides contendo menores sinais de hibridiza-
¢80 em combinagdo com mais sequéncias a jusante que mostraram menores sinais de hi-
bridizagéo.

Amostra do pacientes néo caracterizadas

A tecnologia 4C foi aplicada para a triagem de amostra T-ALL do paciente n&o ca-
racterizada pra rearranjos genéticos associados com o locus TCRB ou o locus a do receptor
de célula T (TCRA). Em T-ALL, frequentemente ocorrem transloca¢cdes cromossdmicas du-
rante uma tentativa de recombinag&o VDJ dos loci TCR. As amostras dos cinco pacientes T-
ALL, que foram previamente mostradas n&do carregam qualquer das anormalidades genética
recorrentes associadas com T-ALL (dados ndo apresentados), foram analisada pela tecno-
logia 4C, usando um TCRB préximo a sequéncia alvo e um TCRA préxima. Nenhuma das
amostras apresentaram rearranjos com o locus TCRA (dados ndo apresentados), e quatro
das cinco amostras do paciente também ndo apresentaram nenhum rearranjo com TCRB

(fig. 36), que foi subsequentemente confirmado por FISH. Uma amostra do paciente entre-

‘ tanto, apresentou uma translocagédo entre TCRB e o brago p do cromossomo 12 (figura 32

A; fig. 36). Além do mais, observou-se que o paciente carrega uma grande delegéo no cro-
mossomo 12, que foi confirmado por um experimento oligoarray CGH (dados n&o apresen-
tados). Esta delegéo é localizada ~3 Mb distante do ponto de quebra de translocagéo, no-

vamente mostrando que sequéncias alvos 4C podem identificar rearranjos em grandes dis-

- tancias. A translocacgao {(7;12)( q35;pl2.3) ndo foi descrita antes em T-ALL. As duas sondas

no cromossomo 12 que marcam a transigéo entre fragmentos de restrigdo capturados € ndo
capturados foram 6 kb aparte e localizados logo a jusante apenas do dominio Lim do gene
LMOS3. O sequenciamento da extremidade pareada do fragmento de restricdo foi usado para
confirmar que estas sondas demarcam a regido contendo o ponto de quebra. O sequencia-
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mento dos pontos de quebra presentes em ambos cromossomos derivados demonstrou que
o cromossomo 12 foi rearranjado sem a perda de um nucleotideo simples, embora a quebra
no cromossomo 7 tenha sido acompanhada por um delegéo de quase 400 kb de sequéncias
TCRB (figura 32B). Esta delegdo possivelmente se deu em virtude de eventos de delegéo
associados com a tentativa de recombinagdo de VDJ do locus TCRB. Ambos os pontos de
quebra também contiveram pares intervenientes de base de origem desconhecida (4 e 18
bp, respectivamente), que podem representar os nucleotideos aleatérios que também sao
normalmente incorporados durante recombinagéo de VDJ. Interessantemente, a transloca-
cdo posiciona o melhorador de TCRB 70 kb a jusante do gene LMO-3 (figura 32C), que &
comparavel a sua posi¢do normal com relagdo ao TCRB. Dados de expressé&o do microar-
ranjo mostraram que embora LMO3 seja normalmente fora da amostra T-ALL do paciente, o
gene é altamente expresso nesta amostra T-ALL (figura 37). Os elementos da familia de
proteina LMO-1 e LMO-2, mas nido LMO3, foram previamente considerados como parceiros
oncogénicos de translocagdo do TCR loci em T-ALL. Interessantemente, observou-se recen-
temente que LMO3 age como um oncogene em neuroblastoma (14). Assim, a tecnologia 4C
aplicada a triagem de amostra do paciente ndo caracterizada para aberragbes genéticas
leva a descoberta de uma translocagéo previamente néo detectada e estabeleceu LMO-3
como um oncogene célula T inédito putativo. ’ |

Conclusbes '

Estes dados estabelecem a tecndlogia 4C como a primeira abordagem gendmica
que pode identificar anormalidades genéticas equilibradas tais como translocagdes e inver-
sBes reciprocas. Além do mais, fica claro que a tecnologia 4C pode identificar dele¢ées ho-
mozigotas e delegdes associadas com translocagbes. A tecnologia 4C pode também identi-
ficar eventos heterozigotos néo equilibrados com base em mudangas no nimero de copias
de DNA capturado. Uma vantagem principal da tecnologia 4C sobre abordagens de sequen-
ciamento de extremidade pareada (75) ou mesmo sequenciamento do genoma total (alta
producdo) é que a identificagédo de rearranjos equilibrados ndo se baseia em capturar a se-
quéncia fragmento simples que carrega o ponto de quebra; em vez disto, a tecnologia 4C
identifica rearranjos equilibrados com base na captura de muitos fragmentos cobrindo diver-
sas megabases no 'ponto de quebra. Por exemplo, translocagdes reciprocas séo identifica-
das com base na captura de muitos fragmentos que se localizam em uma parte de um cro-

mossomo por uma sequéncia alvo localizada em um outro cromossomo. Isto torna a tecno-

logia mais robusta do que outras abordagens. A resolugdo de tecnologia 4C ¢ alta e permite

a imediata clonagem e sequenciamento dos pontos de quebra genéticos, como foi demons-
trado para quatro diferentes rearranjos. Mesmo os pontos de quebra localizados diversos
megabases distantes da sequéncia alvo- podem facilmente ser identificados. A resolugéo é

essencialmente idéntica ao tamanho médio dos fragmentos criados pela enzima de restri-
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¢do. Usando uma enzima que cria menores fragmentos deve ser aumentado ainda mais a
resolugdo desta técnica. A tecnologia 4C pode ser aplicada a todos os tipos celulares tais
como células cancerigenas do sangue, tumores sélidos, amniécitos coletados para diagnés-
tico pré-natal, etc., desde que células suficientes possam ser isoladas (ou cultivadas) con-
tendo DNA intacto. Iniciamos atualmente com cerca de 10 milhdes de células, mas esta
quantidade pode ser reduzida, uma vez que hibridizamos jungdes de ligagdo amplificadas de
PCR originando de ~ 0,5 milhdes de genomas equivalentes. A tecnologia 4C atual exige
triagem de uma sequéncia alvo e é portanto particularmente adequada para a triagem de
rearranjos proximos dos loci frequentemente envolvidos em uma doenga, tais como os ge-
nes do receptor da célula T em T-ALL ou o receptor de célula B (BCR) loci de cadeia pesada
e leve em linfomas humanos. A técnica é também muito usada para o mapeamento fino de
rearranjos fracamente caracterizados, por exemplo, de translocagbes ou inversdes que fo-
ram encontradas com base em cariotipagem cromossémica.

EXEMPLO 13

Sequenciamento Multiplex 4C

Desenho experimental
Este exemplo é com base em uma das diversas tecnologias de sequenciamento de

alta producéo (Solexa), mas pode ser modificado para ajustar outras plataformas. a fim de

~ usar sequenciamento Solexa (lllumina) par a andlise dos resultados 4C, sequenciamento é

direcionado as juncgdes de ligagdo. Portanto, os iniciadores de PCR inversa foram desenha- '
dos para cada sequéncia alvo de maneira que eles estejam préximos aos sitios de reconhe-
cimento de enzima de restricdo primaria e secundaria analisada. Desenhamos aqui, peque-
nos iniciadores de PCR inversa (18-mers) que cada sobreposigdo parcialmente ou comple-
tamente com os sitios de reconhecimento de enzima de restrigdo primaria (Hindlll) e secun-
daria (Dpnil) analisada. O adaptador Solexa e a sequéncia de iniciagéo de sequéncias foram
adicionados como projecgdes 5' para os iniciadores de PCR inversa (figura 38).

Trés sequéncias alvos (iscas) foram selecionadas em cromossomo 7 humano, res-
pectivamente na posigédo 85, 105 e 139 Mb. Os conjuntos iniciadores usados para amplificar

os fragmentos capturados por cada uma dessas iscas sdo da maneira a seguir:

85 Mb:
iniciador Dpnll-: atgtgactcctctagatc
iniciador Dpnll com adaptador:

aatgatacggcgaccaccgaacactctttccctacacgacgctcttcecgatet- atgtgactectctagatce
iniciador Hindlll: ccctgaacctctigaaget
iniciador Hindlill com adaptador: caagcagaagacggcatacga-ccctgaacctctigaagct
105 Mb:
Iniciador Dpnll: cggcctccaattgtgatc
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iniciador Dpnll com adaptador:
aatgatacggcgaccaccgaacactctticcctacacgacgctcttccgatct- cggcctccaattgtgatc iniciador Hindll-
I: gaattgcttttggtaagcit

iniciador Hindlll com adaptador: caagcagaagacggcatacga-gaattgcttttggtaagctt

139 Mb:

Iniciador Dpnll: ttttagccctgacagatce

iniciador Dpnll- com adaptador:
aatgatacggcgaccaccgaacactctttccctacacgacgcetcttcecgatct-ttitagccctgacagate iniciador Hindlll-;
agtcaaacataagcctaage

iniciador Hindlll- com adaptadores: caagcagaagacggcatacga-agtcaaacataagcctaagc

Cada conjunto de iniciador (com adaptadores) foi usado em uma reag&o separada
de PCR; 3 reacgdes de PCR (usando 200 ng de molde por reacédo) foram realizadas em con-
dicdes padrdes (descritas em Simonis et al., Nature Methods 2007, vol.4, 895-901). O molde
4C foi preparado a partir da linhagem celular HSB-2 T-ALL, contendo uma translocagéo re-
ciproca t(I;7)(p35;q35) entre o locus beta receptor de célula T (TCRB) em 7q35 e o locus
LCK em Ip35 (Burnett, R. C, et al., Blood 84, 1232-6 (1994)). Os produtos de PCR s&o mos-
trados na Figura 39.

Subsequentemente, as reacdes de PCR foram égrupadas por conjunto de iniciador
e purificadas em colunas em branco Amersham. A concentragdo de DNA foi medida e quan-
tidades iguais de material amplificado por cada conjunto de iniciador foram misturadas. Esta
mistura foi analisada por sequenciamento Solexa.

Resultados de sequenciamento Solexa

Namero total de leituras (uma raia): 4.9 X 10 sequéncias.

93 % das sequéncias comegam com uma das sequéncias iniciadoras esperada.

Durante analise dos primeiros 12 pares de base (bp) da jungdo de ligagdo Dpnll e
comparando estes 12 pares de base com uma base de dados local contendo todos os frag-
mentos gendmicos de 12 bp que flanqueiam os sitios Dpnll relevantes no genoma (isto é,
aqueles diretamente adjacentes a um sitio Hindilll) descobrimos que: 37 % contém captura
exclusivo de 12bp, 34 % contém captura ndo exclusivo de 12bp, e 29 % contém captura n&o
esperado de 12 bp.

De todas as sequéncias 4,9 *106: 34 % contiveram iniciador + captura exclusivo,
32% contiveram iniciador + captura ndo exclusivo. No total portanto 66 % contiveram uma
primeira sequéncia esperada de 30 bp.

Por conjunto de iniciador o nimero total de sequéncias e a natureza dessas se-

gquéncias sdo da maneira a seguir:
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Iniciador do conjunto 1 (85 Mb): .  Iniciador do conjunto 1

_ 2.23 *10°
8.59 *10° 6.94*10° . 6.78 *10°
captura - captura " captura
exclusiva  ndo exclusiva nao
de 12bp de 12bp esperada
(39%) (31%) (30%)

4.3 *10* 1.9 *10*

capturas capturas
diferentes diferentes

Iniciador do conjunto 2 (105 Mb): . . .
) Iniciador do conjunto 2:

. 1.23.¥10°

348*10° 547%10° 3.35%10°

captura _ captura captura
exclusiva naoexclusiva nao esperada
de 12bp de 12bp de 12bp
(28%) (45%) 271%)

23*10*  1.1*10*
capturas capturas
diferentes  diferentes

Iniciador do conjunto 3 (139 Mb):
Iniciador do conjunto 3:

1.07 *10%

L T

475+%10° 3.10*10° 2.85%*10°

captura captura captura

exclusiva haoexclusiva néo esperada

de12bp  de12bp de 12bp
4%) = (29%) (27%)

|

2.7 *10* 1.4 *10*
capturas capturas
diferentes diferentes

Quando sequéncias capturadas s&o colocadas em grafico nas suas posigdes cro-
mossdémicas, os dados sdo mostrados nas Figuras 40 e 41.

Em resumo, os dados fornecem uma demonstragdo do principio para sequencia-
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mento multiplex-4C. Para cada sequéncia, a isca e a sequéncia capturada podem ser identi-
ficadas. A técnica pode ser adicionalmente melhorada:

1. O sequenciamento pode ser mais bem direcionado para o lado Hindlll (em vez
de o lado Dpnll); isto impede que eventos de ligagdo aleatdrios a leitura ocorram durante a
segunda etapa de ligagéo.

2. O uso de menos cortadores de frequente (7 ou 8 cortadores em vez de 6 corta-
dores) aumentaria a distancia genémica capturada (coberta) por cada isca.

3. O uso de uma enzima de restrigdo que ndo digere o DNA repetitivo (ou € relati-
vamente sub-representado em DNA repetitivo) aumentaria o namero de leituras interpreta-
veis.

Aspectos Adicionais_1

1. Um método para analisar a frequéncia de interagdo de uma sequéncia de nucleo-
tideos alvo com uma ou mais sequéncias de nucleotideos (por exemplo, um ou mais loci
gendmicos) compreendendo o uso de uma sequéncia de nucleotideos ou um arranjo de
sondas ou um conjunto de sondas ou um arranjo da maneira aqui descrita.

2. Um meétodo para identificar uma ou mais interagdes DNA-DNA que s&o indicati-
vos de uma condigdo da doenca particular ou estado do portador compreendendo o uso de
uma sequéncia de nucleotideos ou um arranjo de sondas ou um conjunto de sondas ou um
arranjo da maneira aqui descrita.

3. Um método de diagnéstico ou prognéstico de uma doenga ou sindrome ou esta-
do do portador causados ou associados a uma mudanga em um DNA-DNA compreendendo
o uso de uma sequéncia de nucleotideos ou um arranjo de sondas ou um conjunto de son-
das ou um arranjo da maneira aqui descrita.

4. Um método do ensaio para identificar um ou mais agentes que modulam uma in-
teragdo DNA-DNA compreendendo o uso de uma sequéncia de nucleotideos ou um arranjo
de sondas ou um conjunto de sondas ou um arranjo da maneira aqui descrita.

5. Um método para detectar a localizagéo de um ponto de quebra (por exemplo,
uma transiocagdo) compreendendo o uso de uma sequéncia de nucleotideos ou um arranjo
de sondas ou um conjunto de sondas ou um arranjo da maneira aqui descrita.

6. Um método para detectar a localizagdo de uma inverséo compreendendo o uso
de uma sequéncia de nucleotideos ou um arranjo de sondas ou um conjunto de sondas ou
um arranjo da maneira aqui descrita.

7. Um método para detectar a localizagdo de uma delegéo compreendendo 0 uso
de uma sequéncia de nucleotideos ou um arranjo de sondas ou um conjunto de sondas ou
um arranjo da maneira aqui descrita.

8. Um método para detectar a localizagdo de uma duplicagao compreendendo o

uso de uma sequéncia de nucleotideos ou um arranjo de sondas ou um conjunto de sondas



10

15

25

30

35

~ um sitio integragéo (viral).

107

ou um arranjo da maneira aqui descrita.

9. Um método para analisar a frequéncia de interagdo de uma sequéncia de nucleo-
tideos alvo com uma ou mais sequéncias de nucleotideos de interesse (por exemplo, um ou
mais loci gendmicos) compreendendo a etapa de:

(a) fornecer uma amostra de DNA reticuiado;

(b) digerir o DNA reticulado com uma enzima de restrigéo primaria;

(c) ligar as sequéncia de nucleotideos reticuladas

(d) reverter a reticulagéo;

(e) digerir opcionalmente as sequéncias de nucleotideos com uma enzima de restri-
¢do secundaria;

(f) ligar opcionalmente a sequéncia de nucleotideos;

(g) amplificar uma ou mais sequéncias de nucleotideos de interesse que sao liga-
das a sequéncia de nucleotideos alvo usando pelo menos dois oligonucleotideo iniciadores,
em que cada iniciador hibridiza em uma sequéncia de DNA conhecida que flanqueia aa se-
guéncias de nucleotideos de interesse;

(h) hibridizar a(s) sequéncia(s) amplificada(s) em um arranjo ou sequenciar as se-
quéncias amplificadas; e

(i) determinar a frequéncia de interagdo entre as sequéncias de DNA.

Aspectos Adicionais 2

Ainda adicionalmente os aspectos da presente invengdo sdo apresentados a seguir
nos paragrafos numerados.

1. Um sequéncia de nucleotideos circularizada compreendendo uma primeira e
uma segunda sequéncia de nucleotideos separadas pelos sitios de reconhecimento enzima
de restrigdo primaria, em que a dita primeira sequéncia de nucleotideos € uma sequéncia de
nucleotideos alvo e a dita segunda sequéncia de nucleotideos é obtenivel pela reticulagéo
do DNA gendmico.

2. A sequéncia de nucleotideos circularizada de acordo com o paragrafo 1, em que
a sequéncia de nucleotideos alvo ¢ selecionada do agrupamento que consiste em um pro-
motor, um melhorador, um silenciador, um isolante, uma regido de anexagao de matriz, uma
regido de controle dos locus, uma unidade de transcricdo, uma origem de replicagdo, um
ponto quente de recombinagdo, um ponto de quebra de translocagéo, um centrobmero, um
teldmero, um regido densa em gene, uma regiéo fraca em gene, um elemento repetitivo e

3. A sequéncia de nucleotideos circularizada de acordo com o paragrafo 1, em que
a sequéncia de nucleotideos alvo é uma sequéncia de nucleotideos que € associada com,
ou causa uma doenca, ou é localizada menos que 15 Mb em um molde de DNA linear de

um locus que é associado com, ou causa um doenga.
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4. A sequéncia de nucleotideos circularizada de acordo com os paragrafos 1-3, em
que a sequéncia de nucleotideos alvo é selecionada do agrupamento que cbnsiste em: A-
MLI, MLL, MYC, BCL, BCR, ABLI, IGH, LYLI, TALI, TAL2, LMO2, TCRa/®, TCRB e HOX ou
outros loci associados com doenga da maneira descrita em "Catalogue of Unbalanced C-
hromosome Aberrations in Man" 2nd edition. Albert Schinzel. Berlin: Walter de Gruyter,
2001. ISBN 3-11-011607-3.

5. A sequéncia de nucleotideos circularizada de acordo com qualquer dos paragra-
fos 1 a 4 em que o sitio de reconhecimento de enzima de restrigdo primaria € um sitio de
reconhecimento de 6 a 8 bp, preferivelmente selecionado do agrupamento que consiste em
Bglll, Hindlll, EcoRI, Bamlll, Spel, Pstl e Ndel.xxx

6. A sequéncia de nucleotideos circularizada de acordo com qualquer dos paragra-
fos anteriores, em que o sitio de reconhecimento de enzima de restricdo secundaria € um
sitio de reconhecimento de sequéncia de nucleotideos de 4 ou 5 bp.

7. A sequéncia de nucleotideos circularizada de acordo com qualquer dos paragra-
fos anteriores, em que o sitio de reconhecimento de enzima de restrigdo secundaria € locali-
zado em mais que cerca de 350bp do sitio de restrigdo primaria.

8. A sequéncia de nucleotideos circularizada de acordo com qualquer dos paragra-
fos anteriores, em que a sequéncia de nucleotideos € marcada.

9. Um método para preparar uma sequéncia de nucleotideos circularizada compre-
endendo a etapa de: '

(a) fornecer uma amostra de DNA reticulado;

(b) digerir o DNA reticulado com uma enzima de restrigdo primaria;

(c) ligar o sequéncias de nucleotideos reticuladas para circularizagédo;

10. Um método de acordo com o paragrafo 9, em que a sequéncia de nucleotideos
reticulada € ampilificada usando PCR. ‘

11. Um método de acordo com o paragrafo 10, em que a sequéncia de nucleoti-
deos reticulada é amplificada usando PCR inversa.

12. Um de acordo com o paragrafo 10 ou paragrafo 11, em que o Sistema de PCR

Expand Long Molde (Roche) é usado.

Tabela 2 7
Interagdo em4C | N % de sobreposi- [ em Cyro- | valorde P
gdo FISH
| B-globina — C- | + 1268 |74 + P <0,001.
hr.7 73,1 Mb
B-globina — |- 254 3,6 -
Chr.7 80,1 Mb
(OR)
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Chr.7 135,0 Mb

B-globina — C-| - 255 3,5 -
hr.7 118,3 Mb
B-globina - C-| + 259 6,6 + P < 0,001
hr.,7 129,9 Mb
(Uros)
B-globina — C-| + 413 9, + P < 0,001
hr.7 130,1 Mb
B-globina — C- | - 261 1,9 -
hr.7 135,0 Mb
B-globina —|x 258 0,4 -
D7Mit21
Chr.7 80,1 Mb — | x 253 5,9 + P <0,05
Chr.7 135,0 Mb
Chr.7 73,1 Mb — | x 254 5,5 + P <0,05
Chr.7 130,1 Mb
Rad23A — Chr. 8 | + 255 5,9 + P <0,05
21,8 Mb
Rad23A - Chr. 8 | + 261 8 + P < 0,001
122,4 Mb
Interacao em4C | N % de sobreposi- | em Cyro- | valor de P
cdo FISH

B-globina - C- |- 256 3,9 -
hr.7 73,1 Mb ,
B-globina —| + 256 12,9 + P < 0,001
Chr.7 80,1 Mb
(OR)
B-globina — C-| - 242 4,1 -
hr.7 118,3 Mb
B-globina — C-| - 263 3 -
hr.7 130,1 Mb
B-globina - C-| + 256 7 + P < 0,05
hr.7 135,0 Mb ' '
B-globina - 258 6,2 + P <0,05
D7Mit21

| Chr.7 80,1 Mb — 261 5 + P<0,1
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Rad23A — Chr. 8 | - 260 - | 3,8 -
21,8 Mb
Rad23A ~Chr. 8 | + 258 8,1 + P < 0,001
122,4 Mb
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<210> 1
<211> 22
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador de oligonucleotideo

<400> 1
acttcctaca cattaacgag cc

<210> 2
<211> 23
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador de oligonucleotideo

<400> 2
gctgttatcc ctttctcttc tac

<210> 3
<211> 18
<212> DNA
<213> Artificial

<220> ‘ :
<223> Iniciador de oligonucleotideo

<400> 3
tcacacgcga agtaggcc

23

22

18




<210> 4
<211> 19
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador de oligonucleotideo

<400> 4
ccticcteca cecatgatga

<210> 5
<211> 25
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador de oligonucleotideo

<400> 5
aacgcatttg ctcaatcaac tactg

<210> 6
<211> 25
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
’<223? Iniciador de oligonucleotideo

<400> 6 .
gttgctccte acatttgett ctgac

<210> 7
<211> 41
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador de oligonucleotideo

<400> 7
catgaagaaa cgagcacccc cttgatgtit ctcectttac ¢

<210>.8
<211> 40
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador de oligonucleotideo

19

25

25

41



<400> 8
tgtcaggctc ttctcctaca cgtcgtccag aacactcacce

<210> 9
<211> 37
<212> DNA
<213> Atrtificial

<220>
<223> Iniciador de oligonucleotideo

<400> 9
aatccagggc tacttccagce cgtgatgceta tctgeca

<210> 10
<211> 38
<212> DNA
<213> Atrtificial

<220>
<223> Iniciador de oligonucleotideo

<400> 10
tgttggaaga ccaggtgaag tgtcgtggaa agcgagtg

<210> 11
<211> 45
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador de oligonucleotideo

<400> 11
caatcccaga tacattcctc atacaaatac tttccaagac tggac

<210> 12
<211> 39
<212> DNA
<213> Atrtificial

<220> .
<223> Iniciador de oligonucleotideo

<400> 12
gaatatgtta tgcttgatcc ttccatgaga gaagtctag

<210> 13
<211> 18
<212> DNA
<213> Artificial

40

37

38

45

39



<220> v
<223> Iniciador de oligonucleotideo

<400> 13
atgtgactcc tctagatc 18

<210> 14
<211> 71
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador de oligonucleotideo

<400> 14
aatgatacgg cgaccaccga acactctttc cctacacgac getcttccga tetatgtgac

tcctctagat ¢ 71

<210> 15
<211> 19
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador de oligonucleotideo

<400> 15
ccctgaacct cttgaagct 19

<210> 16
<211> 40
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador de oligonucleotideo

<400> 16
caagcagaag acggcatacg accctgaacc tcttgaagct 40

<210> 17
<211> 18
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador de oligonucleotideo

<400> 17
cggcctccaa tigtgatc 18

60




<210> 18
<211> 71
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador de oligonucleotideo

<400> 18

aatgatacgg cgaccaccga acactcitic cctacacgac gcetcticcga tetcggecte

caattgtgat c

<210> 19
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador de oligonucleotideo

<400> 19
gaattgcttt tggtaagcett

<210> 20
<211> 41
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador de oligonucleotideo

<400> 20
caagcagaag acggcatacg agaattgcit ttggtaagct t

<210> 21
<211> 18
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador de oligonucleotideo

<400> 21
ttttagcect gacagatc

<210> 22
<211> 71
<212> DNA
<213> Atrtificial

<220>

20

41

18

60



<223> Iniciador de oligonucleotideo

<400> 22

aatgatacgg cgaccaccga acactctttc cctacacgac gctcttccga tettittagec 60

cctgacagat ¢ 71

<210> 23
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador de oligonucleotideo

<400> 23
agtcaaacat aagcctaage 20

<210> 24
<211> 41
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador de oligonucleotideo

<400> 24
caagcagaag acggcatacg aagtcaaaca taagcctaag ¢

<210> 25

<211> 157

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 25
aaggaaaccc catgcccata agacgtcact aattictgaa ctottgtttt tttttttttt

ttttcaagta gttctcatct aagtagttgt titttgtcat gagaaaatca gatatgttge
taaaaattca caactatigc aagaaaaaat aaaagac

<210> 26

<211> 100

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 26

41

60

120

157

ctccaatgta actgtggatt acacctaaaa gagccagaaa acacagactc tctgtggaac 60

catgacacaa cagtgcttgg tattattttt tcctagttag 100



<210> 27

<211> 60

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 27

aagagccaga aaacacagac tctctgtgga accatgacac aacagtgctt ggtattattt 60

<210> 28

<211> 50

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 28
aaaccccatg cccataagac gtcactaatt tctgaactct tgtttttttt

<210> 29

<211> 45

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 29
cgaagaactg ctcattgtag gtcaagtttc aaggtcttga accac

<210> 30

<211> 52

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 30
tctgtgccag cagettgtge cgegagecgg ccgatactct gecctaggact cc

<210> 31

<211> 30

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 31
gaccagggca ttggatttat ttcagagatc ' 30

<210> 32

<211> 26

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 32
gatcctgaca ccttagagcet aagctt , 26

50

45

52
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REIVINDICACOES

1. Método para analisar a frequéncia de interagéo de duas ou mais sequéncias de

nucleotideos alvos com uma ou mais sequéncias de nucleotideos de interesse (por exem-
plo, um ou mais loci gendmicos), CARACTERIZADO pelo fato de que compreendendo as
etapas de:

(a) fornecer uma amostra de DNA reticulado;

(b) digerir o DNA reticulado com uma enzima de restricdo primaria;

(c) ligar as sequéncias de nucleotideos reticulados;

(d) reverter a reticulagéo;

(e) digerir opcionalmente as sequéncias de nucleotideos com uma enzima de restri-
¢ao secundaria;

(f) ligar opcionalmente uma ou mais sequéncias de DNA de composig&o de nucleo-
tideo conhecida no(s) sitio(s) de digestdo de enzima de restricdo secundaria disponivel(s)
que flanqueiam uma ou mais sequéncias de nucleotideos de interesse;

(g) amplificar uma ou mais sequéncias de nucleotideos de interesse usando pelo
menos dois oligonucleotideos iniciadores, em que cada iniciador hibridiza nas seqﬂéncias de
DNA que flanqueiam as sequéncias de nucleotideos de interesse usando PCR multiplex;

(h) hibridizar a(s) sequéncia(s) amplificada(s) em um arranjo; e

(i) determinar a frequéncia de interagéo entre as sequéncias de DNA.

2. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que a
reacio de Iiga¢éo na etapa (c) ou (f) resulta na formagéo de circulos de DNA.

3. Método, de acordo com a reivindicagdo 1 ou reivindicagdo 2, CARACTERIZADO
pelo fato de que a etapa (h) compreende a andlise de produtos de ligagéo entre sequéncias
alvos e sequéncias reticuladas de interesse por meio de sequenciamento (por exemplo, o
sequenciamento de alto desempehho).

4. Método, de acordo com qualquer das reivindicagdes anteriores para analisar a
frequéncia de interagdo de duas ou mais sequéncias de nucleotideos alvos com uma ou
mais sequéncias de nucleotideos de interesse, CARACTERIZADO pelo fato de que com-
preende o agrupamento de alguns ou todos os produtos de PCR obtidos por cada uma das
sequéncias alvos na etapa (g) e andlise simultdnea subsequente de suas interagbes de
DNA.

5. Método, de acordo com a reivindicagdo 4, CARACTERIZADO pelo fato de que
as duas ou mais sequéncias amplificadas sdo marcadas diferencialmente antes do agrupa-
mento e andalise por hibridizagdo em um arranjo.

6. Método, de acordo com a reivindicagao 4 ou reivindicagdo 5, CARACTERIZADO

pelo fato de que as duas ou mais sequéncias amplificadas s&o identicamente marcadas e

‘analisadas por hibridizagdo em um arranjo quando as sequéncias residem em cromossomos
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diferentes.

7. Método, de acordo com a reivindicagdao 4, CARACTERIZADO pelo fato de que
as duas ou mais sequéncias amplificadas s&o identicamente marcadas quando as sequén-
cias residem no mesmo cromossomo em uma distancia que é longe o suficiente para sobre-
posicdo minima entre sinais de interagdo DNA-DNA.

8. Método, de acordo com qualquer das reivindicagbes anteriores,
CARACTERIZADO pelo fato de que o sequenciamento de alto desempenho é usado para
analisar as jungdes de ligacdo formadas entre as sequéncias alvos e sequéncias capturadas
de interesse.

9. Método, de acordo com a reivindicagdo 8, CARACTERIZADO pelo fato de que o
sequenciamento é direcionado as jungdes de ligagdo formadas entre as sequéncias alvos e
sequéncias capturadas de interesse pela adigdo de sequéncias adaptadoras exigidas para
sequenciamento nas extremidades das sequéncias amplificadas.

10. Método de acordo com a reivindicagédo 9, CARACTERIZADO pelo fato de que o
sequenciamento é direcionado as jungdes de ligagdo formadas entre sequéncias alvos e
sequéncias capturadas de interesse pela adigdo das sequéncias adaptadoras completas ou
parte delas exigidas para sequenciamento como proje¢des 5’ nos oligonucleotideos iniciado-
res usados para amplificar uma ou mais sequéncias de nucleotideos de interesse.

11. Método, de acordo com a reivindicagdo 9, CARACTERIZADO pelo fato de que
o sequenciamento & direcionado as jungdes de ligagdo formadas entre sequéncias alvos e
sequéncias capfuradas de interesse pela conjugacé@o de uma substéncia de biotina ou outra
fragdo nos oligonucleotideos iniciadores usados para amplificar uma ou mais sequéncias de
nucleotideos de interesse, seguido por purificagdo mediada por estreptavidina ou mediada
de outra forma do material amplificado por PCR.

12. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 8 a 11,
CARACTERIZADO pelo fato de que o sequenciamento ¢ direcionado as jungbes de ligagdo
entre sequéncias alvos e sequéncias capturadas de interesse desenhando os oligonucleoti-
deos iniciadores usados para amplificar uma ou mais sequéncias de nucleotideos de inte-
resse em 400, 300, 200, 150, 100, 90, 80 70,60, 50, 40, 30, 20, 10, 9,8, 7,6, 5, 4, 3, 2, 1
nucleotideos do(s) sitio(s) de reconhecimento de enzima de restrigdo primaria e/ou secunda-
ria analisado(s).

13. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 8 to 11,
CARACTERIZADO pelo fato de que o sequenciamento ¢ direcionado as jungbes de ligagéo
entre sequéncias alvos e sequéncias capturadas de interesse desenhado os oligonucleoti-
deos iniciadores usados para amplificar uma ou mais sequéncias de nucleotideos de inte-
resse, de maneira tal que elas se sobreponham parcial ou completamente com o sitio de

reconhecimento de enzima de restricdo primaria e/ou secundaria analisado.
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14.. Método, de acordo com qualquer uma -das reivindicagcbes 8 a 13,
CARACTERIZADO pelo fato de que as sequéncias séo lidas através da juncéo de ligagéo
de maneira tal que, quando amostras de PCR multiplexadas ou agrupadas sdo analisadas,
seja obtida informagdo de sequéncia suficiente (por exemplo, 12 nucleotideos ou mais) em
qualquer lado da jungdo de ligagdo para identificar inambiguamente cada sequéncia alvo e
cada sequéncia capturada de interesse.

15. Método, de acordo com qualquer das reivindicagdes anteriores,
CARACTERIZADO pelo fato de que a sequéncia de nucleotideos alvo é selecionada do
grupo que consiste em um rearranjo genémico, promotor, um melhorador, um silenciador,
um isolante, uma regido de anexacgéo de matriz, uma regiéo de controle de locus, uma uni-
dade de transcrigdo, uma origem de replicagdo, um ponto quente de recombinag&o, um pon-
to de quebra de translocagdo, um centrémero, um teldmero, uma regido densa em gene,
uma regido pobre em gene, um elemento repetitivo € um sitio de integragéo (viral).

16. Método, de acordo com qualquer das reivindicagbes anteriores,
CARACTERIZADO pelo fato de que a sequéncia de nucleotideos alvo € uma sequéncia de
nucleotideos que esta associada ou causa uma doenga, ou esta localizada em até ou mais
que 15 Mb em um molde de DNA linear de um locus que esta associado com ou causam
uma doenga.

17.  Método, de acordo com qualquer das reivindicagdes anteriores,
CARACTERIZADO pelo fato de que a sequéncia de nucleotideos alvo é selecionada do
grupo que consiste em: AML/, MLL, MYC, BCL, BCR, ABLI, IGH, LYL1, TALI, TAL2, LMO2,
TCRer/S, TCR/3 e HOX ou outros loci associados com doenga descritos em "Catalogue of
Unbalanced Chromossome Aberrations in Man" 2nd edition. Albert Schinzel. Berlin: Walter
de Gruyter, 2001. ISBN 3-11-011607-3.

18. Método, de acordo com qualquer das reivindicagdes anteriores,
CARACTERIZADO pelo fato de que as sequéncias alvos sdo distribuidas ao longo do mol-
de do genoma linear, de maneira tal que as sequéncias interagentes cubram um cromosso-
mo total ou o genoma.

19. Meétodo, de acordo com qualquer das reivindicagbes anteriores,
CARACTERIZADO pelo fato de que a enzima de restricdo primaria € uma enzima de restri-
gao que reconhece um sitio de reconhecimento de 6-8 bp.

20. Método, de acordo com a reivindicagdo 19, CARACTERIZADO pelo fato de que
a enzima de restrigdo primaria € selecionada do grupo que consiste em Bglll, Hindlll, BamH|,
BamH|I, Spa, Pstl e Ndel.

21. Método, de acordo com a reivindicagdo 19 ou reivindicagédo 20,
CARACTERIZADO pelo fato de que a enzima de restricdo primaria € selecionada com base

em sua auséncia ou em representacio em sequéncias repetitivas.
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22. Método, ‘de acordo com qualquer das reivindicagdes anteriores,
CARACTERIZADO pelo fato de que a enzima de restricdo secundaria € uma enzima de
restricdo que reconhece um sitio de reconhecimento de sequéncia de nucleotideos de 4 ou
5 bp.

23. Meétodo, de acordo com qualquer das reivindicagdes anteriores,
CARACTERIZADO pelo fato de que o sitio de reconhecimento de enzima de restrigéo se-
cundaria esta localizado em mais que cerca de 350 bp do sitio de restrigdo primaria na se-
quéncia de nucleotideos alvo.

24. Método para analisar a frequéncia de interagdo de uma sequéncia de nucleoti-
deos alvo com uma ou mais sequéncias de nucleotideos (por exemplo, um ou mais loci ge-
némicos), CARACTERIZADO pelo fato de que compreende as etapas de: |

(a) fornecer uma amostra de DNA reticulado;

(b) digerir o DNA reticulado com uma enzima de restricdo primaria;

(c) ligar as sequéncias de nucleotideos reticulados;

(d) inverter a reticulacgéo;

(e) digerir opcionalmente as sequéncias de nucleotideos com uma enzima de restri-
¢ao secundaria;

(f) circular as sequéncias de nucleotideos;

(g) amplificar uma ou mais sequéncias de nucleotideos que estdo ligadas na se-
quéncia de nucleotideos alvo;

(h) hibridizar opcionalmente as sequéncias amplificadas em um arranjo ou analisar
as sequéncias amplificadas por sequenciamento. (por exemplo, 0 sequenciamento de alto
desempenho); e

(i) determinar a frequéncia de interagdo entre as sequéncias de DNA.

25. Método para identificar uma ou mais Interagdbes DNA-DNA que s&o indicativas
de uma condigdo de doenga particular, CARACTERIZADO pelo fato de que compreende as
etapa de realizar as etapas (a)-(i) das reivindicagdes 1-23, em que na etapa (a) uma amos-
tra de DNA reticulado é fornecido de uma célula doente e uma nao doente, e em que uma
diferenca entre a frequéncia de interagdo entre as sequéncias de DNA da células doentes e
ndo doentes indica uma diferenga na organizagdo linear dos moldes do cromossomo (por
exemplo, um rearranjo gendmico), que € indicativo de um trago particular ou condi¢cdo de
doenga.

26. Método de diagnose ou prognose de uma doencga ou sindrome causada ou as-
sociada com uma mudanga em uma interagcdo DNA-DNA, CARACTERIZADO pelo fato de
que compreende a etapa de realizar as etapas (a)-(i) de acordo com qualquer uma das rei-
vindicagdes 1-23, em que etapa (a) compreende fornecer uma amostra de DNA reticulado

de um sujeito; e em que etapa (i) compreende comparar a frequéncia de interagdo entre as
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sequéncias de DNA com aquela de um controle néo afetado; em que uma diferenca entre o
valor obtido do controle e o valor obtido do sujeito & indicativa que o sujeito esta sofrendo da
doenca ou sindrome ou ¢ indicativa que o sujeito sofrera da doenga ou sindrome.

27. Método, de acordo com a reivindicagéo 26, CARACTERIZADO pelo fato de que
uma transi¢&o de baixas para altas frequéncias de interagdo é indicativa do local de um rear-
ranjo genético equilibrado e/ou desequilibrado.

28. Método, de acordo com a reivindicagéo 26, CARACTERIZADO pelo fato de que
um padrado inverso de frequéncias de interacdo DNA-DNA na amostra em questéo compa-
rado ao controle é indicativo de uma inverséo equilibrada e/ou desequilibrada.

29. Método, de acordo com a reivindicagéo 26, CARACTERIZADO pelo fato de que
uma reducdo na frequéncia de interagdo DNA-DNA na amostra em questdo comparada ao
controle, em combinagdo com um aumento na frequéncias de interagdo DNA-DNA em regi-
des mais distantes, € indicativa de uma delecé&o equilibrada e/ou desequilibrada.

30. Método, de acordo com a reivindicacdo 26, CARACTERIZADO pelo fato de que
um aumento ou uma diminuigdo nas frequéncias de interagdo DNA-DNA das amostras em
questdio comparadas ao controle é indicativo de uma duplicagdo ou insergéo equilibrada
e/ou desequilibrada.

31. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 26-30,
CARACTERIZADO pelo fa{o de que a cariotipagem espectral e/ou FISH & usada antes de
realizar o dito método. ’

32. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 26-30,
CARACTERIZADO pelo fato de que a doenga é uma doenga genética.

33. Meétodo, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 26-30,
CARACTERIZADO pelo fato de que a doenga & cancer.

34. Método de diagnose ou prognosé de um doenga ou sindrome causada ou asso-
ciada com uma mudanca em uma interagdo DNA-DNA, CARACTERIZADO pelo fato de que
compreende as etapa de: realizar as etapas (a)-(i) de acordo com qualquer uma das reivin-
dicagdes 1-23, em que etapa (a) compreende fornecer uma amostra de DNA reticulado de
um sujeito; e em que o dito método compreende a etapa adicional de: (j) identificar um ou
mais loci que foram submetidos a um rearranjo gendémico que esta associado com uma do-
enca.

35. Método de ensaio para identificar um ou mais agentes que modulam uma inte-
ragcdo DNA-DNA, CARACTERIZADO pelo fato de que compreende as etapas de:

(a) colocar uma amostra em contato com um ou mais agentes; e

(b) realizar as etapas (a) a (i) de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-23,
em que a etapa (a) compreende fornecer DNA reticulado da amostra;

em que uma diferenca entre (i) a frequéncia de interagdo entre as sequéncias de
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DNA na presencga do agente e (ii) a frequéncia de interagéo entre as sequéncias de DNA na
auséncia do agente ¢é indicativa de um agente que modula a interagdo DNA-DNA.

36. Método para detectar o local de um rearranjo equilibrado e/ou desequilibrado
(por exemplo, uma translocagédo), CARACTERIZADO pelo fato de que compreende as eta-
pa de:

(a) realizar as etapas (a) a (i) de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1-23;

(b) comparar a frequéncia de interagdo entre as sequéncias de DNA com aquela de
um controle;

em que uma transicdo de altas para baixas frequéncias de interagdo DNA-DNA na
amostra comparada ao controle € indicativa do local de um ponto de quebra.

37. Método para detectar o local de uma inversio equilibrado e/ou desequilibrado,
CARACTERIZADO pelo fato de que compreende as etapas de:

(a) realizar as etapas (a) a (i) de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-23;

(b) comparar a frequéncia de interagédo entre as sequéncias de DNA com aquela de
um controle;

em que um padrao inverso de frequéncias de interagdo DNA-DNA da amostra com-
parado ao controle € indicativo de uma inverséo.

38. Método para detectar o local de uma delegdo, CARACTERIZADO pelo fato de
que compreende as etapas de:

(a) realizar as etapas (a) a (i) de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-23;

(b) comparar a frequéncia de interacdo entre as sequéncias de DNA com aquela de
um controle;

em que uma reducgdo nas frequéncias de interagcdo DNA-DNA da amostra compa-
rada ao controle ¢ indicativa de delegio.

39. Método para detectar o local de uma duplicagdo, CARACTERIZADO pelo fato
de que compreende as etapas de:

(a) realizar as etapas (a) a (i) de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-23;

(b) comparar a frequéncia de interagéo entre as sequéncias de DNA com aquela de
um controle;

em que um aumento ou uma diminuigdo nas frequéncias de interagdo DNA-DNA da
amostra em questdo comparado ao controle é indicativo de uma duplicac&o ou insergéo.

40. Método, de acordo com qualquer das reivindicacbes anteriores,
CARACTERIZADO pelo fato de que as sequéncias de nucleotideos interagentes com duas
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ou mais sequéncias alvos sao amplificadas.

41. Método, de acordo com a reivindicagdo 40, CARACTERIZADO pelo fato de que
as sequéncias alvos estdo posicionadas nos loci genémicos ou préoximas a eles, conhecidos
pata estar associados a uma condi¢do de doenga.

42. Método, de acordo com a reivindicagdo 41, CARACTERIZADO pelo fato de que
as sequéncias alvos sédo selecionadas sem conhecimento prévio no local de um rearranjo e
sé@o espacgadas de maneira tal que as sequéncias interagentes cubram um cromossomo
completo ou o0 genoma, e em que as sequéncias interagentes identificadas permitem re-
construir mapas cromossOmicos lineares e rearranjos gendmicos que ocorreram nos cro-
mossomos e entre eles.

43. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 40 a 42,
CARACTERIZADO pelo fato de que as sequéncias amplificadas sdo marcadas.

44, Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 43,
CARACTERIZADO pelo fato de que as sequéncias amplificadas sdo marcadas diferencial-
mente de acordo com sua posi¢do ho genoma.

45. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 40 a 44,
CARACTERIZADO pelo fato de que é para a detecgdo de um rearranjo, translocagéao, in-
versdo, delegéo, duplicagdo ou insercdo equilibrados e/ou desequilibrados.

46. Agente, CARACTERIZADO pelo fato de que € obtido ou obtenivel pelo método
de ensaio, de acordo com a reivindicagdo 34.

47. Método para analisar a frequéncia de interagdo de uma ou mais sequéncias de
nucleotideos alvos com uma ou mais sequéncias de nucleotideos de interesse (por exem-
plo, um ou mais loci gendmicos), CARACTERIZADO pelo fato de que compreende as eta-
pas de:

(a) fornecer uma amostra de DNA reticulado;

(b) digerir o DNA reticulado com uma enzima de restricdo primaria;

(c) ligar as sequéncias reticuladas de nucleotideos;

(d) inverter a reticulagao; e

(e) sequenciar as sequéncias de nucleotideos ligados.

48. Método para determinar a presenga de um rearranjo gendmico em uma amos-
tra, CARACTERIZADO pelo fato de que compreende as etapas de:

(a) fornecer uma amostra de acido nucléico (por exemplo, DNA gendmico), em que
o dito acido nucléico compreende uma sequéncia de nucleotideos de sequéncia adjacente
conhecida no local do rearranjo gendmico suspeito;

(b) digerir o DNA com uma enzima de restrigdo primaria para formar uma pluralida-
de de fragmentos de restrigao;

(c) purificar opcionalmente os fragmentos de restri¢céo;
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(d) ligar os fragmentos de restricdo para formar DNA circular;

(e) purificar opcionalmente o DNA circular;

(f) digerir o DNA circular com uma enzima de restrigdo secundaria para formar uma
pluralidade de fragmentos de restri¢ao;

(9) ligar os fragmentos de restrigdo para formar DNA circular;

(h) amplificar o rearranjo gendémico suspeito usando um ou mais iniciadores que hi-
bridizam na sequéncia de nucleotideos de sequéncia conhecida; e

(g) sequenciar o rearranjo genémico suspeito.

49. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 45,
CARACTERIZADO pelo fato de que a etapa de hibridizag&o etapa pode ser substituida com
uma etapa de sequenciamento.

50. Método, de acordo com a'reivindicagéo 47 ou 48, CARACTERIZADO pelo fato
de que tanto a sequéncia de nucleotideos alvo quanto a sequéncia de nucleotideos de inte-
resse séo identificadas por sequenciamento.

51. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 47 a 50,
CARACTERIZADO pelo fato de que as sequéncias adaptadoras estido ligadas nos produtos
de PCR.

52. Base de dados, CARACTERIZADO pelo fato de que é de sequéncias de acidos
nucléicos de cerca de 6-50 pares de bases que flanqueiam diretamente e, opcionalmente,
incluem o sitio de reconhecimento de enzima de restricdo primaria ou o sitio de reconheci-
mento de enzima de restricdo secundaria de cada sequéncia alvo.

53. Base de dados, CARACTERIZADO pelo fato de que é de sequéncias de acido
nucléico de cerca de 12-50 pares de bases, CARACTERIZADA pelo fato de que flanqueiam
diretamente todos os sitios de reconhecimento de enzima de restrigdo primaria relevantes
no genoma.

54. Uso da base de dados das sequéncias de acido nucléico da reivindicagéo 52 ou
53, CARACTERIZADO pelo fato de que é para determinar a posigdo gendmica de cada
uma das sequéncias capturadas identificadas.

55. Método ou um agente ou uma base de dados ou um uso, CARACTERIZADO
pelo fato de que é substancialmente da maneira aqui descrita e com relagcéo a qualquer dos

exemplos ou figuras.
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FIGURA 15
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FIGURA 16
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FIGURA 19
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FIGURA 21
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FIGURA 22
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FIGURA 23
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FIGURA 24
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FIGURA 25
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FIGURA 26
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FIGURA 27
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RESUMO

“CAPTURA DE CONFORMAGCAO DE CROMOSSOMO CIRCULAR”

A presente invencdo diz respeito em um aspecto a um método para analisar a fre-
qguéncia de interagdo de uma sequéncia de nucleotideos alvo com uma ou mais sequéncias
de nucleotideos de interesse (por exemplo, um ou mais loci genémicos) compreendendo as
etapas de: (a) fornecer uma amostra de DNA reticulado; (b) digerir o DNA reticulado com
uma enzima de restrigdo primaria; (c) ligar as sequéncias de nucleotideos reticulados; (d)
reverter a reticulacdo; (e) digerir opcionalmente as sequéncias de nucleotideos com uma
enzima de restrigdo secundaria; (f) ligar opcionalmente uma ou mais sequéncias de DNA de
composigdo de nucleotideo conhecida no(s) sitio(s) de reconhecimento de enzima de restri-
¢do secundaria disponivel(s) que flanqueiam uma ou mais sequéncias de nucleotideos de
interesse; (g) amplificar uma ou mais sequéncias de nucleotideos interesse usando pelo
menos dois oligonucleotideos iniciadores, em que cada iniciador hibridiza nas sequéncias
que flanqueiam as sequéncias de nucleotideos de interesée; (h) hibridizar a(s) sequéncia(s)

em uma arranjo; e (i) determinar a frequéncia de interagéo entre as sequéncias de DNA.
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