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“ESTRATEGIAS DE SEQUENCIAMENTO DE REGIAO DE INTERESSE
GENOMICA EM 3D”

Campo da invencao

A presente invencao refere-se ao campo da biologia molecular e,
mais particularmente, a tecnologia de DNA. A invengdo se refere em mais
detalhes ao sequenciamento de DNA. A invengao se refere a estrategias para
determinar (parte de) uma sequéncia de DNA de uma regidao gendmica de
interesse. Em particular, a invencgéo se refere a determinagao da sequéncia de
partes de um genoma que estdo em uma configuracao espacial entre si. A
invencdo se refere, adicionalmente, a usos dos métodos da invengao no
desenvolvimento de diagndsticos personalizados e tratamento médico, na
triagem de tecidos quanto a presenga de malignidades e outras afeccoes.

Antecedentes

Um esforco consideravel foi dedicado para desenvolver
estratégias de "enriquecimento alvo" para sequenciamento, nas quais regioes
gendmicas de uma amostra de DNA sdo capturadas seletivamente e/ou
amplificadas seletivamente e sequenciadas subsequentemente (revisado em
Mamanova et al., Nature Methods, 2010, (2):111 a 118). Estratégias de
enriquecimento gendmicas sao importantes, conforme elas permitem foco em
uma regiao gendmica particular, a qual, em comparacao a analise de genoma
completa, € mais eficaz com custo e tempo, e também muito menos dificil de
analisar. Estratégias de enriquecimento gendmicas diferentes existem. Por
exemplo, realizar uma reagéo de PCR, com o uso de um unico par de iniciador,
ird amplificar uma regido gendmica e, portanto, enriquecer aquela regiao
gendmica. Entretanto, o tamanho de produto de PCR que pode ser feito é
limitado. Protocolos de PCR longos tém atualmente um limite superior de 10 a
40kB o qual pode ser amplificado (Cheng et al., Proc Natl Acad Sci U S A,
1994; 91 (12): 5.695 a 5.699), mas essas abordagens tendem a carecer de
robustez e cada PCR requer otimizagdo e validagao, e ainda, o limite de

tamanho é limitado. A fim de aumentar o tamanho de regides que podem ser
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amplificadas, bem como a robustez do ensaio, abordagens com azulejos foram

desenvolvidas com o uso de uma multiddo de pares de iniciador de PCR
projetados especificamente para uma regido gendmica de interesse. Esses
iniciadores s&0 usados, por exemplo, em uma abordagem de PCR de
multiplexo ou em um PCR de RainDance. Varios métodos enzimaticos, tal
como circularizagao alvo, sdo compativeis com tais estratégias de amplificacao
direcionadas. Outros métodos envolvem o uso de sondas de captura, em uma
armacao ou em solugdo, em que sondas de 60 a 120 bases em comprimento
sao usadas para capturar a regido gen6mica de interesse por meio de
hibridizacao.

Conforme € claro a partir dos exemplos acima, a fim de
enriquecer uma regido genomica de interesse, informagdes de sequéncia em
toda a regido gendmica de interesse sao requeridas antecipadamente, uma vez
que isso € necessario para projetar sondas e/ou iniciadores para capturar e/ou
amplificar a regido genbémica de interesse. Por exemplo, enriquecer uma
sequéncia de 30 Mb, 6.000 PCRs separados seriam requeridos tipicamente.
Com sondas de captura, ainda mais informagdes de sequéncia sao requeridas,
conforme pelo menos tanto quanto 250.000 sondas de 120bp seriam
requeridas e precisam ser projetadas para capturar uma sequéncia de 30 Mb.
Esses ensaios sdo parciais ao usar dados de sequéncia para as sondas e/ou
iniciadores os quais cobrem amplamente a regido genémica de interesse. Elas
nao pegam sequéncia para desviar muito das sequéncias de modelo
projetadas e irdo, portanto, por exemplo, nao detectar insergoes.
Adicionalmente, essas abordagens requerem fragmentar DNA em, tipicamente,
sequéncias de poucos 100 pares de base antes da analise. 1sso significa que a
regido gendmica de interesse € quebrada em muitos pedacos, resultando em
perda de informagdes, entre outros, em relagcdo a redisposicoes dentro da
regiao de interesse. Por isso, existe uma necessidade para estratégias de
enriguecimento gendmicas aprimoradas as quais sdo muito menos parciais, as

quais nao requerem milhares de sequéncias curtas, e, as quais habilitam
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sequenciamento completo neutro de hipétese da regiao de interesse.

No estudo da arquitetura nuclear de mamifero, 0s ensaios de
capiura de conformacao de cromossomo (3C/4C) foram desenvolvidos, com 0s
quais a organizagao estrutural de uma regi@o gendmica pode ser analisada
(WO 2007/004057, WO 2008/08845). Essas tecnologias envolvem a
reticulacéo in vivo de células, por exemplo, com formaldeido, de modo que a
arquitetura de cromatina que incluir o DNA seja fixada em sua arquitetura
tridimensional. Além disso, a cromatina € fragmentada, por exemplo, com uma
enzima de restricao, seguida pela ligacao dos fragmentos de DNA reticulados.
O resultado é que fragmentos de DNA que estao proximos um do outro sao
ligados. Os produtos de ligagao sdo subsequentemente amplificados por PCR
e analisados para a frequéncia de interagao de fragmentos de DNA ligados, a
gual é indicativa da proximidade de fragmentos. A amplificacdo de PCR pode
ser baseada em uma sequéncia alvo dentro da regiao gendmica de interesse.
Uma frequéncia alta de interagdo com a regido gendmica de interesse indica
uma proximidade, uma frequéncia baixa de interagao indica uma proximidade
distante. A fim de identificar os fragmentos de DNA, as informagbes de
sequéncia sdo requeridas. Tais informagbes de sequéncia podem ser
fornecidas ao detectar fragmentos amplificados com uma microarmagao, sendo
que compreende sondas, ou por sequenciamento uma parte de fragmentos
amplificados pequena (tipicamente, um minimo de 20 a 30 pares base €
suficiente para identificar a posigdo correspondente em um genoma). De
qualquer forma, o nuimero de fragmentos de DNA identificados, isto &, a
frequéncia de interagao, indica a proximidade do fragmento ao ponto de vista,
cujas informacdes podem ser usadas para determinar interagoes
intracromossdmicas ou intercromossémicas.

Sumario da Invencao

Foi observado agora que o procedimento de reticulacdo e
fragmentacdo de DNA dentro de uma célula, e ligacdo subsequente de

fragmentos de DNA reticulados, pode fornecer um ponto de inicio ideal para
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analisar uma regiao gendmica de interesse que compreende uma sequéncia de
nucleotideo alvo, isto €, 0 modelo de cromossomo linear que cerca a sequéncia
de nucieotideo alvo. A invengac e baseada no conceito de que reticuiagao de
DNA ira reticular preferencialmente aquelas sequéncias que estao proximas no
modelo de cromossomo linear a uma sequéncia de nucleotideo alvo.
Formaldeido, por exemplo, pode ser usado como um reticulador. Apés reticular,
o0 DNA pode ser submetido a tratamentos (enzimatico), isto é fragmentacao e
ligacédo, enquanto que o DNA permanece em seu estado reticulado. Somente
fragmentos reticulados os quais estao na proximidade um do outro podem ser
ligados. Os fragmentos de DNA que se ligam ao fragmento de DNA que
compreende a sequéncia de nucleotideo alvo sdo de fato representativos da
regiao genémica de interesse que compreende a sequéncia de nucleotideo
alvo. Isso ocorre porque a chance de reticulagdo intracromossémica esta em
uma média sempre maior que frequéncias de reticulacdo intercromossémica.
Em geral, a chance de fragmentos diferentes serem reticulados correlaciona
inversamente com a distancia linear. Como uma estimativa, e dependendo das
afecgoOes de reticulagao reais, 20 a 30% dos fragmentos ligados com um
nucleotideo alvo de interesse estao localizados dentro de 0,5 Mb da sequéncia
de nucleotideo alvo, enquanto que 50 a 80% dos fragmentos ligados com um
nucleotideo alvo de interesse originam do cromossomo que compreende a
sequéncia de nucleotideo alvo. Os fragmentos de DNA ligados que
compreendem a sequéncia de nucleotideo alvo e, portanto, a regido genémica
de interesse, podem ser amplificados, isto €, enriquecidos, ao usar um ou mais
iniciadores de oligonucleotideo que reconhece a sequéncia de nucleotideo
alvo. A sequéncia da regiao gendmica de interesse pode ser determinada
subsequentemente com o0 wuso de (rendimento alto) tecnologias de
sequenciamento bem conhecidas na técnica. O método €& pouco parcial,
conforme nenhuma informacao extensiva é requerida para focar na regiao
gendmica de interesse. Por exemplo, uma regiao gendmica de interesse pode

compreender um alelo de interesse. Uma sequéncia de nucleotideo alvo pode



10

15

25

30

ser selecionada de modo que nao esteja dentro da sequéncia do alelo de
interesse. Uma regiao gendmica de interesse pode entao ser amplificada com o
usu de uma sequéncia de nucieotideo alvo, sem requerer informacodes de
sequéncia do alelo de interesse. Portanto, 0 alelo de interesse pode ser
enriquecido, sem requerer qualquer sequéncia daquele alelo. O efeito € que o
método de enriguecimento nao € parcial ao usar oligonucleotideos e/ou sondas
as quais cobre a sequéncia alélica de interesse. Adicionalmente, conforme a
etapa de ligagado envolve os fragmentos que estao proximos um do outro, o
método também pode permitir a analise de sequéncia de alelos separados. Por
exemplo, quando uma amostra de DNA reticulada compreende multiplos alelos
(por exemplo, uma vez que a amostra de DNA se origina de uma populagao de
células heterogéneas, ou uma vez que a ploidia € maior que um), cada alelo
pode ter uma vizinhanca genOmica diferente. Um fragmento de DNA, que
compreende uma sequéncia de nucleotideo alvo, somente ira interagir com
fragmentos de DNA que estao no mesmo espacgo. Portanto, os fragmentos de
DNA ligados sao representativos do ambiente genémico a partir do qual os
fragmentos originam. Ao determinar pelo menos parte da sequéncia de todos
os fragmentos de DNA ligados diferentes, as sequéncias de fragmento de DNA
podem subsequentemente ser acopladas com o uso das informacdes de
sequéncia dos fragmentos de DNA ligados diferentes e uma sequéncia para
regides gendmicas separadas de interesse pode ser construida.

Definicbes

Na seguinte descricao e exemplos, diversos termos sao usados. A
fim de fornecer uma compreenséao clara e consistente do relatorio descritivo e
reivindicacdes, que incluem o escopo para ser dado tais termos, as seguintes
definicoes sao fornecidas. Salvo indicagdo em contrario no presente
documento, todos os termos cientificos e técnicos usados tém o mesmo
significado conforme compreendido comumente por uma pessoa de habilidade
comum na técnica para a esta invencao pertence. As revelagdes de todas as

publicacbes, pedidos de patente, patentes e outras referéncias séao
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incorporadas no presente documento em sua totalidade a titulo de referéncia.

Metodos para realizar as técnicas convencionais usadas nos
metodos da Invengao serao evidentes para o trabalhador versado. A pratica de
técnicas convencionais em biologia molecular, bioquimica, quimica
computacional, cultura de célula, DNA recombinante, bioinformaticas,
gendmicas, sequenciamento e campos relacionados sao bem conhecidos para
aqueles versados na técnica e sao discutidos, por exemplo, nas seguintes
referéncias de literatura: Sambrook et al. ., Molecular Cloning. A Laboratory
Manual, 22 Edigao, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
N. Y., 1989; Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley
& Sons, New York, 1987 e atualizagbes periddicas; e a série Methods in
Enzymology, Academic Press, San Diego.

Conforme usado no presente documento, as formas singulares
"'um,” "uma" e "0" incluem referentes plurais a menos que o contexto dite
claramente o contrario. Por exemplo, um método para isolar "uma" molécula de
DNA, conforme usado acima, inclui isolar uma pluralidade de moléculas (por
exemplo, dezenas, centenas, milhares, dezenas de milhares, centenas de
milhares, milhées, ou mais moléculas).

Uma "regido gendmica de interesse" de acordo com a invencao é
uma sequéncia de DNA de um organismo do qual é desejavel determinar, pelo
menos parte da sequéncia de DNA. Por exemplo, uma regido gendmica a qual
é suspeita de compreender um alelo associado com uma doenga pode ser uma
regido genémica de interesse. Conforme usado no presente documento, 0
termo "alelo(s)" significa qualquer dentre uma ou mais formas alternativas de
um gene em um local particular. Em uma célula diploide de um organismo,
alelos de um dado gene estao localizados em uma localizacao especifica, ou
local (locais, no piural) em um cromossomo. Um alelo esta presente em cada
cromossomo do par de cromossomos homologos. Portanto, em uma célula
diploide, dois alelos e, portanto, duas regides gendmicas separadas

(diferentes) de interesse podem existir.
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Um "acido nucleico" de acordo com a presente invengao pode

incluir qualquer polimero ou oligbmero de bases de purina e pirimidina,
preferenciaimente citosina, timina, e uracila, e adenina e guanina,
respectivamente (Vide Albert L. Lehninger, Principles of Biochemistry, em 793 a
800 (Worth Pub. 1982) o0 qual esta incorporado no presente documento em sua
totalidade para todos os propésitos). A presente invencao contempla qualquer
deoxiribonucleotideo, ribonucleotideo ou componente de acido nucleico de
peptideo, e quaisquer variantes quimicas dos mesmos, tal como formas
metiladas, hidroximetiladas ou glicolisadas dessas bases, e similares. Os
polimeros ou oligdmeros podem ser heterogéneos ou homogéneos na
composigao, e podem ser isolados de fontes de ocorréncia natural ou podem
ser produzidas artificial ou sinteticamente. Adicionalmente, os acidos nucleicos
podem ser DNA ou RNA, ou uma mistura dos mesmos, e podem existir
permanente ou transicionalmente em uma forma de filamento Unico ou
filamento duplo, que inclui estados homoduplex, heteroduplex, e hibridos.

Um “DNA de amostra” € uma amostra que é obtida a partir de um
organismo ou de um tecido de um organismo, ou de tecido e/ou cultura de
célula, a qual compreende DNA. Um DNA de amostra de um organismo pode
ser obtido a partir de qualquer tipo de organismo, por exemplo,
microrganismos, virus, plantas, fungos, animais, humanos e bactérias, ou
combinagbes dos mesmos. Por exemplo, uma amostra de tecido de um
paciente humano suspeito de uma infec¢éo bacteriana e/ou infecgdo viral pode
compreender células humanas, mas também virus e/ou bactérias. A amostra
pode compreender células e/ou nucleo de célula. O DNA de amostra pode ser
de um paciente ou uma pessoa a qual pode estar em risco ou suspeita de ter
uma doencga particular, por exemplo, cancer ou qualquer outra afeccao a qual
requer a investigacao do DNA do organismo.

Com "reticulagao" de acordo com a invengao é significado reagir
DNA em duas posicoes diferentes, de modo que essas duas posicoes

diferentes possam ser conectadas. A conexao entre essas duas posicoes
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diferentes pode ser diretamente, formando uma ligacdo covalente entre

filamentos de DNA. Dois filamentos de DNA podem ser reticulados diretamente
com © usG da iiradiagav de UV, formando ligacoes covalentes diretamente
entre filamentos de DNA. A conexao entre as duas posicoes diferentes pode
ser indiretamente, por meio de um agente, por exemplo, uma molécula de
reticulador. Uma primeira secdo de DNA pode ser conectada a um primeiro
grupo reativo de uma molécula de reticulador que compreende dois grupos
reativos, aquele segundo grupo reativo da molécula de reticulador pode ser
conectado a uma segunda secao de DNA, sendo que, através disso, reticula a
primeira e segunda secao de DNA indiretamente por meio da molécula de
reticulador. Uma reticulagao também pode ser formada indiretamente entre
dois filamentos de DNA por meio de mais que uma molécula. Por exemplo,
uma molécula de reticulador tipica que pode ser usada é formaldeido. O
formaldeido induz reticulagbes de proteina-DNA e proteina-proteina. O
formaldeido pode, portanto, reticular filamentos de DNA diferentes entre si por
meio de suas proteinas associadas. Por exemplo, formaldeido pode reagir com
uma proteina e DNA, conectando uma proteina e DNA por meio da molécula
de reticulador. Por isso, duas se¢oes de DNA podem ser reticuladas com o uso
de formaldeido que forma uma conexdo entre uma primeira secdo de DNA e
uma proteina, a proteina pode formar uma segunda conexdo com outra
molécula de formaldeido que se conecta a uma segunda secdo de DNA,
formando, portanto, uma reticulagdo a qual pode ser retratada como DNA1-
reticulador-proteina-reticulador-DNA2. De qualquer forma, é compreendido que
a reticulacdo de acordo com a invencao envolve formar conexdes (direta ou
indiretamente) entre filamentos de DNA que estao em proximidade fisica um do
outro. Os filamentos de DNA podem estar em proximidade fisica um do outro
na célula, conforme DNA é altamente organizado, enquanto que é separado de
um ponto de vista de sequéncia, por exemplo, por 100kb. Contanto que o
método de reticulagdo seja compativel com fragmentagdo subsequente e

etapas de ligagao, tal reticulagdo pode ser contemplado para o propésito da
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invencao.

Uma "amostra de DNA reticulado" € um DNA de amostra o qual
foi subimetido a relicuiagao. A reticulagao do UNA de amostra tem o efeito de
gue o estado tridimensional do DNA dentro da amostra permanece em grande
parte intacto. Dessa forma, os filamentos de DNA que estdo em proximidade
fisica entre si permanecem préximos um do outro.

"A reticulacdo reversa", de acordo com a invengao, compreende
quebrar as reticulagbes de modo que o DNA que foi reticulado nao seja mais
reticulado e é adequado para etapas de amplificacado e/ou sequenciamento
subsequentes. Por exemplo, realizar um tratamento de K protease em um DNA
de amostra que foi reticulado com formaldeido ira digerir a proteina presente na
amostra. Uma vez que o DNA reticulado € conectado indiretamente por meio
de proteina, o tratamento de protease por si s6 pode reverter a reticulagao
entre o DNA. Entretanto, os fragmentos de proteina que permanecem
conectados ao DNA pode dificultar amplificacdo e/ou sequenciamento
subsequente. Por isso, reverter as conexdes entre o DNA e a proteina pode
resultar em “reticulacao reversa". A conexao de proteina-reticulado-DNA pode
ser revertida através de uma etapa de aquecimento, por exemplo, ao incubar a
70° C. Conforme em um DNA de amostra quantidades grandes de proteina de
proteina estéo presente, é desejavel frequentemente diferir a proteina com uma
protease em adicao. Por isso, qualquer método "reticulagéo reversa" pode ser
contemplado, em que os filamentos de DNA que s&o conectados em uma
amostra reticulada se tornam adequados para sequenciamento e/ou
amplificagao.

"Fragmentar DNA" inclui qualquer técnica que, quando aplicada
ao DNA, o qual pode ser DNA reticulado ou nao, ou qualquer outro DNA,
resulta em fragmentos de DNA. Técnicas bem conhecidas na técnica s&o
sonicagéo, cisalhamento e/ou restricAo enzimatica, mas outras técnicas
também podem ser consideradas.

Uma "endonuclease de restricdo" ou "enzima de restricao" é uma
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enzima que reconhece uma sequéncia de nucleotideo especifica (sitio de

reconhecimento) em uma molécula de DNA de filamento duplo, e ira clivar
ambos os fiamentos da moiécuia de DNA em ou guase todo sitio de
reconhecimento, deixando uma extremidade 3’ ou 5 brusca ou saliente. A
sequéncia de nucleotideo especifica a qual é reconhecida pode determinar a
frequéncia de clivagem, por exemplo, uma sequéncia de nucleotideo de 6
nucleotideos ocorre em média a cada 4.096 nucleotideos, em que uma
sequéncia de nucleotideo de 4 nucleotideos ocorre com muito mais frequéncia,
em média a cada 256 nucleotideos.

"Ligacdo", de acordo com a invencao, envolve a unidao de
fragmentos de DNA separados. Os fragmentos de DNA podem ser com
extremidades abruptas, ou podem ser cadeias secundarias compativeis
(cadeias secundarias pegajosas) de modo que as saliéncias possam se
hibridizar uma a outra. A unido dos fragmentos de DNA pode ser enzimatica,
com uma enzima de ligase, ligase de DNA. Entretanto, uma ligacdo nao
enzimatica também pode ser usada, desde que os fragmentos de DNA sejam
unidos, isto é, formando uma ligacao covalente. Tipicamente uma ligacao
fosfodiéster entre o grupo fosfato e hidroxila dos filamentos separados é
formada.

Os ‘“iniciadores de oligonucleotideo”, em geral, se referem a
filamentos de nucleotideos os quais podem iniciar a sintese de DNA. A
polimerase de DNA nao pode sintetizar DNA de novo sem iniciadores. Um
iniciador se hibridiza ao DNA, isto é pares base sao formados. Os nucleotideos
que podem formar pares base, que sao complementares entre si, sdo, por
exemplo, citosina e guanina, timina e adenina, adenina e uracila, guanina e
uracila. A complementaridade entre o iniciador e o filamento de DNA existente
n&o precisa ser 100%, isto €, nem todas as bases de um iniciador precisam ser
par base com o filamento de DNA existente. Da extremidade 3' de um iniciador
hibridizado ao filamento de DNA existente, nucleotideos sao incorporados com

0 uso do filamento existente como um modelo (sintese de DNA direcionada por




" 10

15

20

25

30

modelo). Podemos nos referir as moléculas de oligonucleotideo sintéticas as

quais sao usadas em uma reacao de amplificagao como "iniciadores".

"Ampiificacao” se refere a uma reacao de amplificacao de
polinucleotideo, a saber, uma populacdo de polinucleotideos que sao
replicados de uma ou mais sequéncias de inicio. A amplificacao pode se referir
a uma variedade de reagbes de amplificacao, sendo que inclui, mas nao é
limitada a reacao em cadeia de polimerase (PCR), reagdes de polimerase
linear, amplificagcao baseada em sequéncia de acido nucleico, amplificacao por
circulo rolante e reagdes similares.

"Sequenciamento” se refere a determinar a ordem de
nucleotideos (sequéncias base) em uma amostra de acido nucleico, por
exemplo, DNA ou RNA. Muitas técnicas estdo disponiveis tal como
sequenciamento de Sanger e tecnologias de sequenciamento de rendimento
alto tal como oferecido por Roche, lllumina e Applied Biosystems.

O termo "contiguo" é usado em conexdo com a analise de
sequéncia de DNA, e se refere a trechos contiguos remontados de DNA
derivados de dois ou mais fragmentos de DNA que tém sequéncias de
nucleotideo contiguas. Portanto, um contiguo pode ser um conjunto de
fragmentos de DNA superpostos que fornecem uma sequéncia contigua
(parcial) de uma regido gendmica de interesse. Um contiguo também pode ser
um conjunto de fragmentos de DNA que, quando alinhados a uma sequéncia
de referéncia, pode formar uma sequéncia de nucleotideo contigua. Por
exemplo, o termo "contiguo" engloba uma série de (ligados) fragmento(s) de
DNA os quais sado ordenados em tal forma a ter sobreposicao de sequéncia de
cada (ligado) fragmento(s) de DNA com pelo menos um de seus vizinhos. O(s)
fragmento(s) de DNA ligado(s) ou acoplado(s) (ligado(s)) pode(m) ser
ordenado(s) ou manualmente ou, de preferéncia com o uso de programas de
computador apropriados tal como FPC, PHRAP, CAP3 etc., e também pode(m)
ser agrupado(s) em contiguos separados.

Um ‘"adaptador* é uma molécula de oligonucleotideo com
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filamento duplo curta com um numero limitado de pares base, por exemplo,
cerca de 10 a cerca de 30 pares base em comprimento, 0s quais sao
projetados de modo que eles possam ser ligados as extremidades de
fragmentos. Os adaptadores sao compostos geralmente de dois
oligonucieotideos sintéticos 0os quais tém sequéncias de nucleotideo as quais
sao parcialmente complementares entre si. Quando misturando os dois
oligonucleotideos sintéticos em solucao sob condicoes apropriadas, eles irao
fortalecer um ao outro formando uma estrutura com filamento duplo. Apos
fortalecimento, uma extremidade da molécula de adaptador sera projetada de
modo que seja compativel com a extremidade de um fragmento de restricao e
pode ser ligada a isso; a outra extremidade do adaptador pode ser projetada de
modo que nao possa ser ligada, mas isso nao precisa ser 0 caso, por exemplo,
quando um adaptador deve ser ligado in entre fragmentos de DNA.

Um ‘identificador" é uma sequéncia curta que pode ser
adicionada a um adaptador ou um iniciador ou incluido em sua sequéncia ou
usado de outra forma como marcagdo para fornecer um identificador unico. Tal
identificador de sequéncia (ou etiqueta) pode ser uma sequéncia base unica de
variacdo, mas comprimento definido, tipicamente de 4 a 16 bp usado para
identificar uma amostra de &cido nucleico especifica. Por exemplo, etiquetas de
4 bp permitem 4(exp4) = 256 etiquetas diferentes. Os exemplos tipicos sao
sequéncia de ZIP, conhecidas na técnica como etiquetas usadas comumente
para detecg¢ao Unica por hibridizacao (lannone et al. Cytometry 39:131 a 140,
2000). Os identificadores sao uteis de acordo com a inven¢éao, como ao usar tal
identificador, a origem de uma amostra (PCR) pode ser determinada mediante
processamento adicional. No caso de combinacdo de produtos processados
originados de amostras de acido nucleico diferentes, as amostras de acido
nucleico diferentes podem ser identificadas com o uso de identificadores
diferentes. Por exemplo, como de acordo com a invengao, o sequenciamento
pode ser realizado com o uso de sequenciamento de rendimento alto, multiplas

amostras podem ser combinadas. Os identificadores podem entao auxiliar as
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sequéncia correspondentes as amostras diferentes. Os identificadores também

podem ser incluidos em adaptadores para ligacdo a fragmentos de DNA que
auxiiam na dentiticagao de sequéncias de fragmento de DNA. Os
identificadores diferem preferencialmente um do outro por pelo menos dois
pares base e preferencialmente nao contém duas bases consecutivas idénticas
para evitar erros de leitura. A funcdo de identificador pode, algumas vezes, ser
combinada com outras funcionalidades tal como adaptadores ou iniciadores.

"Selecao de tamanho" de acordo com a invengdo envolve
técnicas com as quais faixas de tamanho particular de moléculas, por exemplo,
fragmentos de DNA (ligados) ou fragmentos de DNA amplificados (ligados),
sao selecionados. As técnicas que podem ser usadas para eletroforese de gel
de caso, exclusao de tamanho, cromatografia de extragéo de gel, mas néo sédo
limitadas a isso, desde que moléculas com um tamanho particular possam ser
selecionadas, tal como técnica sera suficiente.

Com o termo "alinhando" e '"alinhamento" ¢& significado a
comparagao de duas ou mais sequéncias de nucleotideo com base na
presenca de trechos longos ou curtos de nucleotideos idénticos ou
semelhantes. Os metodos e programas de computador para alinhamento sao
bem conhecidos na técnica. Um programa de computador o qual pode ser
usado ou adaptado para alinhar € "Alinhar 2", com autoria de Genentech, Inc.,
a qual foi depositada com documentagéo de usuario no Escritério de Direitos
Autorais dos Estados Unidos, Washington, D.C. 20559, em 10 de dezembro de
1991.

Figuras

A Figura 1 mostra um esquematico de um método para
determinar a sequéncia de uma regiao genoémica de interesse de acordo com a
invengao. O método envolve:

(@) reticulagdo, em que, por exemplo, fixacdo de formaldeido
reticula sequéncias de DNA proximas espacialmente no nudcleo (N)

(frequentemente sendo sequéncia préximas no cromossomo (Ch), por
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exemplo, sequéncias do mesmo gene) por meio de suas proteinas associadas

(por exemplo histonas). 5 fragmentos hipotéticos de uma regiao gendmica de
interesse A, B, C, D e E sao indicados;

(b) além disso, o DNA reticulado de amostra & fragmentado, por
exemplo, ao realizar uma digestao com uma enzima de restricao (por exemplo
um cortador frequente (quatro) (por exemplo, Nialll));

(c) fragmentos de restricao reticulados sao ligados para formar
circulos de DNA;

(d) apéds reverter a reticulagao, uma etapa de amplificacao, por
exemplo, PCR, é realizada com conjunto de iniciador de PCR (inverso) para um
ponto de vista proximo a ou dentro da regidao gendmica de interesse. Os
fragmentos (A, B, C, D e E) reticulados a esse ponto de vista sao reticulados e
enriquecidos sobre o remanescente do genoma.

Os fragmentos amplificados sao sequenciados, por exemplo,
sequenciamento através de circulos inteiros (leituras longas), material
amplificado por PCR também pode ser primeiro fragmentado para criar uma
biblioteca de sequenciamento compativel, por exemplo, sequenciamento de
lllumina ou SOLID,

(e) além disso, um contiguo é construido a partir das leituras, as
sequéncias podem ser comparadas a um genoma de referéncia para identificar
variagcao genetica.

A Figura 2 mostra um esquema do gene BRCA1 gene com 5
pontos de vista diferentes (A, B, C, D e E). A seta preta indica a direcdo de
senso. Os numeros nos circulos com as setas indicam a posi¢ao na sequéncia
de gene. O ponto de vista E esta no inicio do gene e ponto de vista A no fim.
Os pontos de vista sao separados por aproximadamente 15 a 25 kB.

A eletroforese de gel da Figura 3 de amostras de DNA é mostrada
tomada durante a separacdo de um DNA reticulado de amostra para o
sequenciamento do gene BRCA1 conforme descrito nos exemplos.

(A) coluna M indica um DNA de marcador de Pstil de DNA
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lambda, a coluna 1 mostra um controle nao digerido, a coluna 2 mostra um
primeiro controle digerido de Nlalll, a coluna 3 € um controle de ligacao apods a
ligacao de primeira amostra digerida de Nlalll, a coluna 4 mostra uma segunda
digestao com Nspl.

(B) a coluna M mostra um marcador de Pstl de DNA lambda. As
colunas A, B, C, D e E mostram os produtos de amplificacdo das amplificacoes
de DNA diferentes, correspondente a amostras da etapa 67 conforme descrito
na secao de exemplo, e correspondendo aos pontos de vista descritos na
figura 2.

Descricido Detalhada da Invencdo

De acordo com um aspecto da invengao, um método € fornecido
para determinar a sequéncia de uma regido gendmica de interesse que
compreende uma sequéncia de nucleotideo alvo, que compreende fragmentar
um DNA reticulado, ligar o DNA reticulado fragmentado, reverter a reticulacao e
determinar pelo menos parte da sequéncia de fragmentos de DNA ligados os
guais compreendem uma sequéncia de nucleotideo alvo, e usar as sequéncias
determinadas para construir uma sequéncia da regiao gendmica de interesse.

Uma amostra de DNA reticulado compreende um DNA de
amostra o qual foi submetido a reticulagdo. A reticulagdo do DNA de amostra
conforme esta presente nos resultados de amostra que em grande parte
mantém a arquitetura tridimensional do DNA. Por exemplo, um agente
reticulado padrao que pode ser usado é formaldeido. As amostras podem ser
tomadas de um paciente e/ou de tecido de doencas, e também podem ser
derivados de outros organismos ou de secdes separadas do mesmo
organismo, tal como amostras de um paciente, uma amostra do tecido
saudavel e uma amostra do tecido com doenca. As amostras podem, portanto,
ser analisadas de acordo com a invencao e comparadas com uma amostra de
referéncia, ou amostras diferentes podem ser analisadas e comparadas uma
com a outra. Por exemplo, de um paciente que € suspeito de ter cancer de

mama, uma biopsia pode ser obtida do tumor suspeito. Outra biopsia pode ser



obtida do tecido néo doente. A partir de ambas as bidpsias de tecido podem ser
analisadas de acordo com a invengao. As regides gendmicas de interesses
pode ser 0 gene BRCA1 e BRCAZ2, cujos genes tem comprimento de 83 e 86
kb (revisado em Mazoyer, 2005, Human Mutation 25:415 a 422). Ao determinar
a sequéncia de regiao gendmica de interesse de acordo com a invengao e
comparar as sequéncias de regiao gendémica das bidpsias diferentes entre si
e/ou com uma sequéncia de gene BRCA de referéncia, mutacbes genéticas

podem ser encontradas que podem auxiliar no diagnéstico do paciente e/ou
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determinar tratamento do paciente e/ou prever prognostico de progressao de

doenca.

Ao fragmentar uma amostra de DNA reticulado, os fragmentos de
DNA que se originam de uma regiao gendmica de interesse permanecem
proximos um do outro uma vez que sao reticulados. Quando esses fragmentos
reticulados de DNA séo ligados subsequentemente, os fragmentos de DNA da
regido genbmica de interesse, 0s quais sdo préximos entre si devido as
reticulacoes, sao ligados. Esse tipo de ligagao também pode ser referido como
ligagdo de proximidade. Os fragmentos de DNA que compreendem a
sequéncia de nucleotideo alvo podem ligar com fragmentos de DNA dentro de
uma distancia linear grande em nivel de sequéncia. Ao determinar (pelo menos
parte de) a sequéncia de fragmentos ligados que compreende a sequéncia de
nucleotideo alvo, as sequéncias de fragmentos de DNA dentro do entorno
espacial da regido genémica de interesse sdo obtidas. Cada sequéncia de
nucleotideo alvo individual é provavel ser reticulado a multiplos outros
fragmentos de DNA. Como uma consequéncia, frequentemente mais que um
fragmento de DNA pode se ligado a um fragmento que compreende a
sequéncia de nucleotideo alvo. Ao combinar sequéncias (parciais) dos
fragmentos (amplificados) de DNA ligados que foram ligados com um
fragmento que compreende a sequéncia de nucleotideo alvo, uma sequéncia
da regiao gendmica de interesse pode ser construida. Um fragmento de DNA

ligado com o fragmento que compreende a sequéncia de nucleotideo alvo inclui



10

15

20

25

30

qualquer fragmento o qual pode estar presente em fragmentos de DNA ligados.

Metodos s&o conhecidos na técnica que envolvem reticulacéo de
DNA, bem como fragmentacao e ligagao dos fragmentos de DNA (por exemplo
WO 2007/004057 ou WO 2008/08845). Tais métodos sao almejados na
identificacao de frequéncias de interacado entre fragmentos de DNA diferentes,
nao na identificacdo da sequéncia de nucleotideo primaria de fragmentos
vizinhos a uma sequéncia de nucleotideo alvo. A ideia original de usar 4C para
a detecgdo de frequéncias de interacdo somente exigiu uma leitura de
sequéncia curta. A frequéncia das leituras de sequéncia curta interagindo sao
plotadas contra posi¢oes cromossomicas das leituras. O padrao de tal trama é
indicativo de se uma regido genOmica particular de interesse pode interagir
com uma regido em outro lugar no genoma, ou que, por exemplo,
translocagdes entre cromossomos ocorreram. Por exemplo, no caso de uma
frequéncia alta de leituras ser observada em um cromossomo diferente do
cromossomo que contém a sequéncia de nucleotideo alvo é indicativo de uma
translocagdo. Na invenc¢ao atual, a frequéncia de interagao n&ao é determinada.
Na invencao atual foi observado que ao fragmentar DNA reticulado e
subsequentemente ligar os fragmentos de DNA, de fato uma regido gendémica
que cerca a sequéncia de nucleotideo alvo é capturada, que quando
sequenciada, permite reconstruir contiguos da regiao genémica. Em que nos
metodos conhecidos na técnica, o foco foi em determinar a frequéncia de
interacéo de leituras de sequéncia curta com uma sequéncia de nucleotideo
alvo, o foco da invencgao atual € na determinacado da completa, ou pelo menos
uma parte grande da sequéncia de fragmentos de DNA ligados (que
compreende o fragmento de DNA com o nucleotideo alvo) de modo que a partir
das sequéncias de fragmentos de DNA e acoplamentos de fragmentos de DNA
ligados, contiguos possam ser construidos para uma regiao gendmica de
interesse.

Fragmentos Ligados Linearizados

Em uma modalidade da invengdao, um método € fornecido para
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determinar a sequéncia de uma regiao gendémica de interesse que compreende

uma sequéncia de nucleotideo alvo, sendo que compreende as etapas de:
a) tornecer uma amostra de DNA reticulado;
b) fragmentar o0 DNA reticulado;

c) ligar o DNA reticulado fragmentado;

d) reverter a reticulacao;

e) fragmentar opcionalmente o DNA da etapa d),
preferencialmente com uma enzima de restricao;

f) ligar opcionalmente o DNA fragmentado da d) ou e) para pelo
menos um adaptador;

g) amplificar opcionaimente o DNA da etapa d) ou e) que
compreende a sequéncia de nucleotideo alvo com o uso de pelo menos um
iniciador de oligonucleotideo o qual se hibridiza a sequéncia de nucleotideo
alvo, ou amplificar o DNA da etapa f) com o uso de pelo menos um iniciador
adicional o qual se hibridiza ao pelo menos um adaptador;

h) determinar pelo menos parte da sequéncia dos fragmentos
(amplificados) de DNA ligados da etapa d), €), f) ou g) que compreende a
sequéncia de nucleotideo alvo de preferéncia com o uso de sequenciamento
de rendimento alto;

i) construir um contiguo da regido gendémica de interesse a partir
das sequéncias determinadas. Na etapa a) uma amostra de DNA reticulado €
fornecida conforme destacado no presente documento em outro lugar.

A amostra de DNA reticulado é fragmentada na etapa b). Ao
fragmentar o DNA reticulado, fragmentos de DNA s&o produzidos os quais sao
mantidos juntos pelas reticulagbes. A etapa de fragmentacao b) pode
compreender sonicagdo, e pode ser seguida pelo reparo de extremidade de
DNA enzimatico. Os resultados de sonicagao na fragmentagcdo de DNA em
sitios aleatérios, os quais podem ser com extremidades abruptas, ou podem ter
cadeias secundarias de 3' ou 5', conforme esses pontos de quebra de DNA

ocorrem aleatoriamente, o DNA pode ser reparado (enzimaticamente),
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preenchendo cadeias secundarias de 3' ou 5', de modo que fragmentos de
DNA sejam obtidos os quais tém extremidades abruptas que permitem ligacao
dos fragmentos a adaptadores e/ou entre si na etapa subsequente c).
Alternativamente, as saliéncias também podem ser feitas com extremidades
abruptas ao remover nucleotideos de cadeias secundarias, com o uso de, por
exemplo, exonucleases. A etapa de fragmentacao b) também pode
compreender fragmentacdo com uma ou mais enzimas de restricao, ou
combinagoes das mesmas. A fragmentagdo com uma enzima de restricao €
vantajosa, conforme pode permitir controle do tamanho de fragmento médio.
Os fragmentos que séo formados podem ter cadeias secundarias compativeis
ou extremidades abruptas que permitem ligacao dos fragmentos na etapa
subsequente c). Ademais, quando se divide uma amostra de DNA reticulado
em uma pluralidade de subamostras, para cada subamostra de enzimas de
restricao de subamostra com sitios de reconhecimento diferentes podem ser
usadas. Isso é vantajoso porque ao usar enzimas de restricao diferentes que
tém sitios de reconhecimento diferentes, fragmentos de DNA diferentes podem
ser obtidos a partir de cada subamostra.

Na proxima etapa c), os fragmentos sédo ligados. Visto que um
fragmento que compreende uma sequéncia de nucleotideo alvo pode ser
reticulado para outros fragmentos de DNA, mais que um fragmento de DNA
pode ser ligado ao fragmento que compreende a sequéncia de nucleotideo
alvo. Isso pode resultar em combinagdes de fragmentos de DNA os quais estao
proximos uns dos outros conforme eles sao mentidos juntos pelas reticulagoes.
Combinagbes e/ou ordem diferentes dos fragmentos de DNA em fragmentos de
DNA ligados podem ser formadas. No caso dos fragmentos de DNA serem
obtidos por meio de restricdo enzimatica, o sitio de reconhecimento da enzima
de restricAo € conhecido, o qual torna possivel identificar os fragmentos
conforme restos de ou sitios de reconhecimento de enzima de restricdo
reconstituida podem indicar a separag&o entre fragmentos de DNA diferentes.

No caso dos fragmentos de DNA serem obtidos por meio de fragmentacao
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aleatoria, tal como sonicagao e reparo de extremidade de DNA enzimatica

subsequente, pode ser mais dificil distinguir um fragmento de outro.
Independentemente de qual método de fragmentacdo esta sendo usado, a
etapa de ligagao c) pode ser realizada na presenca de um adaptador,
sequéncias de adaptador de ligagao entre fragmentos. Alternativamente o
adaptador pode ser ligado em uma etapa separada. Isso ¢ vantajoso porque 0s
fragmentos diferentes podem ser faciimente identificados ao identificar as
sequéncias de adaptador as quais estao localizadas entre os fragmentos. Por
exemplo, no caso de extremidades de fragmento de DNA serem extremidades
abruptas, a sequéncia de adaptador seria adjacente a cada uma das
extremidades de fragmento de DNA, indicando o limite entre fragmentos de
DNA separados. Além disso, a reticulagdo é revertida na etapa d), a qual
resulta em um agrupamento de fragmentos de DNA ligados que compreendem
dois ou mais fragmentos. Uma subpopulacdo do agrupamento de fragmentos
de DNA ligados compreende um fragmento de DNA o qual compreende a
sequéncia de nucleotideo alvo. Ao reverter a reticulacdo, a fixacao
estrutural/espacial do DNA é liberada e a sequéncia de DNA se torna
disponivel para etapas subsequentes, por exemplo, amplificacdo e/ou
sequenciamento, conforme DNA reticulado pode nao ser adequado para tais
etapas. As etapas subsequentes e) e/ou f) podem ser realizadas apos a
reversao da reticulagdo, entretanto, as etapas e) e/ou f) também podem ser
realizadas enquanto que os fragmentos de DNA ligados ainda estdo no estado
reticulado.

Os fragmentos de DNA ligados podem opcionalmente ser
fragmentados na etapa e), preferencialmente com uma enzima de restricdo. A
primeira etapa de fragmentacao e a segunda etapa de fragmentagéo opcional
podem ser destinadas a obter fragmentos de DNA ligados de um tamanho o
qual € compativel com a etapa de amplificagdo e/ou etapa de determinacgéo de
sequéncia. Adicionalmente, uma segunda etapa de fragmentacéo,

preferencialmente com uma enzima, pode resultar em extremidades de
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fragmento ligadas as quais sdo compativeis com a ligacao opcional de um

adaptador na etapa f). A segunda etapa de fragmentacéo pode ser realizada
apOs reverter a reticulagao, entretanto, também é possivel realizar a segunda
etapa de fragmentacao e) e/ou etapa de ligacédo f), embora os fragmentos de
DNA ainda estejam reticulados.

No caso de a etapa de fragmentagcdo b) e e) compreenderem
enzimas de restricdo, e preferencial que o sitio de reconhecimento de enzima
de restricao da etapa e) seja maior que o sitio de reconhecimento da etapa b).
A enzima de e), portanto, corta em uma frequéncia inferior a etapa b). Isso
significa que o tamanho de fragmento de DNA médio da etapa b) é menor que
0 tamanho de fragmento médio da etapa e) obtido apos restringir DNA. Desta
forma, na primeira etapa de fragmentagao, fragmentos relativamente pequenos
sao formados, os quais sao ligados subsequentemente. Uma vez que a
segunda enzima de restricdo da etapa e) corta com menos frequéncia que a
etapa b), a maioria dos fragmentos de DNA pode ndo compreender o sitio de
reconhecimento de restricdo da etapa e). Portanto, quando os fragmentos de
DNA ligados s&o fragmentados subsequentemente na segunda etapa, muitos
dos fragmentos de DNA da etapa b) podem permanecer intactos. Isso & util
porque as sequéncias combinadas dos fragmentos de DNA da etapa b) podem
ser usadas para construir um contiguo para a regido gendmica de interesse. Se
a fragmentacao da etapa b) for menos frequente que a fragmentacéo da etapa
c), o resultado seria que os fragmentos da etapa b) séo fragmentados, os quais
podem resultar na perda de sequéncias de DNA relativamente grandes que sao
Uteis para construir um contiguo. Portanto, independentemente de qual método
seja usado para fragmentar na etapa b) e e), é preferencial que a fragmentacao
da etapa b) seja mais frequente em comparagdo com a etapa e), de modo que
os fragmentos de DNA da etapa b) possam permanecer em grande parte
intacta, isto €, ndo em grande parte ndo fragmentados pela etapa e).

Para os fragmentos de DNA ligados obtidos da etapa d) ou e),

pelo menos um adaptador € ligado opcionaimente. As extremidades dos
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fragmentos de DNA ligados precisam ser compativeis com ligacao de tal
adaptador. Uma vez que os fragmentos de DNA ligados da etapa d) ou e)
podem ser DNA linear, a ligagao de um adaptador pode fornecer uma
sequéncia de hibridizacao de iniciador. A sequéncia de adaptador ligada com
fragmentos de DNA ligados que compreendem a sequéncia de nucleotideo
alvo, irao fornecer moléculas de DNA as quais podem ser amplificados com o
uso de PCR.

Na proxima etapa g), o DNA da etapa f) que compreende a
sequéncia de nucleotideo alvo pode ser amplificado com o uso de pelo menos
um iniciador de oligonucleotideo o qual se hibridiza a sequéncia de nucleotideo
alvo, e pelo menos um iniciador adicional o qual se hibridiza ao pelo menos um
adaptador. Como a etapa f) de ligacao de um adaptador € opcional, o DNA da
etapa d) ou e) que compreende O nucleotideo alvo também pode ser
amplificado na etapa g) com o0 uso de pelo menos um iniciador de
oligonucleotideo o qual se hibridiza a sequéncia de nucleotideo alvo.

Além disso, a sequéncia dos fragmentos (amplificados) de DNA
ligados obtidos na etapa d), e), f) ou g) que compreende a sequéncia de
nucleotideo alvo € determinada. A determinacdo da sequéncia é
preferencialmente realizada com o uso de tecnologia de sequenciamento de
rendimento alto, como isso € mais conveniente e permite que um numero alto
de sequéncias seja determinado para cobrir a regidao gendmica completa de
interesse. A partir dessas sequéncias determinadas um contiguo pode ser
construido da regiao genbmica de interesse. Quando sequéncias dos
fragmentos de DNA sao determinadas, leituras de cadeias secundarias podem
ser obtidas a partir da qual a regido gendmica de interesse pode ser
construida. No caso de os fragmentos de DNA serem obtidos por fragmentacgao
aleatdria, a natureza aleatéria da etapa de fragmentacao ja pode resultar em
fragmentos de DNA os quais quando sequenciados resultam em leituras de
cadeias secundarias. Ao aumentar o tamanho de amostra, por exemplo,

aumentar o numero de células analisadas, a confiabilidade da regido genémica
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de interesse que é construida pode ser aumentada. Alternativamente, quando
na etapa b) uma pluralidade de subamostras € analisada, com 0 uso de
enzimas de restngao diferentes, leituras de cadeia secundaria também serao
obtidas. Ao aumentar a pluralidade de subamostras, o nimero de fragmentos
de cadeia secundaria aumentara, o qual pode aumentar a confiabilidade do
contiguo da regiao gendmica de interesse que € construido. A partir dessas
sequéncias determinadas as quais podem superpor, um contiguo pode ser
construido. Alternativamente, se as sequéncias nao se sobrepuserem, por
exemplo quando uma Unica enzima de restricdo pode ter sido usada na etapa
b), o alinhamento de fragmentos (ligados) fragmentos de DNA com uma
sequéncia de referéncia podem permitir construir um contiguo da regiao
gendmica de interesse.

Fragmentos Ligados Circularizados

Em uma modalidade alternativa, um método é fornecido para
determinar a sequéncia de uma regido gendémica de interesse que compreende
uma sequéncia de nucleotideo alvo, que compreende as etapas de:

a) fornecer uma amostra de DNA reticulado;

b) fragmentar o DNA reticulado;

c) ligar o DNA reticulado fragmentado;

d) reverter a reticulacao;

e) fragmentar opcionalmente o DNA da etapa d),
preferencialmente com uma enzima de restricao

f) circularizar o DNA da etapa d) ou e);

g) opcional ou preferencialmente, amplificar o DNA circularizado
que compreende a sequéncia de nucleotideo alvo que usa preferencialmente
pelo menos um iniciador o qual se hibridiza a sequéncia de nucleotideo alvo;

h) determinar pelo menos parte da sequéncia dos fragmentos
(amplificados) de DNA ligados que compreendem o nucleotideo alvo que usa
sequenciamento de rendimento alto;

i) construir um contiguo da regiao gendémica de interesse a partir
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das sequéncias determinadas.

Na etapa a), uma amostra de DNA reticulado € fornecida
conforme destacado no presente documento em outro lugar. A amostra de
DNA reticulado € fragmentada na etapa b). Ao fragmentar o DNA reticulado, 0s
fragmentos de DNA sao produzidos os quais sao mantidos juntos pelas
reticulacoes. A etapa de fragmentacao b) pode compreender sonicacéo, e
podem ser seguidos por reparo de extremidade de DNA enzimatico. Os
resultados de sonicagdo na fragmentacdo de DNA em sitios aleatérios, as
quais podem ser extremidades abruptas, ou podem ter cadeia secundarias de
3' ou 5', conforme esses pontos de quebra de DNA ocorrem aleatoriamente, o
DNA pode ser reparado (enzimaticamente), preenchendo em cadeias
secundarias de 3' ou 5' possiveis, de modo que fragmentos de DNA sejam
obtidos os quais tém extremidades abruptas que permitem ligacdo dos
fragmentos para adaptadores ou entre si na etapa subsequente c).
Alternativamente, as cadeias secundarias também podem ser feitas
extremidades abruptas ao remover nucleotideos de cadeia secundaria, com o
uso de, por exemplo, exonucleases. A etapa de fragmentagao b) também pode
compreender fragmentacao com uma enzima de restricao, ou combinagbes da
mesma. A fragmentacdo com uma enzima de restricdo € vantajosa conforme
permite controle do tamanho de fragmento médio. Ademais, os fragmentos que
sao formados terao cadeias secundarias compativeis ou extremidades
abruptas que permitem ligacao dos fragmentos na etapa subsequente c) sem
exigir modificac&o adicional. Além disso, quando se divide uma amostra de
DNA reticulado em uma pluralidade de subamostras, para cada subamostra
enzimas de restricdo com sitios de reconhecimento diferentes podem ser
usadas. Isso pode ser vantajoso porque ao usar enzimas de restricao
diferentes que tém sitios de reconhecimento diferentes, fragmentos de DNA
diferentes podem ser obtidos de cada subamostra.

Na proxima etapa c), os fragmentos sao ligados. No caso dos

fragmentos de DNA serem obtidos por meio de restricdo enzimatica, o sitio de



10

15

20

25

30

25

reconhecimento da enzima de restricao é conhecido, o qual torna possivel
identificar os fragmentos como restos de ou sitios de reconhecimento de
enzima de restricao reconstituida podem indicar a separacao entre fragmentos
de DNA diferentes. No caso dos fragmentos de DNA serem obtidos por meio
de fragmentacao aleatéria, tal como sonicacdo e reparo de extremidade de
DNA enzimatico subsequente, pode ser mais dificil distinguir um fragmento de
outro. Independentemente de qual método de fragmentacao seja usado, a
etapa de ligagdo c) pode ser realizada na presenca de um adaptador,
sequéncias de adaptador de ligacdo entre fragmentos. Alternativamente o
adaptador pode ser ligado em uma etapa separada. isso & vantajoso porque 0s
fragmentos diferentes podem ser facilmente identificados ao identificar as
sequéncias de adaptador as quais estao entre os fragmentos. Por exemplo, no
caso de as extremidades de fragmento de DNA serem extremidades abruptas,
a sequéncia de adaptador seria adjacente as extremidades fragmento de DNA,
indicando os fragmentos de DNA separados.

A seguir, a reticulagdo € revertida na etapa d), a qual resulta em
um agrupamento de fragmentos de DNA ligados que compreendem dois ou
mais fragmentos. Uma subpopulacdo do agrupamento de fragmentos de DNA
ligados compreende um fragmento de DNA o qual compreende a sequéncia de
nucleotideo alvo. Ao reverter a reticulagcdo, a fixagdo espacial /estrutural do
DNA ¢é liberada e a sequéncia de DNA se torna disponivel para etapas
subsequentes, por exemplo, amplificacao e/ou sequenciamento, conforme DNA
reticulado pode ndo ser um substrato adequado para tais etapas. As etapas
subsequentes €) e/ou f) podem ser realizadas apds a reversao da reticulacao,
entretanto, as etapas e) e/ou f) também podem ser realizadas enquanto que 0s
fragmentos de DNA ligados ainda estao no estado reticulado.

Os fragmentos de DNA ligados podem opcionalmente ser
fragmentados na etapa e), preferencialmente com uma enzima de restricdo. A
fragmentacao pode ser realizada apos reverter a reticulagdo, mas também é

considerado que a segunda fermentacao é realizada antes da reticulagao ser
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revertida. E preferencial usar uma enzima de restricdo para a fragmentacao,

como uma enzima de restricdo permite controle da etapa de fragmentagao e
resuila, se uma enzima de restricao apropriada for escolhida, em extremidades
compativeis dos fragmentos de DNA ligados que séo favoraveis para ligacéao
das extremidades compativeis, resultando em fragmentos de DNA ligados
circularizados, conforme obtido na etapa f). Entretanto, a fragmentagdo com o
uso de outros métodos, por exemplo, cisalhamento e/ou sonicacao e reparo de
extremidade de DNA enzimdtico subsequente, de modo que DNA de filamento
duplo de extremidades abruptas seja formado também possa ser ligado para
formar DNA circularizados.

A primeira etapa de fragmentacdo e a segunda etapa de
fragmentagdo opcional sdo destinadas a obtengao de fragmentos de DNA
ligados os quais sdo compativeis com a circularizagao subsequente, etapa de
amplificacao e/ou etapa de determinacéo de sequéncia. No caso de a etapa de
fragmentacdo b) e e) compreender enzimas de restricdo, é preferencial que a
etapa de fragmentagéao e) resulta em, em média, fragmentos maiores conforme
seria obtido na etapa de fragmentacdo b). No caso de a etapa de fragmentagao
b) e e) compreender enzimas de restricdo, é preferencial que o sitio de
reconhecimento de enzima de restricao da etapa €) seja maior que o sitio de
reconhecimento da etapa b). A enzima de e), portanto, corta em uma
frequéncia inferior a etapa b). Isso significa que o tamanho de fragmento de
DNA médio da etapa b) € menor que o tamanho de fragmento médio da etapa
e) obtido apos restringir DNA. Isso forma, na primeira etapa de fragmentacéo,
fragmentos relativamente pequenos sdo formados, os quais sao ligados
subsequentemente. Como a segunda enzima de restricdo da etapa e) corta
com menos frequéncia que a etapa b), a maioria dos fragmentos de DNA pode
n&o compreender o sitio de reconhecimento de restricao da etapa e). Portanto,
quando os fragmentos de DNA ligados fragmentados subsequentemente na
segunda etapa, muitos dos fragmentos de DNA da etapa b) podem permanecer

intactos. Isso é util uma vez que as sequéncias combinadas dos fragmentos de
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DNA da etapa b) podem ser usadas para construir um contiguo para a regiao
gendmica de interesse. Se a fragmentacdo da etapa b) for menos frequente
que a fragmentacao da etapa c), o resultado seria que os fragmentos da etapa
b) sao fragmentados, 0s quais podem resultar na perda de sequéncias de DNA
relativamente grandes que s&o uteis para construir um contiguo. Portanto,
independentemente de qual método seja usado para fragmentar na etapa b) e
e), € preferencial que a fragmentacao da etapa b) seja mais frequente em
comparagao com a etapa e), de modo que fragmentos de DNA da etapa b)
permanecam, em grande parte, intactos, isto €, sejam nao fragmentados em
grande parte pela etapa e).

Os fragmentos de DNA ligados obtidos da etapa d) ou e), dos
quais a reticulacao foi revertida, sdo, a seguir, circularizados na etapa f). Pode
ser vantajoso reverter a reticulacao antes da circularizacdo, porque pode ser
desfavoravel circularizar DNA reticulado enquanto esta reticulado. Entretanto, a
circularizacao também pode ser realizada enquanto os fragmentos de DNA
ligados estédo reticulados. Pode ser possivel, ainda, que uma etapa de
circularizagao adicional nao seja exigida, ja que durante a etapa de ligacao,
fragmentos de DNA ligados circularizados séo prontamente formados, e,
portanto, a etapa de circularizacao f) ocorreria simultaneamente a etapa c).
Entretanto, é preferivel realizar uma etapa de circularizagao adicional. A
circularizagao envolve a ligagado das extremidades dos fragmentos de DNA
ligados de modo que um circulo fechado seja formado. O DNA circularizado
que compreende fragmentos de DNA ligados que compreendem a sequéncia
de nucleotideo alvo pode ser, subsequentemente ampliado como uso de pelo
menos um iniciador que hibridiza a sequéncia de nucleotideo alvo. Para a
etapa de ampliacao, reverter a reticulagdo é exigido, ja que DNA reticulado
pode atrasar ou evitar a ampliacao. De preferéncia, dois iniciadores sao usados
0s quais hibridizam na sequéncia de nucleotideo alvo em uma reagao PCR
inversa. Dessa forma, fragmentos de DNA do DNA circularizado, que sao

ligados ao fragmento de DNA que compreende a sequéncia de nucleotideo
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alvo, podem ser ampliados.

A seguir, a sequéncia dos fragmentos de DNA ligados (ampliados)
obtidos na etapa d), e), 1) ou g) que compreende a sequéncia de nucleotideo
alvo é determinada. A determinacéo da sequéncia &, de preferéncia, realizada
com 0 uso de tecnologia de sequenciamento de alto rendimento, j& que isso €
mais conveniente e permite que um alto numero de sequéncias seja
determinado para cobrir a regidao gendmica completa de interesse. A partir
dessas sequéncias determinadas, um contiguo pode ser construido na regiao
gendmica de interesse. Quando as sequéncias dos fragmentos de DNA sao
determinadas, a leituras sobrepostas podem ser obtidas a partir das quais a
regido gendmica de interesse pode ser construida. Caso os fragmentos de
DNA fossem obtidos por fragmentacéo aleatéria, a natureza aleatoria da etapa
de fragmentacdo ja pode resultar em fragmentos de DNA que, quando
sequenciados, resultam em leituras sobrepostas. Ao aumentar o tamanho de
amostra, por exemplo, aumentar o numero de células analisadas, a
confiabilidade da regido gendmica de interesse que € construida pode ser
aumentada. Alternativamente, quando na etapa b) uma pluralidade de
subamostras é analisada, como uso de enzimas de restricao diferentes, leituras
sobrepostas também serdo obtidas. Ao aumentar a pluralidade de
subamostras, o nimero de fragmentos sobrepostos aumentara, o que pode
aumentar a confiabilidade do contiguo da regido gendmica de interesse que é
construida. A partir dessas sequéncias determinadas que podem se sobrepor,
um contiguo pode ser construido. Alternativamente, se as sequéncias nao se
sobrepuserem, por exemplo, quando uma unica enzima de restricao pode ter
sido usada na etapa b), o alinhamento de fragmentos de DNA (ligados) com
uma sequéncia de referéncia pode permitir que se construa um contiguo da
regiao genémica de interesse.

Muitiplas sequéncias alvo

Em uma modalidade, um método para determinar a sequéncia de

uma regido genOmica de interesse que compreende duas sequéncias de
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nucleotideo alvo é fornecido. Esse método pode envolver as mesmas etapas

que aquelas determinadas acima até a etapa da ampliagao. A etapa de
arnpilagao usa, agora, nao uma sequéncia de nucleotideo alvo, mas duas. Para
as duas sequéncias de nucleotideo alvo, dois iniciadores diferentes sdo usados
em uma reacao PCR, um iniciador para cada sequéncia de nucleotideo alvo.
Quando os dois sitios de ligacdo de iniciador das duas sequéncias de
nucleotideo alvo estdo presentes em um fragmento de DNA ligado, os dois
iniciadores ampliardo a sequéncia entre os sitios de ligacdo de iniciador
contanto que os sitios de ligacao de iniciador tenham a orientagéo correta. Ter
um fragmento de DNA ligado circularizado pode ser vantajoso ja que a chance
de os dois sitios de ligagao de iniciador terem a orientacao correta é mais alta,
se comparada a um fragmento de DNA ligado linear (duas de quatro
orientagoes ampliardo, se comparadas a uma de quatro para um fragmento de
DNA ligado linear). Em uma modalidade adicional, além das duas sequéncias
de nucleotideo alvo, a regiao gendémica de interesse compreende nucleotideos
alvo adicionais, para cada nucleotideo alvo, um iniciador é usado na reacao de
ampliagdo PCR. Combinar mudltiplos nucleotideos alvo e corresponder
iniciadores em uma Unica ampliagdo aumentara a chance de combinacoes dos
iniciadores produzirem um amplicao.

Por exemplo, conforme descrito na secao de exemplo 5,
nucleotideos alvo diferentes foram usados para o gene BRCA1 (consulte, por
exemplo, a figura 2). Uma PCR pode ser realizada ao selecionar um iniciador
de uma sequéncia de nucleotideo alvo (também chamado de ponto de vista),
por exemplo, A com outro, B. Ademais, uma PCR pode ser realizada com o uso
do iniciador de cada sequéncia de nucleotideo alvo, A, B, C, D e E. Ja que
esses nucleotideos alvo estdo em proximidade fisica em relacdo uns aos
outros, realizar tal ampliacao enriquecera a regiao genbémica de interesse,
contanto que os sitios de ligagao de iniciador terminem em fragmentos de DNA
ligados de modo que um amplicao possa ser gerado.

Portanto, os métodos sao fornecidos para determinar a sequéncia
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de uma regiao gendmica de interesse, de acordo com a invengao, em que a

regiao gendmica de interesse compreende, em adicdo, uma ou mais
sequéncias de nucleotideo alvo e em que, na etapa de ampliacdo, um iniciador
e fornecido o qual hibridiza com a sequéncia de nucleotideo alvo e um ou mais
iniciadores sao fornecidos para um ou mais correspondentes nucleotideos alvo
adicionais, em que os fragmentos de DNA ligados sao ampliados, ou DNA
circularizado € ampliado, com o uso dos iniciadores.

Determinacao da sequéncia de fragmentos de DNA ligados

A etapa de determinacao da sequéncia de fragmentos de DNA
ligados compreende, de preferéncia, sequenciamento de alto rendimento.
Métodos de sequenciamento de alto rendimento sdo bem conhecidos na
técnica e, em principio, qualquer método pode ser contemplado para ser usado
na invengao. Tecnologias de sequenciamento de alto rendimento podem ser
executadas de acordo com as instrucbes do fabricante (como, por exemplo,
fornecidas por Roche, lllumina or Applied Biosystems). Em geral, adaptadores
de sequenciamento podem ser ligados aos fragmentos de DNA ligados
(ampliados). Caso o fragmento linear ou circularizado seja ampliado, através do
uso, por exemplo, de PCR, conforme descrito no presente documento, o
produto ampliado € linear, permitindo a ligacdo dos adaptadores. Extremidades
adequadas podem ser fornecidas para ligar as sequéncias de adaptador (por
exemplo, extremidades  abruptas, escalonadas, complementares).
Alternativamente, o(s) iniciador(es) usado(s) para PCR ou outro método de
ampliagcdo, podem incluir sequéncias de adaptador, de modo que os produtos
ampliados com as sequéncias de adaptador sejam formados na etapa de
ampliagdo g). Caso o fragmento circularizado nao seja ampliado, o fragmento
circularizado pode ser fragmentado, de preferéncia, através do uso, por
exemplo, de uma enzima de restricao entre sitios de ligacao de iniciador para a
reacao PCR inversa, de modo que os fragmentos de DNA ligados aos
fragmentos de DNA que compreendem a sequéncia de nucleotideo alvo

permanecam intactos. Adaptadores de sequenciamento também podem ser




(@2

10

15

20

25

30

incluidos nas etapas c) e f) dos métodos da invencéao. Esses adaptadores de

sequenciamento podem ser incluidos como parte das sequéncias de adaptador
dos adaptaaores ja podem ser opcionalmente usados nessas etapas e/ou
adaptadores de sequéncia separados podem ser fornecidos nessas etapas em
adicao.

De preferéncia, leituras longas podem ser geradas no método de
sequenciamento de alto rendimento usado. As leituras longas podem permitir a
leitura através de multiplos fragmentos de DNA de fragmentos de DNA ligados.
Dessa forma, os fragmentos de DNA da etapa b) podem ser identificados.
Sequéncias de fragmento de DNA podem ser comparados a uma sequéncia de
referéncia e/ou comparados uns aos outros. Por exemplo, conforme também é
explicado daqui em diante, tais sequéncias de fragmento de DNA podem ser
usadas para determinar razdo dos fragmentos de células que portam uma
mutacao genética. Por sequenciamento das sequéncias de fragmento de DNA
de fragmentos de DNA adjacentes a tais sequéncias, fragmentos de DNA
ligados unicos também podem ser identificados. Esse &, em particular, o caso
em que fragmentos de DNA foram obtidos na etapa b) por fragmentacao
aleatdria. A chance de duas células fornecerem o exato mesmo fragmento de
DNA é muito pequena, quanto mais a de as extremidades de fragmento de
DNA as quais tal fragmento esta ligado serem iguais. Portanto, ao identificar
fragmentos de DNA dessa forma, a razao de células e/ou regides gendmicas
de interesse que compreendem uma mutacao particular pode ser determinada.

Portanto, ndo € necessario fornecer uma sequéncia completa dos
fragmentos de DNA ligados. E preferivel pelo menos sequenciar através de
fragmentos de DNA (multiplos), de modo que as sequéncias de fragmento de
DNA sejam determinadas.

Também pode ser contemplado ler sequéncias ainda mais curtas,
por exemplo, leituras curtas de 50 a 100 nucleotideos. Em tal cenario, é
preferivel fragmentar o DNA ligado (ampliado) em fragmentos menores, que

podem ser subsequentemente ligados com um adaptador apropriado adequado
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para 0 método de sequenciamento de alto rendimento. Caso um protocolo de

sequenciamento padrao seja usado, isso pode significar que as informacoes
em reiacao aos fragmentos de DNA ligados podem ser perdidas. Com leituras
curtas pode nao ser possivel identificar uma sequéncia de fragmento de DNA
completa. Caso tais leituras curtas sejam contempladas, pode-se vislumbrar
fornecer etapas de processamento adicionais, de modo que fragmentos de
DNA ligados separados quando fragmentados sejam ligados ou equipados com
identificadores, de modo que, a partir das leituras curtas, os contiguos podem
ser construidos para os fragmentos de DNA ligados. Tais tecnologias de
sequenciamento de alto rendimento que envolvem leituras de sequéncia curtas
podem envolver sequenciamento de extremidade pareada. Ao usar o
sequenciamento de extremidade pareada e leituras de sequéncia curtas, as
leituras curtas de ambas as extremidades de uma molécula de DNA usadas
para o sequenciamento, sendo que a molécula de DNA pode compreender
fragmentos de DNA diferentes, podem permitir o acoplamento de fragmentos
de DNA que foram ligados. Isso ocorre porque duas leituras de sequéncia
podem ser acopladas com o planejamento de uma sequéncia de DNA
relativamente grande em relacéo a sequéncia que foi determinada a partir de
ambas as extremidades. Dessa forma, os contiguos podem ser construidos
para os fragmentos de DNA ligados (ampliados).

Entretanto, o uso de leituras curtas pode ser contemplado sem
identificar os fragmentos de DNA, porque a partir das leituras de sequéncia
curtas, uma regido genémica de interesse pode ser construida, especialmente
quando a regiao gendmica de interesse foi ampliada. Informagdes em relagao
aos fragmentos de DNA e/ou regiao genOmica de interesse separada (por
exemplo, de uma célula diploide) podem ser perdidas, mas mutagoes de DNA
podem ainda ser identificadas.

Portanto, a etapa para a determinagao de pelo menos parte da
sequéncia da sequéncia de DNA ligado (ampliado) pode compreender leituras

de sequéncia curtas, mas, de preferéncia, leituras de sequéncia mais longas
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sao determinadas de modo que as sequéncias de fragmento de DNA possam

ser identificadas. Ademais, também se pode contemplar 0 uso de estratégias
de sequenciamento de alto rendimento diferentes para os fragmentos de DNA
ligados (ampliados), por exemplo, combinar leituras de sequéncia curtas a
partir do sequenciamento de extremidade pareada com as extremidades
relativamente afastadas com leituras de sequéncia mais longas, dessa forma,
os contiguos podem ser construidos para os fragmentos de DNA ligados
(ampliados).

Em uma modalidade, a invengao pode ser usada para fornecer o
controle de qualidade de informacdes de sequéncia geradas. Na andlise das
sequéncias, conforme fornecida por um método de sequenciamento de alto
rendimento, erros de sequenciamento podem ocorrer. Um erro de
sequenciamento pode ocorrer, por exemplo, durante o alongamento do
filamento de DNA, em que a base errada (isto é, nao complementar ao modelo)
é incorporada no filamento de DNA. Um erro de sequenciamento é diferente de
uma mutacao, ja que o DNA original que € ampliado e/ou sequenciado nao
compreenderia aquela mutagdo. De acordo com a invencao, as sequéncias de
fragmento de DNA podem ser determinadas com (pelo menos parcialmente)
sequéncias de fragmentos de DNA ligadas as mesmas, sendo que as
sequéncias podem ser Unicas. A caracteristica Unica dos fragmentos de DNA
ligados conforme s&o formados na etapa c) pode fornecer o controle de
qualidade da sequéncia determinada na etapa h). Quando os fragmentos de
DNA ligados sdo ampliados e sequenciados a uma profundidade o suficiente,
cdpias multiplas do(s) mesmo(s) fragmento(s) de DNA Unico(s) ligado(s) serao
sequenciadas. As sequéncias de copias que originam do mesmo fragmento de
DNA ligado original podem ser comparadas e a ampliacao erros de ampliagcao
e/ou sequenciamento podem ser identificados.

Modalidades adicionais

Ademais, de acordo com o0s métodos da invencgao, a partir de uma

amostra de DNA reticulado, as sequéncias de multiplas regides gendmicas de
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interesse sdo determinadas. Para cada regido genomica de interesse, uma
sequéncia de nucleotideo alvo é fornecida, para a qual
Iniciador(es)correspondentes podem ser designados. As muitipias regides
genbmicas de interesse podem ser regides genOmicas de interesse que
também podem se sobrepor, aumentando, por meio disso, 0 tamanho da
sequéncia que pode ser determinado. Por exemplo, caso uma sequéncia de
uma regido gendbmica de interesse que compreende uma sequéncia de
nucleotideo alvo compreenda, tipicamente, 1 MB, combinar regides genémicas
de interesse parcialmente sobrepostas, por exemplo, com uma sobreposicao
de 0,1 MB, cada uma tendo uma sequéncia de nucleotideo alvo
correspondente, combinando 5 regides gendmicas de interesse resultaria em
uma sequéncia de 4,6 MB (0,9 + 3* (0,1 + 0,8) + 0,1 + 0,9 = 4,6 MB),
estendendo enormemente, por meio disso, 0 tamanho da regiao gendmica de
interesse da qual a sequéncia pode ser determinada ou, de outra forma,
analisada. Mdltiplas sequéncias de nucleotideo alvo a distancias definidas em
uma regido gendmica de interesse também podem ser usadas para aumentar a
cobertura média e/ou a uniformidade da cobertura através da regiao gendmica.

Ademais, um identificador pode ser incluido em pelo menos um
dos iniciadores de oligonucleotideo da etapa g). Os identificadores também
podem ser incluidos nas sequéncias de adaptador, como as que sdo usadas
para a ligagado entre fragmentos durante a etapa de ligagao c). Ao incluir um
identificador no iniciador de oligonucleotideo, ao analisar uma pluralidade de
amostras ou uma pluralidade de subamostras de DNA reticulado
simultaneamente, a origem de cada amostra pode ser facilmente determinada.
(Sub)amostras de DNA reticulado podem ter sido processadas diferentemente
enquanto a amostra original de DNA reticulado € igual, e/ou amostras de DNA
podem ter sido obtidas, por exemplo, de organismos ou pacientes diferentes.
Identificadores permitem combinar amostras processadas diferentemente
quando o processamento das amostras pode convergir, por exemplo, etapas

de procedimento idénticas sao realizadas. Tal convergéncia de processamento
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pode, em particular, ser vantajosa quando a etapa de seguenciamento h)

envolve o sequenciamento de alto rendimento.

Anteriormente a ou apos a etapa de ampliagao g), de acordo com
0s metodos da invencdo, uma etapa de selecdo de tamanho pode ser
realizada. Tal etapa de selecao de tamanho pode ser realizada como o uso de
cromatografia de extracdo em gel, eletroforese em gel ou centrifugacéo de
gradiente de densidade, que sao metodos, em geral, conhecidos na técnica. De
preferéncia, o DNA € selecionado de um tamanho entre 20 e 20.0000 pares de
base, de preferéncia 50 a 10.0000 pares de base, com maxima preferéncia,
entre 100 e 3.000 pares de base. Uma etapa de separagao por tamanho
permite a selegdo de fragmentos de DNA ligados (ampliados) em uma faixa de
tamanho que pode ser étima para a ampliacdo por PCR e/ou étima para o
sequenciamento de leituras longas por sequenciamento da préxima geracao. O
sequenciamento de leituras de 500 nucleotideos esta atualmente
comercialmente disponivel, avangos recentes por empresas, como a tecnologia
Single Molecule Real Time (SMRT™) DNA Sequencing desenvolvida pela
Pacific Biosciences (http://www.pacificbiosciences.com/), indicam que leituras
de 1,000 a 10.000 nucleotideos sao possiveis.

Caso a ploidia em uma célula de uma regido genbmica de
interesse seja maior que 1, para cada ploidia, um contiguo é construido na
etapa h) dos métodos, de acordo com a invengao. Ja que o ambiente gendmico
de qualquer dado sitio alvo no genoma consiste, principalmente, em
sequéncias de genoma de DNA que estéo fisicamente perto da sequéncia alvo
no modelo de cromossoma linear, 0 mesmo permite a reconstrugao de cada
modelo de cromossoma particular. Caso a ploidia de uma regido genémica de
interesse seja maior que 1, multiplas regidbes gendémicas de interesse estéo
presentes em uma célula (ou equivalente as mesmas). Essas multiplas regides
genbmicas de interesse ndo ocupam, em geral, 0 mesmo espago, isto &, sao
separadas em espaco. Quando uma amostra de DNA reticulado de tal célula &

fragmentada, a partir de cada regiao genémica de interesse em uma célula, um
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fragmento de DNA correspondente que compreende a sequéncia de
nucleotideo alvo sera formado. Esses fragmentos de DNA se ligarao, cada um,
a fragmentos de DNA em suas proximidades. Fragmentos de DNA ligados
serao, portanto, representativos das diferentes regides genémicas de interesse.
Por exemplo, caso a ploidia seja dois, quando dois fragmentos, cada, que tém
uma mutagdo Unica e que sao separados por 1 MB seriam encontrado juntos
em fragmentos de DNA ligados, pode-se concluir que esses dois fragmentos
sao da mesma regiao gendmica de interesse. Portanto, nesse caso, dois
fragmentos foram identificados e ambos sao designados a mesma regiao
gendmica. Portanto, ao construir um contiguo a partir das sequéncias dos
fragmentos identificados, esses dois fragmentos que portam uma mutagéo
seriam usados para construir um contiguo para uma regiao gendmica
particular, enquanto o contiguo construido para a outra regiao gendémica nao
portaria as mutagoes.

Deste modo, de acordo com 0s métodos da invencao, a etapa h)
de construcao de um contiguo compreendé as etapas de:

1) identificar os fragmentos da etapa b);

2) designar os fragmentos a uma regiao gendémica;

3) construir um contiguo para a regiao genOmica a partir das
sequéncias dos fragmentos.

Isso também ocorre quando trés fragmentos que compreendem
uma unica mutagao ocorrem (A*, B* e C*) e a ploidia do interesse gendémico é
dois. Dessa vez, produtos de ligacdo que compreendem dois dos fragmentos
mutacionados sao identificados, um produto de ligacao que compreende A*B* e
um com A*C*. Alem disso, produtos de ligagdo que compreendem fragmentos
nao mutacionados sao identificados como BC e AC. Nesse caso, 0S
fragmentos de DNA ligados A*B e A*C* sao acoplados pelo fragmento A* e 0s
fragmentos de DNA ligados BC e AC sao acoplados pelo fragmento C. Nesse
caso, os fragmentos de DNA A* B* e C* sao designados a mesma regiao

gendmica, enquanto A, B e C sado designados a outra regido gendmica.



10

15

20

25

30

Portanto, em conformidade, a etapa 2) de designacao dos fragmentos a uma
regiao gendbmica compreende a identificagdo de produtos de ligacao diferentes
e 0 acopiamento dos produtos de ligacao diferentes que compreendem o0s
fragmentos de DNA.

Da mesma forma, o mesmo se aplicaria a populacdes de célula
heterogéneas. Por exemplo, caso uma amostra de DNA reticulado seja
fornecida a qual compreende uma populacdo de célula heterogénea (por
exemplo, células com origens diferentes ou ceélulas de um organismo que
compreende células normais e células geneticamente mutacionadas (por
exemplo, celulas de céncer)), para cada regidao gendmica de interesse que
corresponde a um ambiente genémico diferente (que pode, por exemplo, ser
ambientes gendmicos diferentes em uma célula ou ambientes gendmicos
diferentes de células diferentes) contiguos podem ser construidos.

Identificacao de mutacdes

Em modalidades alternativas, os métodos sao fornecidos para a
identificacdo da presenga ou auséncia de uma mutagao genética.

Em uma primeira modalidade, um método € fornecido para
identificar a presenca ou auséncia de uma mutagao genetica que compreende
as etapas a) a h) de qualquer um dos métodos da invencao, conforme descrito
acima, em que o0s contiguos sdo construidos para uma pluralidade de
amostras, que compreendem as etapas de:

i) alinhar os contiguos de uma pluralidade de amostras;

i) identificar a presenca ou auséncia de uma mutacdo genética
nas regides gendmicas de interesse a partir da pluralidade de amostras.

Alternativamente, um método para identificar a presenca ou
auséncia de uma mutagcao genética é fornecido, sendo que o método
compreende as etapas a) a g) de qualquer um dos métodos da invengéo,
conforme descrito acima, compreendendo as etapas adicionais de:

i) alinhar o contiguo a uma sequéncia de referéncia.

j) identificar a presenca ou auséncia de uma mutacao genética na
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regiao genémica de interesse.

Mutacoes geneticas podem ser identificadas, por exemplo, ao
comparar 0s contiguos de multiplas amostras, caso uma (ou mais) das
amostras compreendam uma mutagao genética, isso pode ser observado, ja
que a sequéncia do contiguo é diferente quando comparada a sequéncia das
outras amostras, isto &, a presenca de uma mutacdo genética é identificada.
Caso nenhuma diferenca de sequéncia entre contiguos das amostras seja
observada, a auséncia da mutacao genética é identificada. Alternativamente,
uma sequéncia de referéncia também pode ser usada, a qual a sequéncia de
um contiguo pode ser alinhada. Quando a sequéncia do contiguo da amostra &
diferente da sequéncia da sequéncia de referéncia, uma mutacido genética e
observada, isto é, a presenga de uma mutagdo genética é identificada. Caso
nenhuma diferenca de sequéncia entre o contiguo da amostra ou amostras e a
sequéncia de referéncia seja observada, a auséncia de mutacao genética &
identificada.

Ndo é necessdrio construir um contiguo para identificar a
presenca ou auséncia de uma mutagao genética. Contanto que fragmentos de
sequéncias de DNA possam ser alinhados, uns aos outros ou a uma sequéncia
de referéncia, a presenca de auséncia de uma mutacdo geneética pode ser
identificada. Portanto, em modalidades alternativas da invengao, um método é
fornecido para identificar a presenga ou auséncia de uma mutagao genética, de
acordo com qualguer um dos métodos, conforme descrito acima, sem a etapa
h) de construir um contiguo.

Tal método compreende as etapas a) a g) de qualquer um dos
métodos, conforme descrito acima, e as etapas adicionais de:

h) alinhar as sequéncias determinadas dos fragmentos de DNA
ligados (ampliados) a uma sequéncia de referéncia.

i) identificar a presenga ou auséncia de uma mutagdo genética
nas sequéncias determinadas.

Alternativamente, um meétodo é fornecido para identificar a
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presenca ou auséncia de uma mutacéo genética, em que de uma pluralidade

de amostras, as sequéncias de fragmentos de DNA ligados (ampliados) s&o
determinas, compreendendo as etapas a) a g) de qualquer um dos métodos,
conforme descrito acima, compreendendo as etapas adicionais de:

h) alinhar as sequéncias determinadas dos fragmentos de DNA
ligados (ampliados) de uma pluralidade de amostras.

i) identificar a presenga ou auséncia de uma mutacéo genética
nas sequéncias determinadas..

Razao de alelos ou células que portam uma mutagao genética

Conforme mencionado acima, quando uma amostra de DNA
reticulado e fornecida a partir de populagbes de célula heterogéneas (por
exemplo, celulas com origem diferente ou células de um organismo que
compreende células normais e células geneticamente mutacionadas (por
exemplo, células de céncer)), para cada regiao genbOmica de interesse
correspondente a ambientes gendmicos diferentes (que podem, por exemplo,
ser ambientes gendmicos diferentes de alelos diferentes em uma célula ou
ambientes gendmicos diferentes de células diferentes) contiguos podem ser
construidos. Ademais, a razado de fragmentos ou fragmentos de DNA ligados
que portam uma mutagcdo genética pode ser determinada, o que pode ser
correlacionado a razéo de alelos ou células que portam a mutacéo genética. A
ligagao de fragmentos de DNA é um processo aleatério, a coleta e ordem de
fragmentos de DNA que sao parte dos fragmentos de DNA ligados pode ser
Unica e representa uma célula Unica e/ou uma regido genémica de interesse
Unica de uma célula. Ademais, caso a etapa de fragmentacao b) compreenda
um processo de fragmentacéo aleatdria, como, por exemplo, sonicagdo, 0s
pontos nos quais o DNA foi rompido podem fornecer uma caracteristica Unica
adicional, especialmente no contexto dos outros fragmentos de DNA aos quais
estao ligados (que também podem ter extremidades de fragmento Unicas).

Portanto, a identificacdo de fragmentos de DNA ligados que

compreendem o fragmento com a mutacdo genética também pode




10

15

20

25

30

compreender a identificacao de fragmentos de DNA ligados com uma ordem

unica a coleta dos fragmentos de DNA. A razdo dos alelos ou células que
portam uma mutacao genetica pode ser importante na avaliacao de terapias,
por exemplo, em caso de pacientes que estdao passando por terapia para
cancer. Células de cancer podem portar uma mutagao genética particular. A
porcentagem de células que portam tal mutacao pode ser uma medida para o
sucesso ou falha de uma terapia. Em modalidades alternativas, métodos sao
fornecidos para determinar a razao de fragmentos que portam uma mutacao
genética, e/ou a razdo de fragmentos de DNA ligados que portam uma
mutacéo genética. Nessa modalidade, uma mutacéao genética é definida como
uma mutacdo genetica particular ou uma selecdo de mutagbes genéticas
particulares.

Em uma primeira modalidade, um método é fornecido para
determinar a razao de fragmentos que portam uma mutacao genética a partir
de uma populagdo de célula da qual se suspeita ser heterbloga que
compreende as etapas a) a h) de qualquer um dos métodos, conforme descrito
acima, que compreende as etapas adicionais de:

i) identificar os fragmentos da etapa b);

j) identificar a presenca ou auséncia de uma mutacdo genética
nos fragmentos;

k) determinar o nimero de fragmentos que portam a mutacéo

genética;

) determinar o nimero de fragmentos que nao portam a mutagao
genética;

m) calcular a razdo dos fragmentos que portam a mutacao
genética.

Em uma modalidade alternativa, um método é fornecido para
determinar a razao de produtos de ligagao que portam um fragmento com uma
mutacdo genética de uma populagdo suspeita de ser heteréloga que

compreende as etapas a) a h) de qualquer um dos métodos conforme descrito
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acima que compreende, ainda, as etapas de:

i) identificar os fragmentos da etapa b);

j) identificar a presenga ou ausencia de uma mutacao genética
nos fragmentos;

k) identificar os produtos de ligacado da etapa f) que portam 0s
fragmentos com ou sem a mutacao genética;

) determinar o numero de produtos de ligacdo que portam 0S
fragmentos com a mutacao genética;

m) determinar o numero de produtos de ligacdo que portam 0S
fragmentos sem a mutacao genética;

n) calcular a razao dos produtos de ligagao que portam a mutagao
genética.

Nos métodos dessas modalidades, a presenga ou auséncia de
uma mutacao genética pode ser identificada na etapa j) ao alinhar a uma
sequéncia de referéncia e/ou ao comparar sequéncias de fragmento de DNA
de uma pluralidade de amostras.

Nos métodos de acordo com a invengéo, uma mutacdo genética
identificada pode ser um SNP, polimorfismo de nucleotideo unico, uma
insergdo, uma inversdo e/ou uma translocagao. Caso uma delegdo e/ou
insercao seja observada, o numero de fragmentos e/ou produtos de ligagao de
uma amostra que portam a delecao e/ou insercdo pode ser comparado a uma
amostra de referéncia para identificar a delecao e/ou insercdo. Uma delecao,
insercéo, inversao e/ou translocacao também pode ser identificada com base
na presenca de pontos de ruptura cromossomais em fragmentos analisados.

Em outra modalidade, nos métodos conforme descrito acima, a
presenca ou auséncia de nucleotideos metilados € determinada nos
fragmentos de DNA, fragmentos de DNA ligados, e/ou regides genomicas de
interesse. Por exemplo, o DNA da etapa a) a f) pode ser tratado com bissulfito.
O tratamento de DNA com bissulfito converte residuos de citosina em uracila,

mas deixa residuos de 5-metilcitosina nao afetados. Portanto, o tratamento de
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bissulfito introduz modificacdes especificas na sequéncia de DNA que depende

da situagao de metilagdo de residuos de citosina individuais, rendendo
informagoes de resotucac de nucleotideo unico sobre a situacdo da metilacao
de um segmento de DNA. Ao dividir as amostras em subamostras, em que uma
das amostras € tratada e a outra ndo &, nucleotideos metilados podem ser
identificados. Alternativamente, sequéncias de uma pluralidade de amostras
tratadas com bissulfito também podem ser alinhados, ou uma sequéncia de
uma amostra tratada com bissulfito pode ser alinhada a uma sequéncia de
referéncia.

Ao analisar leituras de sequéncia (curtas), pode ser de interesse
evitar 0 sequenciamento dos iniciadores usados. Portanto, em um método
alternativo, a sequéncia iniciadora pode ser removida anteriormente a etapa de
sequenciamento de alto rendimento. Portanto, em uma modalidade alternativa,
0 método a seguir é fornecido para determinar a sequéncia de uma regido
gendmica de interesse que compreende uma sequéncia de nucleotideo alvo,
que compreende as etapas de:

a) fornecer uma amostra de DNA reticulado;

b) fragmentar o DNA reticulado;

c) ligar DNA reticulado fragmentado;

d) reverter a reticulacéao;

e) opcionalmente fragmentar o DNA da etapa d), de preferéncia
com uma enzima de restricao;

f) opcionalmente ligar o DNA fragmentado da etapa d) ou €) a
pelo menos um Adaptador;

g) ampliar os fragmentos de DNA ligados da etapa d) ou €) que
compreendem a sequéncia de nucleotideo alvo com o uso de pelo menos um
iniciador que, de preferéncia, contém uma cadeia secundaria 5' que porta um
sitio de reconhecimento de enzima de restricdo do tipo Il e (2) hibridiza na
sequéncia de nucleotideo alvo, ou amplia os fragmentos de DNA ligados da

etapa f) com o uso de pelo menos um iniciador que (1) contém, de preferéncia,
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uma cadeia secundaria 5' que porta um sitio de reconhecimento de enzima de

restricao do tipo Il e (2) hibridiza na sequéncia de nucleotideo alvo e pelo
menos um iniciador que hibridiza em pelo menos um adaptador;

h) digerir as sequéncias de interesse de nucleotideo ampliadas
com uma enzima de restricao do tipo I, seguido por uma etapa de selegao de
tamanho para remover as sequéncias iniciadoras de filamento duplo liberadas;

i) fragmentar o DNA, de preferéncia por sonicacéo,

j) ligar, opcionalmente, sequéncias de adaptador de filamento
duplo necessarias para o sequenciamento da proxima geracao

k) determinar pelo menos parte da sequéncia dos fragmentos de
DNA ligados (ampliados) da etapa d), e), f) ou g) que compreendem a
sequéncia de nucleotideo alvo, de preferéncia com o uso de sequenciamento
de alto rendimento;

) identificar a variacao genética na, e construir um contiguo de,
regido gendmica de interesse a partir das sequéncias determinadas.

Em uma modalidade alternativa, em qualquer um dos métodos,
conforme descrito no presente documento, na etapa g) iniciadores sao usados
portanto uma porgéo quimica, por exemplo, biotina, para a purificagao 6tima de
fragmentos de DNA ligados (ampliados) através da ligagao a um suporte soélido.

Em uma modalidade, os fragmentos de DNA ligados que
compreendem a sequéncia de nucleotideo alvo podem ser capturados com
uma sonda de hibridizagdo (ou sonda de captura) que hibridiza em uma
sequéncia de nucleotideo alvo. A sonda de hibridizagdo pode ser fixada
diretamente a um suporte sélido ou pode compreender uma porgao quimica,
por exemplo, biotina, para permitir a ligacdo a um suporte sélido adequado
para a captura de porgdes quimicas de biotina (por exemplo, microesferas
revestidas com estreptavidina). De qualquer modo, os fragmentos de DNA
ligados que compreendem uma sequéncia de nucleotideo alvo sdo capturados
permitindo, portanto, a separagdo de fragmentos de DNA ligados que

compreendem a sequéncia de nucleotideo alvo de fragmentos de DNA ligados
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que nao compreendem a sequéncia de nucleotideo alvo. Portanto, tais etapas
de captura permitem o enriguecimento para fragmentos de DNA ligados que
compreendem a sequencia de nucleotideo alvo. Portanto, nos pontos, na
presente invencao, nos quais uma etapa de ampliacdo é realizada, a qual
também € uma etapa de enriquecimento, alternativamente, uma etapa de
captura com uma sonda direcionada a uma sequéncia de nucleotideo alvo
pode ser realizada. Para uma regiao genomica de interesse, pelo menos uma
sonda de captura para uma sequéncia de nucleotideo alvo pode ser usada
para a captura. Para uma regiao genémica de interesse, mais que uma sonda
pode ser usada para multiplas sequéncias de nucleotideo alvo. Por exemplo,
similar 0 que é descrito para 0 gene BRCA1, um iniciador de uma das 5
sequéncias de nucleotideo alvo pode ser usado como uma sonda de captura
(A, B, C, D ou E). Alternativamente, os 5 iniciadores podem ser usados de
maneira combinada (A, B, C, D e E), capturando a regido gendmica de
interesse.

Em uma modalidade, uma etapa de ampliagao e uma etapa de
captura podem ser combinadas, por exemplo, ao primeiramente realizar uma
etapa de captura e, entdo, uma etapa de ampliacao ou vice versa.

Em uma modalidade, uma sonda de captura pode ser usada, a
qual hibridiza em uma sequéncia adaptadora compreendida nos fragmentos de
DNA ligados (ampliados).

Exemplo

Este € um exemplo de uma abordagem de sequenciamento de
gene integral, de acordo com a invencao, que foi usada para determinar a
sequéncia de gene Brcal completa. As células que foram usadas eram células
SUM149PT, uma linhagem celular aderente de cancer de mama, com uma
delecdo de um T na posicao 2288 no locus Brcal (Elstrodt et al. Cancer Res,
2006). A Figura 1 mostra um esquema do método.

Cultura celular

Células SUM149PT sdo cultivadas em pratos de 150 cm® até
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placas cheias com RPMI/10% de FCS/penstrep. A divisdao e contagem

anteriores de um prato mostrou que um prato de 150 cm® cheio contém
106 celuias SUM 149PT.
Fixacao e lise celular
Células cultivadas sao lavadas com PBS e fixadas com PBS/10%

de FCS/2% de formaldeido por 10 minutos a TA. As células séao
subsequentemente lavadas e coletadas e absorvidas no tampao de lise.

(50 mM de Tris-HCI pH 7,5, 150mM de NaCl, 5mM de EDTA,
0,5% de NP-40,1% de TX-100 e 1X)

Completar inibidores de protease (Roche n° 11245200) e incubar
por 10 minutos em gelo. As células sdo subsequentemente lavadas e
absorvidas em MilliQ.

Fragmentacao 1: digestao

As células lisadas fixadas sao digeridas com Nialll (New England
Biolabs n°® R0125).

Ligagao 1

A enzima Nlalll é inativada por calor e, subsequentemente, uma
etapa de ligacao é realizada com o uso de T4 DNA Ligase (Roche, n° 7990009).

Reticulagao de reversgo

A amostra, Prot K (10 mg/ml) é adicionado e incubado a 65°C.
RNase A (10 mg/ml, Roche n° 10109169001) € subsequentemente adicionada
e a amostra é incubada a 37°C. A seguir, a extragao de fenol-cloroférmio €
realizada e o sobrenadante que compreende o DNA é precipitado e peletado. O
pélete é dissolvido em 10 mM de Tris-HCI pH 7,5.

Fragmentacéao 2: Segunda Digestao

A amostra digerida e ligada é digerida com Nspl (New England
Biolabs n° R0602S).

Ligacao 2: Segunda Ligagao e Purificagao

A amostra, Prot K (10 mg/ml) é adicionado e incubado a 65°C.

RNase A (10 mg/ml, Roche n°® 10109169001 ) é subsequentemente adicionada
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e a amostra € incubada a 37°C. A seguir, a extracao de fenol-cloroférmio é

realizada e o sobrenadante que compreende o DNA é precipitado e peletado. O
peiete € dissoivido em 10 mM de Tris-HCI pH 7,5. O modelo de enriquecimento
é agora terminado e pode ser armazenado ou continuado diretamente.

Ampliacgo de fragmentos de DNA ligados: PCR

Os iniciadores usados para o enriquecimento por PCR do locus
de Brcal sao projetados como iniciadores Unicos invertidos proximos (<50 bp)
dos sitios de restricdo de um fragmento de restricao de Nialll com um
espagamento dos conjuntos de iniciador, isto &, 'pontos de vista, de

aproximadamente 20 kb (consulte a Figura 2 e Tabela 1).

Nome ;; ID | Sequéncia ;mcio(s ;=mal(3’
BRCAT_9.9_fw |A |1 |CTGGTGGGATCTGTCATTT | 547073 | 847075
BRCAT 9916 | 5 |5 | TGGTAGCARACACTTCCAC 647048 | 647046
SACAT 2891 1B |3 | TATAAGTTTGCCTGCTGCAC 040974 | 845976
BRCAT 2891 |5 |, | TTTCCTTAACAATGCACAMS 648941 | 648939
BRCA1 50.1 CATTACTGTAGAAGTTCCCTA | 651133 | 651135
S0 T e s

w AA 1 3

SRCAIS0.11 ¢ |6 | ACCATTGCTGTTCCTTCTAA 051088 | 851068
BRCAT 6521 1) |7 | TCCTOCTGAAGAGARACTTG 652610 | 652612
ORCA1E52.1 |p |8 | AGTTCCCACCTTGAAGAATC 052578 | 652576
BRCAT9T5.1 £ |5 | AGTGAGCGCCOAATTTGE 655229 | 65520
BRCAT_STS.7 [ |1 | GOGAAGACCTITOATTCC 655202 | 655200

Tabela 1. Visdo geral das sequéncias iniciadoras usadas. Os
iniciadores sdo nomeados (nome) com referéncia ao gene BRCAT1, a posicéo
no mapa de sequéncia (por exemplo, 50,1 (kb)) e sendo um iniciador direto (fw)
ou reverso (rev), vp indica os pontos de vista, ID indica a SEQ ID No., isto &,
SEQ ID Nos. 1 a 10. A sequéncia do gene BRCA1 ao qual o iniciador

corresponde também é indicada (inicio(5') e final(3')), favor notar que os
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iniciadores estao em uma orientacdo externa, isto € inversa, eles nao podem

formar um amplicdo com o uso de DNA normal como modelo.

Uma reagao PCR de ennquecimento consiste em 25 ul:

- 2,5 ul de tampéo 3 de PCR 10X (fornecido com a Polimerase de
Modelo Longo de Expansao)

- 0,5 ptde dNTP (10 mM)

- 0,5 ul de iniciador direto (de uma diluicao de 1/7 a partir de uma
materia prima iniciadora de 1 ug /ul)

- 0,5 pl de iniciador reverso (de uma diluicao de 1/7 a partir de
uma matéria prima iniciadora de 1 ug/ul)

- 0,375 ul de Polimerase de Modelo Longo de Expansao (Roche
n°® 11759060001)

- 100 ng de modelo de enriquecimento

- X ul de Milli-Q para um volume total de 25 pl

Sequenciamento dos fragmentos de DNA ligados ampliados

Prossiga com a preparacgao de biblioteca para o sequenciamento
SOLID, de acordo com os protocolos padrao de SOLID.

Resultados

A distribuicdo de leitura dos diferentes pontos de vista foi mais
alta acerca do sitio do ponto de vista. Estatisticas adicionais sdo mostradas na
Tabela 2. Leituras de sequéncia das bibliotecas de ponto de vista C, D e E
identificaram a mutagcdo 2288delT. Também foram determinadas quais
sequéncias do gene BRCA1 nao foram cobertas, do ponto de vista A, 15.807
pares de base nado foram cobertos, do B, 50.124 b. De C, D e E todas as

BRCA1 seqguéncias foram cobertas.

O, 0,
vp M TR I\/;I) T de meédia mediano 2/°Oxde nt
A 898515 13715420 | 6,55 531 3 11,5
B 17578 7401964 0,24 10 0 4,90
C 2098974 | 11190246 | 18,76 1241 29 63
D 3113059 | 9851741 31,60 1840 45 74,70
E 134324 | 9108300 1,47 79 42 71,70
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Tabela 2. Estatisticas de leitura de sequéncia por ponto de vista.

As estatisticas de leitura de sequéncia por biblioteca de ponto de vista (vp, A-E)
s&0 indicadas. M (ieituras compativels com BRCA1 ), TR (numero total de
leituras), % de MIT (% das leituras totais compativeis com alvo), média
(cobertura média), mediano (cobertura de mediano), % de nt 20x (a % de
nucleotideos do gene BRCA1 que foram cobertos mais de 20 vezes).

Portanto, dos pontos de vista unicos C, D e E, o BRCA1 completo
de 100 kb foi coberto, do ponto de vista A, 85 kb do gene BRCA1 gene foram
cobertos, do ponto de vista B, 50 kb do gene BRCA1 foram cobertos e dos

pontos de vista C, D e E, a mutacdo 2288delT foi confirmada.
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REIVINDICACOES

1. Método para construir um contiguo de uma regido gendmica de
interesse que compreende uma sequéncia de nucleotideo alvo CARACTERIZADO
por compreender fragmentar um DNA reticulado, ligar o DNA reticulado
fragmentado, reverter a reticulacao e determinar pelo menos parte das sequéncias
de fragmentos de DNA ligados que compreendem a sequéncia de nucleotideo alvo
e usar as sequéncias determinadas para construir um contiguo da regido genémica
de interesse.

2. Método para construir um contiguo de uma regido gendmica de
interesse que compreende uma sequéncia de nucleotideo alvo, de acordo com a
reivindicagcédo 1, CARACTERIZADO por compreender as etapas de:

a) fornecer uma amostra de DNA reticulado;

b) fragmentar o DNA reticulado;

c) ligar o DNA reticulado fragmentado;

d) reverter a reticulacao;

e) fragmentar, opcionalmente, o DNA da etapa d), de preferéncia com
uma enzima de restricao;

f) ligar, opcionalmente, o DNA fragmentado da etapa d) ou e) para
pelo menos um adaptador;

g) opcional e preferencialmente ampliar os fragmentos de DNA
ligados da etapa d) ou €) que compreendem a sequéncia de nucleotideo alvo com
0 uso de pelo menos um iniciador que hibridiza nas sequéncia de nucleotideo alvo
ou ampliar os fragmentos de DNA ligados da etapa f) com o uso de pelo menos um
iniciador que hibridiza na sequéncia de nucleotideo alvo e pelo menos um iniciador
que hibridiza em pelo menos um adaptador;

h) determinar pelo menos parte da sequéncia dos fragmentos de DNA
ligados (ampliados) da etapa d), e), f) ou g) que compreendem a sequéncia de
nucleotideo alvo, de preferéncia com o uso do sequenciamento de alto rendimento;

i) construir um contiguo da regido gendmica de interesse a partir das
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sequéncias determinadas.

3. Método para construir um contiguo de uma regido gendmica de
interesse que compreende uma sequéncia de nucleotideo alvo, de acordo com a
reivindicagcédo 1, CARACTERIZADO por compreender as etapas de:

a) fornecer uma amostra de DNA reticulado;

b) fragmentar o DNA reticulado;

c) ligar o DNA reticulado fragmentado;

d) reverter a reticulacao;

e) fragmentar, opcionalmente, o DNA da etapa d), de preferéncia com
uma enzima de restricao

f) circularizar o DNA da etapa d) ou e);

g) opcional e preferencialmente ampliar o DNA circularizado que
compreende a sequéncia de nucleotideo alvo com o uso, de preferéncia, de pelo
menos um iniciador que hibridiza na sequéncia de nucleotideo alvo;

h) determinar pelo menos parte da sequéncia dos fragmentos de DNA
ligados (ampliados) que compreende o nucleotideo alvo com o uso do
seguenciamento de alto rendimento;

i) construir um contiguo da regido gendmica de interesse a partir das
sequéncias determinadas.

4. Método para construir um contiguo de uma regido genémica de
interesse, de acordo com as reivindicacdes 2 ou 3, CARACTERIZADO pelo fato de
gue a regido gendmica de interesse compreende, adicionalmente, uma ou mais
sequéncias de nucleotideo alvo e em que, na etapa de ampliacdo (g), um iniciador
é fornecido, o qual hibridiza na sequéncia de nucleotideo alvo, e um ou mais
iniciadores sao fornecidos para os um ou mais nucleotideos alvo adicionais
correspondentes, em que os fragmentos de DNA ligados sdo ampliados, ou o DNA
circularizado € ampliado, com o uso de iniciadores.

5. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes de 2 a 4,
CARACTERIZADO pelo fato de que a etapa de fragmentacdo b) compreende

sonicagdo, seguida pelo DNA enzimatico e reparo.
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6. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes de 2 a 4,
CARACTERIZADO pelo fato de que a etapa de fragmentacdo b) compreende
fragmentar com uma enzima de restricao.

7. Método, de acordo com a reivindica¢éo 5 ou 6, CARACTERIZADO
pelo fato de que a etapa de ligagéo c) € realizada na presenca de um adaptador,
ligando as sequéncias de adaptador entre os fragmentos.

8. Meétodo, de acordo com as reivindicagcbes 6 ou 7,
CARACTERIZADO pelo fato de que, na etapa b), uma pluralidade de subamostras
€ processada e, para cada subamostra, enzimas de restricdo com sitios de
reconhecimento diferentes s&o usados.

9. Método, de acordo com a reivindicacdo 8, CARACTERIZADO pelo
fato de que a etapa de fragmentacéo e) compreende uma enzima de restricdo com
uma sequéncia de reconhecimento que € mais longa que a sequéncia de
reconhecimento da enzima de restricado da etapa b).

10. Meétodo, de acordo com qualguer uma das reivindicacdes
precedentes, CARACTERIZADO pelo fato de que que as sequéncias de multiplas
regides gendmicas de interesses sao determinadas.

11. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes de 2 a
10, CARACTERIZADO pelo fato de que um identificador € incluido em pelo menos
um dos iniciadores de oligonucleotideo da etapa g).

12. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes de 2 a
11, CARACTERIZADO pelo fato de que anteriormente ou aplds a etapa de
ampliacdo g), uma etapa de selecdo de tamanho é realizada.

13. Método, de acordo com a reivindicagdo 12, CARACTERIZADO
pelo fato de que a etapa de selecdo de tamanho € realizada com o uso de
cromatografia de extracdo em gel, eletroforese em gel ou centrifugacdo de
gradiente de densidade.

14. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagfes de 12 a
13, CARACTERIZADO pelo fato de que o DNA € selecionado de um tamanho entre
20 e 20.0000 pares de base, de preferéncia 50 e 10.0000 pares de base, com
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maxima preferéncia entre 100 e 3.000 pares de base.

15. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes de 1 a
14, CARACTERIZADO pelo fato de que, caso a ploidia em uma célula de uma
regiao gendmica de interesse seja maior que 1, para cada ploidia um contiguo é
construido.

16. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes de 2 a
15, CARACTERIZADO pelo fato de que a etapa i) de constru¢cdo de um contiguo
compreende as etapas de:

1) identificar os fragmentos da etapa b);

2) designar os fragmentos a uma regido gendémica,

3) construir um contiguo para a regiao genémica.

17. Método, de acordo com a reivindicagdo 16, CARACTERIZADO
pelo fato de que a etapa 2) de designacdo dos fragmentos a uma regidao genémica
compreende identificar os diferentes produtos de ligacdo da etapa f) e acoplar os
diferentes produtos de ligacao aos fragmentos identificados.

18. Método para identificar a presenca ou auséncia de uma mutacao
genética CARACTERIZADO por compreender as etapas a) a i), conforme definido
em qualquer uma das reivindicacfes de 2 a 17, em que contiguos sdo construidos
para uma pluralidade de amostras, que compreende, ainda, as etapas de:

j) alinhar os contiguos de uma pluralidade de amostras;

k) identificar a presenca ou auséncia de uma mutacéo genética nas
regibes gendmicas de interesse a partir da pluralidade de amostras.

19. Método para identificar a presenca ou auséncia de uma mutacao
genética CARACTERIZADO por compreender as etapas a) a i), conforme definido
em qualquer uma das reivindicacdes de 2 a 17, que compreende as etapas
adicionais de:

J) alinhar o contiguo a uma sequéncia de referéncia.

k) identificar a presenca ou auséncia de uma mutacdo genética na
regido gendmica de interesse.

20. Método para identificar a presenca ou auséncia de uma mutacéo
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genética CARACTERIZADO por compreender as etapas a) a h), conforme definidas
em qualquer uma das reivindicacdes de 2 a 14, que compreende as etapas
adicionais:

i) alinhar as sequéncias determinadas dos fragmentos de DNA ligados
(ampliados) a uma sequéncia de referéncia.

J) identificar a presenca ou auséncia de uma mutacao genética nas
sequéncias determinadas.

21. Método para identificar a presenca ou auséncia de uma mutacao
genética CARACTERIZADO por compreender as etapas a) a h), conforme definido
em qualquer uma das reivindicagcdes de 2 a 14, em que uma pluralidade de
amostras sequéncias de fragmentos de DNA ligados (ampliados) é determinada,
gue compreende, ainda, as etapas de:

i) alinhar as sequéncias determinadas dos fragmentos de DNA ligados
(ampliados) de uma pluralidade de amostras.

J) identificar a presenca ou auséncia de uma mutacdo genética nas
seguéncias determinadas.

22. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacfes de 2 a
21, CARACTERIZADO pelo fato de que fragmentos de DNA ligados (amplificados)
compreendendo a sequéncia de nucleotideos alvo sdo capturados com uma sonda
de captura para separar fragmentos de DNA ligados (amplificados) compreendendo
a sequéncia de nucleotideos alvo de fragmentos de DNA ligados (amplificados) que
ndo compreendem a sequéncia de nucleotideos alvo.

23. Método para determinar a razao de fragmentos que portam uma
mutacdo genética de uma populacdo de células suspeita de ser heterdloga
CARACTERIZADO por compreender as etapas a) a h), conforme definidas em
qualquer uma das reivindicacfes de 2 a 14, que compreende as etapas adicionais
de:

i) identificar os fragmentos da etapa b);

J) identificar a presenca ou auséncia de uma mutacao genética nos

fragmentos;
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k) determinar o numero de fragmentos que portam a mutacao
genetica;

[) determinar o nimero de fragmentos que ndo portam a mutagao
genética;

m) calcular a razdo dos fragmentos que portam a mutacao genética.

24. Método para determinar a razdo dos produtos de ligacdo que
portam um fragmento com uma mutagcao genética de uma populacédo de células
suspeita de ser heteréloga CARACTERIZADO por compreender as etapas a) a h),
conforme definidas em qualquer uma das reivindicacbes de 2 a 14, que
compreende, ainda, as etapas de:

i) identificar os fragmentos da etapa b);

J) identificar a presenca ou auséncia de uma mutacao genética nos
fragmentos;

k) identificar os fragmentos de DNA ligados que portam os fragmentos
com ou sem a mutacao genética;

[) determinar o numero dos fragmentos de DNA ligados que portam os
fragmentos com a mutacéo genética,

m) determinar o niamero de produtos de ligacdo que portam o0s
fragmentos sem a mutacao genética;

n) calcular a razdo de produtos de ligacdo que portam a mutacao
genética.

25. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes de 23 a
24, CARACTERIZADO pelo fato de que, na etapa j), a presen¢a ou auséncia de
uma mutacdo genética € identificada pelo alinhamento a uma sequéncia de
referéncia e/ou ao comparar fragmento sequéncias de uma pluralidade de
amostras.

26. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes de 18 a
25, CARACTERIZADO pelo fato de que uma mutacdo genética € um SNP, uma
delecdo, uma inser¢do, uma inversdo e/ou uma translocagéo.

27. Método, de acordo com a reivindicacdo 26, CARACTERIZADO
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pelo fato de que uma delecéao e/ou insercéo é identificada ao comparar o niumero
de fragmentos e/ou produtos de ligacdo a partir de uma amostra que porta a
delecéo e/ou insercdo com uma amostra de referéncia.

28. Método, de acordo com a reivindicagdo 26, CARACTERIZADO
pelo fato de que uma delecao, insercao, inversdo e/ou translocacédo é identificada
com base na presenca de pontos de ruptura cromossomais em fragmentos
analisados.

29. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes
precedentes, CARACTERIZADO pelo fato de que a presenca ou auséncia de
nucleotideos metilados é determinada em fragmentos de DNA, fragmentos de DNA

ligados, e/ou regibes gendmicas de interesse.
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