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A presente invencéo refere-se a métodos para a deteccdo da ligagdo entre um primeiro
membro e um segundo membro de um par de ligantes, compreendendo os passos de (a)
combinar um conjunto de primeiros membros marcados com uma amostra biolégica que
podera conter um ou mais segundos membros, sob condicdes e durante o tempo suficiente
para permitir a ligagdo de um primeiro membro a um segundo membro, sendo que o dito
marcador se correlaciona com um primeiro membro em particular e é detectavel por
espectrometria n&o fluorescente ou potenciometria; (b) separar os primeiro e segundo
membros ligados dos membros nado ligados; (c) separar o marcador do primeiro membro
marcado; e (d) detectar o dito marcador por espectrometria nao fluorescente ou

potenciometria, e deste modo detectar a ligacéo do primeiro membro ao segundo membro.




DESCRICAO

EPIGRAFE: |‘METODOS PARA A DETECCAO DA LIGACAO NUM PAR DE
LIGANTES COM SENSIBILIDADE AUMENTADA”

Campo técnico

O presente invento relaciona-se de modo geral com métodos e composi¢des para
analise de moléculas de acidos nucleicos, e 'mais especificamente com o uso de
marcadores e linkers especializados que podem ser utilizados com o fim de aumentar a

sensibilidade da analise de uma larga variedade de ensaios bioldgicos.

Antecedentes do invento

As técnicas de deteccdo e analise de moléculas de acidos nucleicos sdo das mais
importantes no campo da biologia. Estas técnicas desempenham um papel central na area
da biologia molecular e a sua relevancia nas restantes areas da biologia cresce
rapidamente.

Em geral, na sequéncia de essencialmente todas as reacgbes bioquimicas, a analise
contempla sob alguma forma um passo de detecgdo. Neste ambito, a deteccdo das
hibridizagbes de acidos nucleicos e da ligagio antigénio-anticorpo sdo alvo de especial
preocupacgao. ldealmente, a deteccdo devera ser sensivel e permitir o processamento de
multiplas amostras. No entanto, as técnicas actuais de deteccdo encontram-se algo
limitadas no que respeita a ambas as caracteristicas referidas.

A hibridizagdo de moléculas de acidos nucleicos é geralmente detectada por
autoradiografia ou analise imagiolégica por fosforescéncia, quando a sonda de hibridizagao
contém um marcador radioactivo, ou por densitometria quando a sonda de hibridizacao
contém um marcador, tal como a biotina ou a digoxina, que é reconhecido por um anticorpo,
ou ligando, acoplado a um enzima. Quando ¢é utilizada uma sonda radiomarcada, a deteccéo
por autoradiografia sofre de limitagbes inerentes a pelicula, tais como a falha de
reciprocidade e a nao-linearidade. Estas limitagdes da pelicula podem ser ultrapassadas
através da detecgdo do marcador por analise imagiolégica por fosforescéncia. No entanto,
os requisitos de seguranca ligados ao uso de radiomarcadores obrigam a uma utilizacdo

aumentada dos recursos, a disponibilizagdo de equipamento especializado e ao treino de
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pessoal. Por estas razdes, o uso de marcadores nio radioactivos tem conhecido uma
popularidade crescente. Nestes sistemas, os nucledtidos contém um marcador, tal como a
biotina ou a digoxina, que pode ser detectado por um anticorpo, ou outra molécula, marcado
com um enzima que reage com um substrato cromogénico. Alternativamente, poderao usar-
se marcadores fluorescentes. Estes sistemas ndo levantam os problemas de seguranca
acima descritos, mas utilizam componentes que séo frequentemente labeis e que poderdo
dar origem a reacgdes inespecificas, resultando num elevado efeito de fundo (i.e., baixa
razao sinal-ruido).

As reaccbes de ligagdo anticorpo-antigénio podem ser detectadas através de
diversos procedimentos. Tal como acontece com a hibridizacdo de acidos nucleicos, um
marcador, radioactivo ou n&o radioactivo, & tipicamente conjugado com o anticorpo. Os tipos
de marcadores sao semelhantes: um enzima que reage com um substrato cromogénico, um
marcador fluorescente, um hapteno que é detectado por um ligando ou por outro anticorpo,
e outros. Estes métodos de deteccao apresentam limitagdes semelhantes as verificadas na
deteccao da hibridizacdo de acidos nucleicos.

A Patente WO-A-9 apresenta um reagente marcador composto por uma porgao
molecular de analito, formada por dois residuos de analito, ligada a uma porcdo molecular
de marcador que possui um grupo repoérter. E utilizada uma coleccéo destes reagentes para
a sequenciagao de acidos nucleicos.

O presente invento fornece novas composigdes que podem ser utilizadas numa larga
variedade de procedimentos baseados em acidos nucleicos ou proteinas (p.ex. anticorpos),

e proporciona ainda outras vantagens relacionadas.

Sumario do invento

Abreviadamente, o presente invento fornece composi¢des e métodos que podem ser
utilizados para aumentar a sensibilidade e o nimero de amostras processadas numa grande
variedade de ensaios bioldgicos. Em particular, tomando como base os inventos aqui
descritos, muitos ensaios que até ao presente tém requerido longos periodos de tempo para
a sua execugao podem agora ser realizados num tempo entre dez a mais do que cem vezes
mais curto. Os métodos aqui descritos representam, assim, um acentuado‘ e importante
melhoramento em relacdo aos ensaios anteriormente disponiveis.

Por exemplo, num dos aspectos do invento é facultado um método para a deteccéo
da ligacdo de um primeiro membro a um segundo membro de um par de ligandos,

compreendendo os passos de:




(a) combinar um conjunto de primeiros membros marcados com uma amostra
biologica que podera conter um ou mais segundos membros, sob condicdes e
durante o tempo suficiente para permitir a ligagdo de um primeiro membro a um
segundo membro, sendo que o dito marcador se correlaciona com um primeiro
membro em particular e & detectavel por espectrometria ou potenciometria;

(b) separar os primeiro e segundo membros ligados dos membros nao ligados;

(c) separar o dito marcador do dito primeiro membro marcado; e

(d) detectar o dito marcador por espectrometria ou potenciometria, e deste modo

detectar a ligagao do dito primeiro membro ao dito segundo membro.

Podera utilizar-se uma grande variedade de pares de primeiro e segundo membros
no ambito do presente invento, incluindo, por exemplo, moléculas de acidos nucleicos (p.
ex., DNA, RNA e analogos de acidos nucleicos, como o PNA, ou qualquer combinagao
destes), proteinas ou polipéptidos (p.ex., um anticorpo ou fragmento de anticorpo; p.ex., um
anticorpo monoclonal, um anticorpo policlonal ou um parceiro de ligagdo, como um CDR),
oligossacaridos, hormonas, moléculas organicas e outros substratos (p.ex., xenobidticos
como uma molécula de glucuronidase-farmaco), ou qualquer outro par de ligandos. No
ambito das varias formas de realizagdo do invento, o primeiro e segundo membros poderao
corresponder ao mesmo tipo de molécula ou serem de tipos diferentes. Por exemplo, os
pares representativos de ligandos com primeiro membro e segundo membro incluem:
molécula de acido nucleico/molécula de acido nucleico; anticorpo/molécula de acido
‘nucleico; anticorpo/hormona; anticorpo/xenobidtico; e anticorpo/proteina.

De preferéncia, o primeiro membro reconhecera especificamente um segundo
membro seleccionado (i.e., com exclusdo de outras moléculas relacionadas), ou identificara
como segundo membro uma classe de moléculas relacionadas (p.ex., uma classe de
receptores relacionados). Preferencialmente, o primeiro membro ligar-se-a ao segundo
membro com uma afinidade de pelo menos cerca de 10°5/M, e de preferéncia de 10°/M, 10
M, 10°®*/M, 10°/M ou superior a 107"%M. A afinidade de uma primeira molécula para uma
segunda molécula pode faciimente ser determinada por um técnico de pericia média (ver
Scatchard, Ann. N.Y. Acad. Sci. 51:660-672, 1949).

Segundo outros aspectos do invento, é fornecido um método para a analise
do padrao de expressé@o genética a partir de uma amostra bioldgica seleccionada,
compreendendo os passos de:

(a) expbr os acidos nucleicos de uma amostra biolégica;

(98]



(b) combinar os ditos acidos nucleicos expostos com uma ou mais sondas
marcadas de acidos nucleicos seleccionadas, sob condigdes e durante o
tempo suficiente para que as ditas sondas se hibridizem com os ditos
acidos nucleicos, sendo que o dito marcador se correlaciona com uma
sonda de &cidos nucleicos em particular e é detectavel por espectrometria
ou potenciometria;

(c) separar as sondas hibi’idizadas das nao hibridizadas;

(d) separar o dito marcador do dito fragmento marcado; e

(e) detectar o dito marcador por espectrometria ou potenciometria, e desse
modo determinar o padrdo de expressdo genética da dita amostra

biologica.

Dentro do contexto do presente invento, deve considerar-se que a expressao
‘amostras biologicas” abrange nao s6 as amostras provenientes de organismos vivos (i.e.,
mamiferos, peixes, bactérias, parasitas, virus, fungos e sémelhantes) ou do meio ambiente
(ie., ar, agua ou amostras sélidas), como também os materiais bioldgicos que podem ser
produzidos artificialmente ou por sintese (i.e., colecgdes de fagos, coleccdes de moléculas
organicas, “pools” de clones genomicos e semelhantes). Os exemplos representativos de
amostras biolégicas incluem os fluidos biolégicos (p.ex., sangue, sémen, liquido
cefaloraquidiano, urina), células biolégicas (p.ex., células pluripotentes, células B ou T,
células hepaticas, fibroblastos e semelhantes) e tecidos bioldgicos.

No ambito das diversas formas de realizagdo dos métodos acima descritos, as
sondas e/ou moléculas de acidos nucleicos do presente invento poderdo ser geradas
atraves de, por exemplo, uma reacgdo de ligacdo, de corte ou de extensao (p.ex., PCR).
Segundo outros aspectos, as sondas ou moléculas de &cidos nucleicos poderao ser
marcadas a nivel da sua extremidade 5’, funcionando as moléculas assim marcadas como
primers oligonucleotidicos ou terminadores didesoxinucleotidicos.

Noutras formas de realizagdo do invento, poderdo ser utilizadas em simultaneo numa
dada reacgao 4, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200, 250, 300, 350,
400, 450 ou um numero superior a 500 moléculas diferentes e marcadas com um marcador
especifico, em que cada marcador é Unico para um fragmento de acido nucleico, sonda,
primeiro membro ou segundo membro seleccionados e pode ser identificado em separado.
Ainda em outras formas de realizagdo do invento, o(s) marcador(es) pode(m) ser
detectado(s) por fluorometria, espectrometria de massa, espectrometria de infravermelhos,

espectrometria de ultravioleta ou amperometria potenciostatica (p.ex., utilizando detectores
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coulométricos ou amperométricos). Os exemplos representativos de técnicas
espectrometricas adequadas incluem a espectrometria de massa de tempo-de-voo,
espectrometria de massa quadrupolar, espectrometria de massa de sector magnético e
espectrometria de massa de sector eléctrico. As formas especificas de realizacdo destas
técnicas incluem a espectrometria de massa por captura de ides, espectrometria de massa
com ionizag&o por electrospray, espectrometria de massa com spray de ides, espectrometria
de massa com ionizagdo em liquido, espectrometria de massa com ionizacao a pressao
atmosfeérica, espectrometria de massa com ionizagéo electronica, espectrometria de massa
de ionizacdo por bombardeamento com atomos acelerados, espectrometria de massa
MALDI, espectrometria de massa de tempo-de-voo com fotoionizagéo, espectrometria de
massa com micro-sonda de laser, espectrometria de massa MALDI-TOF, espectrometria de
massa APCI | espectrometria de massa com nanospray, espectrometria de massa com
lonizacdo em spray nebulizado, espectrometria de massa com ionizacdo quimica,
espectrometria de massa com ionizagdo por ressondncia, espectrometria de massa com
lonizacao secundaria e espectrometria de massa com termospray.

No contexto de outras formas de realizagdo do invento, os primeiro e segundo
membros ligados ou os &cidos nucleicos expostos, ligados, poderdo ser separados dos
membros ou moléculas ndo ligados através de métodos tais como a electroforese em gel,
electroforese capilar, electroforese em microcanais, HPLC, cromatografia de exclus&o por
dimensao, filtracdo, electroforese em gel de poliacrilamida, cromatografia liquida,
cromatografia reversa de exclusdo por dimensdo, cromatografia de troca iodnica,
cromatografia liquida de fase reversa, electroforese em campo pulsado, electroforese de
inversao de campo, dialise e separa¢do de goticulas liquidas activadas por fiuorescéncia.
Alternativamente, o primeiro ou o éegundo membro, ou os acidos nucleicos expostos,
poderao ser ligados a um suporte sélido [p.ex., fibras ocas (Amicon Corporation, Danvers,
Mass.), esferas (Polysciences, Warrington, Pa.), esferas magnéticas (Robbin Scientific,
Mountain View, Calif.), suportes, placas e matrazes (Corning Glass Works, Corning, N.Y.),
crivos (Becton Dickinson, Mountain View, Calif.), écrans e fibras sélidas (ver Edelman et al.,
Patente dos E.U.A. n° 3.843.324; ver também Kuroda et al., Patente dos E.UA. n°®
4.416.777), membranas (Millipore Corp., Bedford, Mass.) e tiras]. Se o primeiro ou o
segundo membros, ou os acidos nucleicos expostos, forem ligados a um suporte sélido, em
certas formas de realizagdo do invento os métodos aqui apresentados poderdo ainda
compreender 0 passo de lavagem para retirar o material no ligado do suporte soélido.

Em outras formas de realizagdo, os primeiros membros marcados poderdo ser

removidos por métodos quimicos, de oxidacdo, reducdo, labilidade a écidos, labilidade a
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bases, enzimaticos, electroquimicos, térmicos e de fotolabilidade. Ainda em outras formas
de realizagdo, os passos de separagdo, remogdo e deteccdo poderdo ser realizados de
modo continuo (como num fluxo continuo); por exemplo, num s6 dispositivo que podera ser
automatizado.

Estes e outros aspectos do presente invento tornar-se-do evidentes por consulta da
descricao detalhada que se segue e das figuras em anexo. Adicionalmente, sdo aqui
apresentadas varias referéncias que descrevem em maior detalhe certos procedimentos ou
composicoes (p.ex., plasmideos, etc.), e que sédo, deste modo, incorporadas integralmente

para fins de referéncia.

Breve descricao das figuras

A Figura 1 representa o diagrama de sintese de ésteres de pentafluorofenilo de
marcadores para espectrometria de massa removiveis por via quimica, libertando-se
marcadores com terminagdes de amida carboxilica.

A Figura 2 representa o diagrama de sintese de ésteres de pentafluorofenilo de
mércadores para espectrometria de massa removiveis por via quimica, libertando-se
marcadores com terminagdes de acido carboxilico.

As Figuras 3-6 e 8 representam os diagramas de sintese de ésteres de
tetrafluorofenilo de um conjunto de 36 marcadores para espectrometria de massa
removiveis por via fotoquimica.

A Figura 7 representa o diagrama de sintese de um conjunto de 36 marcadores pabra
espectrometria de massa cujas moléculas possuem uma terminacdo de amina e sdo
removiveis por via fotoquimica.

A Figura 9 representa a sintese de 36 oligonucledtidos marcados com marcadores
para espectrometria de massa removiveis por via fotoquimica, produzidos a partir do
conjunto correspondente de 36 ésteres de tetrafluorofenilo de marcadores acidos para
espectrometria de massa removiveis por via fotoquimica. '

A Figura 10 representa a sintese de 36 oligonucleétidos marcados com marcadores
para espectrometria de massa removiveis por via fotoquimica, produzidos a partir do
conjunto correspondente de 36 marcadores para espectrometria de massa com uma
terminagdo amina e removiveis por via fotoquimica.

A Figura 11 ilustra a deteccdo em simultdneo de multiplos marcadores através de
espectrometria de massa.

A Figura 12 apresenta o espectrograma de massa da matriz alfa-ciano isolada.




A Figura 13 representa um fragmento de acido nucleico marcado construido de

forma modular.

Descricao detalhada do invento
Tal como assinalado acima, o presente invento fornece métodos que compreendem

0 uso de marcadores e linkers que poderao ser utilizados para aumentar a sensibilidade e o
numero de amostras processadas numa grande variedade de ensaios biologicos. Sao
abaixo descritos_ em maior detalhe marcadores e linkers representativos que poderdo ser
utilizados, a grande variedade de métodos a que poderdo aplicar-se estes marcadores e os
meétodos adequados a detec¢do dos marcadores.

Resumidamente, o presente invento fornece métodos que compreendem o uso de
compostos nos quais a molecula de interesse, ou um seu precursor, se encontra ligada por
meio de uma ligagéo labil (ou ligagdes labeis) a um marcador. Assim, podera definir-se para
os ditos compostos a seguinte formula geral:

T-L-X
em que o T corresponde ao componente marcador, L € o componente de linker, o qual tanto
podera conter uma ligagéo labil como corresponder & prépria ligagdo, € X € o componente
de molécula de interesse (MOI) ou um componente de grupo funcional (L) através do qual a
MOI se pode ligar aos componentes T-L. Deste modo, os ditos compostos poderdo ser
representados através das formulas gerais mais especificas:
T-L-MOI e T-L-Ly

Por razGes que s&o abaixo descritas em detalhe, os conjuntos de compostos T-L-
MOI poderao ser propositadamente submetidos a condigdes que causem a quebra da(s)
ligagcao(des) labil(eis), libertando-se deste modo uma porgao molecular de marcador a partir
da restante porcdo molecular do composto. A porcdo molecular de marcador é entéo
caracterizada através de uma ou mais técnicas analiticas de modo a se obterem
informagéés directas sobre a estrutura da porgao mblecular de marcador, e (0 que é mais
importante) informagdes indirectas sobre a identidade da MOI correspondente.

A titulo de simples exemplo ilustrativo de um Cbrhpostb rebp‘re'sentativo em que L
corresponde a uma Iiga¢éo directa, é fe.ita referéncia a seguinte_.estrutura (i):

- 0 o . :
' N/( Frag:mto de Acido Nucleico)
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Na estrutura (i), T € uma molécula arornatica policiclica contendo azoto que se
encontra ligada a um grupo carbonilo, X € uma MOI ( e especificamente um fragmento de
acido nucleico que termina num grupo amina) e L € a ligagao que forma um grupo amida. A
ligagdo amida € labil relativamente as ligagGes presentes em T, uma vez que, tal como é
conhecido da técnica, uma ligacdo amida pode ser quimicamente quebrada em condigbes
basicas ou acidicas que deixam inalteradas as ligagdes no interior do componente
marcador. Assim, podera libertar-se uma porgdo molecular de marcador (i.e., o produto da
reaccao de quebra de ligagdes que contém T), tal como abaixo exposto:

Estruturall) 0

::gﬁomleaﬂm l' Pargao Restante do Composto

No entanto, o linker'L podera constituir mais do que uma ligagéo directa, tal como
mostra o exemplo seguinte, em que é feita referéncia a outro composto representativo que

possui a estrutura (ii) abaixo apresentada:




E bem conhecido que os compostos que possuem um grupo orto-benzilamina (ver
atomos contidos no quadrado no interior da estrutura (ii)) sao fotoliticamente instaveis, ja
que a exposigdo de tais compostos a radiagdo actinica com um comprimento de onda
especifico causara o corte selectivo da ligagcdo benzilamina (ver a ligagao assinalada com
uma linha mais carregada na estrutura (ii)). Assim, a estrutura (ii) possui os mesmos grupos
T e MOI que a estrutura (i), mas o grupo de linker contém muitiplos atomos e ligagdes no
interior dos quais existe uma ligagdo particularmente labil. A fotdlise da estrutura (i) liberta,
deste modo, uma porgdo molecular de marcador (porgdo molecular que contém T) da
por¢ao restante do composto, tal como mostrado.abaixo. '

N] NH, 0
N/(Fx'agmb(?.cb
| Acido Nucleico)
B

Porgso Malecular do Marcadar Parg3o Restante do Camposto

Deste modo, o invento proporciona métodos que compreendem o uso de compostos
que, por-exposicdo a condigbes apropriadas a quebra.de ligagdes, sofrem reacgbes de
quebra de ligagbes que libertam uma porgao molecular de marcador da porgao restante do
composto. Os ditos compostos podem ser descritos em termos da porgdo molecular de
marcador, da MOI (ou'do seu precursor, Ly) e da(s) ligagao(des) labil(eis) que unem os dois
grupos. Alternativamente, estes compostos podem ser 'descritos em termos dos
componentes a partir dos quais s@o formados. Assim, os compostos podem ser descritos
como o produto de reac¢do de um reagente de marcador, de um reagente de linker e de um

reagente de MOI, tal como se segue. ]
O reagente de marcador € constituido por uma “ancora” quimica (Th) e um

componente variavel (Tvc), de tal modo que é atribuida ao reagente de marcador a seguinte

estrutura geral:



Tve-Th

Para ilustrar esta nomenclatura, é feita referéncia a estrutura (iii), que apresenta um
reagente de marcador que ppderé ser usado para preparar o composto com a estrutura (ii).
O reagente de marcador que possui a estrutura (iii) contém um componente variavel do
marcador e uma ancora do marcador, tal como apresentado abaixo:

 Estruture (i)

Na estrutura (i), a ancora do. marcador (-C(=Q)-A) proporciona simplesmente uma
via de reacg¢do do reagente de marcador com o reagente de linker, de modo a formar uma
porgao molecular T-L. O grupo "A” na estrutura (iii) indica que o grupo carboxilo se encontra
num estado quimicamente activo, pelo que se encontra pronto para se ligar a outras
ancoras. "A" podera corresponder, por exemplo, a um grupo hidroxilo ou a um grupo
pentafluorofenoxi, entre muitas outras possibilidades. Existe um grande numero de
possibilidades para as ancoras de marcador que poderao ligar-se a um componente variavel
de marcador, tal como se expde abaixo em detalhe. O componente variavel de marcador
constitui, assim, uma parte de “T" na férmula-T-L-X, e fara igualmente parte da por¢ao
molecular de marcador gue se forma a partir da reacgéo que quebra L.

Tal como se expde igualmente em detalhe abaixo, 0 componente variavel de
marcador € assim denominado porque, na preparagao de conjuntos de compostos que
serdo usados nos métodos do invento, & desejavel que os membros de um conjunto
possuam componentes variaveis individualizados. de modo a‘que 0s membros individuais
possam ser distinguidos entre si através de uma técnica analitica. Como exemplo, o
componente variavel do marcador da estrutura (iii) podera corresponder a um membro do
conjunto que se segue, sendo que os membros do conjunto podem diferenciar-se através

do seu espectro em UV ou do espectro de massa:



Do mesmo modo, o reagente de Imker pode ser descrito em termos das suas
ancoras quimicas (sdo necessarias pelo menos duas, cada uma das quais se pode designar
por Ly), as quais flanqueiam um componente labil do linker, sendo que o componente |abil
do linker consiste na porgéo labil requerida (L%) e em porgdes labeis opcionais (L' e L®), que
as porcées labeis opcionais servem para separar L? das ancoras L, e que a porgdo labil
requerida se destina a proporcionar uma ligagéo labil no seio do componente labil do linker.
Assim, podera considerar-se que o reagente de linker possui a formula geral de:

Lp-L"- L3 L% Ly

A nomenclatura usada para descrever o reagente de linker pode ser ilustrada em

fungao da estrutura (|v) a qual se baseia de novo no composto com a estrutura (ii);

/Em

Tal como ilustra a estrutura (iv), os atomos poderdo possuir mais do que um papel

Estruturd (V)

funCIonaI Assim, na estrutura (iv), o azoto do grupo benzilo funciona como ancora quimica
ao possibilitar a ligagao entre o reagente de linker e o reagente de marcador através de uma
reac¢ao em que se forma uma amida, e postefiormente funciona também como uma parte
necessaria da estrutura da porgao labil L2, uma vez que a ligégéo carbono-azoto do grupo
benzilo & particularmente susceptivel ao corte fotolitico. A estrutura (iv) ilustra igualmente o
facto de que um reagehte de linker podera possuir um grupo L® (neste caso, um grupo
metileno) ainda que ndo possua um grupo L'. Do mesmo modo, os reagentes de linker
poderdo possuir um grupo L' e ndo um grupo L*, ou poderao ter grupos L'e L° ou poderao
ainda nao possuir grupos L' nem L° Na estrutura (iv), a presenga do grupo “P" junto ao
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grupo carbonilo indica que o grupo carbonilo se encontra protegido da reaccido. Dada esta
configuragdo, o grupo carboxilo activado do reagente de marcador (i) podera faciimente
reagir com o grupo amina do reagente de linker (iv) para formar uma ligacdo amida e
originar um composto com a formula T-L-Ly.

O reagente de MOI corresponde a uma forma adequadamente reactiva de uma
molécula de interesse. No caso de a molécula de interesse ser um fragmento de acido
nucleico, um reagente de MOI adequado sera um fragmento de acido nucleico ligado
atraves do seu grupo 5’ hidroxilo a um grupo fosfodiéster e em seguida a uma cadeia de
alquileno que termina num grupo amina. Este grupo amina podera entao reagir com o grupo
carbonilo da estrutura (iv) (apés, como é evidente, se ter procedido a desprotecgio do grupo
carbonilo, e de preferéncia apos activar o grupo carbonilo para a reacgdo com o grupo
amina), para, deste modo, se reunir a MOI ao linker.

Quando examinada por ordem cronoldgica, a preparagdo dos compostos do invento
requer um reagente de marcador (possuindo uma ancora quimica do marcador e um
componente varidavel do marcador), um reagente de linker (possuindo duas ancoras
quimicas do linker, uma porgéao labil requerida e de 0 a 2 porgbes labeis opcionais) e um
reagente de MOI (possuindo um componente de molécula de interesse e uma ancora
quimica da molécula de interesse) para formar a molécula T-L-MOI. Deste modo, para
formar T-L-MOI, tanto se podera fazer reagir inicialmente o reagente de marcador com o
reagente de linker para formar T-L-L, e de seguida fazer reagir o reagente de MOI com a
molécula T-L-L, para formar T-L-MOI, como (com menor grau de preferéncia) fazer reagir
inicialmente o reagente de linker e o reagente de MOI para originar a molécula L,-L-MOI e
de seguida promover a reac¢éo de L,-L-MOI com o reagente marcador para formar T-L-MOL.
Por uma questdo de conveniéncia, os compostos que possuam a formula T-L-MOI serdo
descritos em termos do reagente de marcador, do reagente de linker e do reagente de MOI
que tenham sido utilizados na formagao destes compostos. Evidentemente, os mesmos
compostos com a formula T-L-MOI poderdo ser preparados por meio de outros métodos
(tipicamente, mais laboriosos).

Em qualquer dos casos, o invento prevé que um composto T-L-MOI seja submetido a
condi¢cbes de quebra de ligagées, de modo a que uma porcio molecular de marcador se
liberte da porgao restante do composto. A porcdo molecular de marcador compreenderé'
pelo menos o componente variavel do marcador, e tipicamente incluird ainda alguns ou
todos os atomos da ancora do marcador, alguns ou todos os dtomos da ancora do linker que
foi utilizada para reunir o reagente de marcador ao reagente de linker, a porcdo labil

opcional L' se este grupo estiver presente em T-L-MOI, e podera também conter uma parte
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da porgao labil requerida L? , dependendo da propria estrutura de L2 e da natureza da
reaccao quimica de quebra de ligagées. Por uma questdo de conveniéncia, a porcéo
molecular de marcador podera ser referida como a porcao molecular contendo T, uma vez
que T constituira tipicamente a porgao principal (em termos de massa) da porcao molecular
de marcador.

Apos esta introdugdo aos componentes a usar em associacdo aos métodos do
presente invento, os varios componentes T, L e X serdo descritos em detalhe. Esta
descricao inicia-se com as definicdes de certos termos que serdo doravante utilizados para
descrever T, L e X.

Tal como aqui € usado, o termo “fragmento de acido nucleico” designa uma molécula
que € complementar a uma molécula-alvo de &cido nucleico seleccionada (i.e.,
complementar a toda a molécula ou a uma porgéo desta), e que pode derivar da natureza ou
ser produzida por via sintética ou recombinante, incluindo moléculas gue nao ocorrem na
natureza, e que poderdo encontrar-se sob a forma de cadeia simples ou dupla, segundo
apropriado; o termo inclui um oligonucledtido (DNA ou RNA), um primer, uma sonda, um
analogo de acido nucleico (p.ex., PNA), um oligonucledtido que sofre uma extensdo na
direccdo 5 para 3’ por acgdo de uma polimerase, um acido nucleico que é cortado
guimicamente ou enzimaticamente, um acido nucleico que é terminado por um terminador
didesoxi ou recebe na extremidade 3’ ou 5’ uma cauda de um composto que impede a
polimerizagéo a nivel da extremidade 5 ou 3’, e combinacdes destes elementos. A
complementaridade de um fragmento de acido nucleico para uma molécula-alvo de acido
nucleico seleccionada significa geralmente que o emparelhamento especifico de bases
corresponde no minimo a 70% ao longo de toda a extensdo do fragmento. De preferéncia, o
fragmento de acido nucleico exibe um emparelhamento especifico de bases de pelo menos
80%; e mais preferencialmente de pelo menos cerca de 90%. Os ensaios destinados a
determinar a percentagem de ndo emparelhamento (e, deste modo, a percentagem de
emparelhamento especifico de bases) sdo bem conhecidos da técnica e baseiam-se na
percentagem de ndo emparelhamento como fungdo do Tm por comparagdo com o controlo
que possui um emparelhamento total de bases.

Tal como aqui é usado, o termo “alquilo”, aplicado isoladamente ou em combinacao,
refere-se a um radical de hidrocarboneto saturado de cadeia linear ou ramificada contendo
de entre 1 a 10, de preferéncia de 1 a 6, e mais preferencialmente de 1 a 4 atomos de
carbono. Os exemplos de tais radicais incluem, de modo nao limitativo, os radicais metilo,
etilo, n-propilo, iso-propilo, n-butilo, iso-butilo, sec-butilo, tert-butilo, pentilo, iso-amilo, hexilo,

decilo e semelhantes. O termo “alquileno” refere-se a um di-radical de hidrocarboneto




saturado de cadeia linear ou ramificada contendo de entre 1 a 10, de preferénciade 1 a6, e
mais preferenciaimente de 1 a 4 atomos de carbono. Os exemplos de tais di-radicais
incluem, de modo nao limitativo, os di-radicais metileno, etileno (-CH,-CH,-), propileno e
semelhantes.

O termo “alquenilo”, aplicado isoladamente ou em combinacdo, refere-se a um
radical de hidrocarboneto de cadeia linear ou ramificada que possui pelo menos uma ligacao
dupla carbono-carbono num total de 2 a 10, de preferéncia de 2 a 6, e mais
preferencialmente de 2 a 4 atomos de carbono. Os exemplos de tais radicais incluem, de
forma néo limitativa, os radicais etenilo, E- e Z-propenilo, isopropenilo, E- e Z-butenilo, E- e
Z-isobutenilo, E- e Z-pentenilo, decenilo e semelhantes. O termo “alquenileno” refere-se a
um di-radical de hidrocarboneto de cadeia linear ou ramificada que possui pelo menos uma
ligagdo dupla carbono-carbono num total de 2 a 10, de preferéncia de 2 a 6, e mais
preferencialmente de 2 a 4 atomos de carbono. Os exemplos de tais di-radicais incluem, de
modo nao limitativo, os di-radicais metilideno (=CH,), etilideno (-CH=CH-), propilideno (-CH,-
CH=CH-) e semelhantes.

O termo “alquinilo”, utilizado isoladamente ou em combinacao, refere-se a um radical
de hidrocarboneto de cadeia linear ou ramificada que possui pelo menos uma ligagéo tripla
carbono-carbono num total de 2 a 10, de preferéncia de 2 a 6, e mais preferencialmente de
2 a 4 atomos de carbono. Os exemplos de tais radicais incluem, de modo nao limitativo, os
radicais etinilo (acetilenilo), propinilo (propargilo), butinilo, hexinilo, decinilo e semelhantes. O
termo “alquinileno”, usado isoladamente ou em combinacao, refere-se a um di-radical de
hidrocarboneto de cadeia linear ou ramificada que possui pelo menos uma ligagao tripla
carbono-carbono num total de 2 a 10, de preferéncia de 2 a 6, e mais preferencialmente de
2 a 4 atomos de carbono. Os exemplos de tais di-radicais incluem, de modo n&o limitativo,
os di-radicais etinileno (-C=C-), propinileno (-CH,-C=C-) e semelhantes.

O termo “cicloalquilo”, usado isoladamente ou em combinacédo, refere-se a um
arranjo saturado e ciclico de atomos de carbono compreendendo de entre 3 a 8, e
preferehcialmente de 3 a 6, atomos de carbono. Os exemplos de tais radicais cicloalquilicos
incluem, de forma nao limitativa, os radicais ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo e
semelhantes. O termo “cicloalquileno” refere-se a uma forma di-radical de um cicloalquilo.

O termo “cicloalquenilo”, aplicado isoladamente ou em combinacao, refere-se a um
radical ciclico de carbono contendo de entre 4 a 8, e preferencialmente 5 ou 6, atomos de
carbono e uma ou mais ligagdes duplas. Os exemplos de tais radicais cicloalquenilicos

incluem, de forma n&o limitativa, os radicais ciclopentenilo, ciclohexenilo, ciclopentadienilo e
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semelhantes. O termo ‘“cicloalquenileno” refere-se a. uma forma di-radical de um
cicloalquenilo. '

O termo “arilo” refere-se a um grupo carbociclico (consistindo inteiramente em
carbono e hidrogénio) aromatico, seleccionado a partir do grupo formado pelos radicais
fenilo, naftilo, indenilo, indanilo, azulenilo, fluorenilo e antracenilo; ou a um grupo
heterociclico aromatico seleccionado a partir do grupo formado pelos radicais furilo, tienilo,
piridilo, pirrolilo, oxazolilo, tiazolilo, imidazolilo, pirazolilo, 2-pirazolinilo, pirazolidinilo,
isoxazolilo, isotiazolilo, 1,2,3-oxadiazolilo, 1,2,3-triazolilo, 1,3,4-tiodiazolilo, piridazinilo,
pirimidinilo, pirazinilo, 1,3,5-triazinilo, 1,3,5-tritianilo, indolizinilo, indolilo, isoindolilo, 3H-
indolilo, indolinilo, benzo[b]furanilo, 2,3-dihidrobenzofuranilo, benzo[b]tiofenilo, 1H-indazolilo,
benzimidazolilo, benztiazolilo, purinilo, 4H-quinolizinilo, quinalinilo, isoquinolinilo, cinolinilo,
ftalazinilo, quinazolinilo, quinoxalinilo, 1,8-naftiridinilo,  pteridinilo, carbazolilo, acridinilo,
fenazinilo, fenotiazinilo e fenoxazinilo.

Os grupos “aril’, tal como definido neste pedido de patente, poderdo conter
independentemente de um a quatro substituintes que sdo seleccionados
independentemente a partir do grupo formado por hidrogénio, halogénio, hidroxilo, amino,
nitro, trifluorometil, trifluorometoxi, alquilo, alquenilo, alquinilo, ciano, carboxi, carboalcoxi,
1,2-dioxietileno, alcoxi, alquenoxi ou alquinoxi, alquilamino, alquenilamino, alquinitamino,
acilo aromatico ou alifatico, alcoxi-carbonilamino, alquilsulfonilamino,
morfolinocarbonilamino, tiomorfolinocarbonilamino, N-alquilguanidino, aralquilaminosulfonilo;
aralcoxialquilo; N-aralcoxiureia; N-hidroxilureia; N-alquenilureia; N,N-(alquil hidroxil)ureia;
heterociclilo; arilo tioariloxi-substituido; N,N-(aril,alquil)hidrazino; sulfonilheterociclilo Ar'-
substituido;  heterociclilo  aralquil-substituido; heterociclilo  cicloalquilo-substituido e
cicloalguenilo-substituido; arilo cicloalquil-fundido; alquilo ariloxi-substituido;
heterociclilamino; acilaminocarbonilo alifatico ou aromatico; alquenilo alifatico ou aromatico
acil-substituido; aminocarboniloxi Ar'-substituido; arilo Ar’,Ar'-disubstituido; acilo alifatico ou
aromatico  acil-substituido;  cicloalquilcarbonilalquilo; amino  cicloalquil-substituido;
ariloxicarbonilalquilo; acido ou éster fosforodiamidilico.

“Ar" & um grupo arilo carboxiclico ou heterociclico tal como definido acima, possuindo
de um a trés substituintes seleccionados a partir do grupo constituido por hidrogénio,
haldgénio, hidroxilo, amino, nitro, trifluorometilo, trifluorometoxi, alquilo, alquenilo, alquinilo,
1,2-dioximetileno, 1,2-dioxietileno, alcoxi, alquenoxi, alquinoxi, alquilamino, alquenilamino ou
alquinilamino, .alquilcarboniloxi, acilo alifatico ou aromatico, alquilcarbonilamino,

alcoxicarbonilamino, alquilsulfonilamino, N-alquil-ureia ou N,N-dialquilureia.
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O termo "alcoxi”, usado isoladamente ou em combinacao, refere-se a um radical de
éter de alquilo, tendo o termo “alquilo” sido ja acima definido. Os exemplos de radicais de
éter de alquilo adequados incluem, de modo n3o limitativo, os radicais metoxi, etoxi, n-
propoxi, isso-propoxi, n-butoxi, isso-butoxi, sec-butoxi, tert-butoxi e semelhantes.

O termo “alquenoxi”, utilizado isoladamente ou em combinacido, refere-se a um
radical com a férmula alguenil-O, em que o termo “alquenilo” corresponde a definicio acima,
com a ressalva de que o radical ndo corresponda a um éter de enol. Os exemplos de
radicais alquenoxi adequados incluem, de modo n3o limitativo, os radicais aliloxi, E- e Z-3-
metil-2-propenoxi e semelhantes.

O termo “alquiniloxi”, utilizado isoladamente ou em combinacéo, refere-se a um
radical com a férmula alquinil-O, em que o termo “alquinilo” corresponde a definicao acima,
com a ressalva de que o radical n&o corresponda a um éter de inol. Os exemplos de radicais
alquinoxi adequados incluem, de modo nao limitativo, os radicais propargiloxi, 2-butiniloxi e
semelhantes.

O termo “tioalcoxi” refere-se a um radical de tioéter com a férmula alquil-S-, em que o
alquilo corresponde a definicdo acima apresentada.

O termo “alquilamino”, usado isoladamente ou em combinacido, refere-se a um
radical amino mono- ou di-alquilsubstituido (i.e., um radical com a féormula alquil-NH- ou
(alquil),-N-), em que o termo “alquilo” corresponde a definicdo acima. Os exemplos de
radicais alquilamino adequados incluem, de modo n&o limitativo, os radicais metilamino,
etilamino, propilamino, isopropilamino, t-butilamino, N,N-dietilamino e semelhantes.

O termo “alquenilamino”, aplicado isoladamente ou em combinacdo, refere-se a um
radical com a formula algquenil-NH- ou (alquenil);N-, em que o termo “alquenilo” corresponde
a definicdo acima, com a ressalva de que o radical ndo corresponda a uma enamina. Um
exemplo de tais radicais alquenilamino é dado pelo radical alilamino.

O termo “alquilinamino”, usado isoladamente ou em combinagéo, refere-se a um
radical com a formula alquinil-NH- ou (alquinil);N-, em que o termo “alquinilo” corresponde a
definicdo acima, com a ressalva de que o radical ndo corresponda a uma inamina. Um
exemplo de tais radicais alquinilamino é dado pelo radical propargilamino.

O termo “amida” refere-se a radicais ~N(R’)-C(=0)- ou —-C(=0)-N(R’)-, em que R’ é
aqui definido como incluindo hidrogénio, assim como outros grupos. O termo “amida
substituida” refere-se a situagdo em que R’ ndo € o hidrogénio, enquanto que o termo
“‘amida n&o substituida” se refere a situagdo em que R’ € o hidrogénio.

O termo “ariloxi”, usado isoladamente ou em combinacao, refere-se a um radical de

formula aril-O, em que o aril corresponde a definicdo acima. Os exemplos de radicais ariloxi
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adequados incluem, de modo n&o limitativo, os radicais fenoxi, naftoxi, piridiloxi e
semelhantes.

O termo "arilamino”, aplicado isoladamente ou em combinacao, refere-se a um
radical com a férmula aril-NH-, em que o aril corresponde a definicdo acima. Os exemplos
de radicais arilamino adequados incluem, de modo n&o limitativo, os radicais fenilamino
(anilido), naftilamino, 2-, 3- e 4-piridilamino e semelhantes.

O termo “cicloalquilo aril-fundido”, usado isoladamente ou em combinacao, refere-se
a um radical cicloalquilo que partilha dois atomos adjacentes com um radical arilo, sendo
que os termos “cicloaiquilo” e “arilo” correspondem as definigdes acima apresentadas. Um
exemplo de um radical cicloalquilo aril-fundido ¢ dado pelo radical ciclobutilo benzofundido.

O termo “alquilcarbonilamino”, usado isoladamente ou em combinacgao, refere-se a
um radical com a férmula alquil-CONH, em que o termo “alquilo” corresponde a definicao
acima exposta.

O termo “alcoxicarbonilamino”, usado isoladamente ou em combinacgéo, refere-se a
um radical com a férmula alquil-OCONH-, em que o termo “alquilo” corresponde a definicéo
acima exposta.

O termo “alquilsulfonilamino”, usado isoladamente ou em combinacao, refere-se a
um radical com a férmula alquil-SO,NH-, em que o termo “alquilo” corresponde a definicao
acima exposta.

' O termo “arilsulfonilamino”, usado isoladamente ou em combinacgio, refere-se a um
radical com a férmula aril-SO,NH-, em que o termo “arilo” corresponde a definicdo acima
exposta.

O termo “N-alquilureia”, usado isoladamente ou em combinacao, refere-se a um
radical com a formula alquil-NH-CO-NH-, em que o termo “alquilo” corresponde a definigao
acima exposta.

O termo “N-arilureia”, usado isoladamente ou em combinacéo, refere-se a um radical
com a formula aril-NH-CO-NH-, em que o termo “arilo” corresponde a definicdo acima
exposta.

O termo “halogénio” designa os radicais fluoreto, cloreto, brometo e iodeto.

O termo “radical de hidrocarboneto” refere-se a um arranjo de atomos de carbono e
hidrogénio que necessita apenas de um atomo de hidrogénio para se tornar numa molécula
estavel independente. Assim, um radical de hidrocarboneto possui um local de valéncia
aberta sobre um atomo de carbono, através do qual o radical de hidrocarboneto se pode
ligar a outro(s) atomo(s). Os radicais alquilo, alquenilo, cicloalquilo, etc., constituem

exemplos de radicais de hidrocarboneto.




O termo “di-radical de hidrocarboneto” refere-se a um arranjo de atomos de carbono
e hidrogénio que necessita de dois atomos de hidrogénio para se tornar numa molécula
estavel independente. Assim, um di-radical de hidrocarboneto possui dois locais de valéncia
aberta sobre um ou dois atomos de carbono, através do qual o di-radical de hidrocarboneto
se pode ligar a outro(s) atomo(s). Os radicais alquileno, alquenileno, alquinileno,
cicloalquileno, etc., constituem exemplos de di-radicais de hidrocarboneto.

O termo “hidrocarbilo” refere-se a qualquer arranjo estavel constituido inteiramente
por carbono e hidrogénio e com um sé local de valéncia através do qual se liga a outra
por¢cao molecular, incluindo, desta forma, radicais conhecidos como alquilo, alquenilo,
alquinilo, cicloalquilo, cicloalquenilo, arilo (sem incorporacdo de heteroatomos no anel de
arilo), arilalquilo, alquilarilo e semelhantes. “Radical de hidrocarboneto” constitui outro nome
para hidrocarbilo.

O termo “hidrocarbileno” refere-se a qualquer arranjo estavel constituido inteiramente
por carbono e hidrogénio e com dois locais de valéncia através do qual se liga a outras
porgcdes moleculares, incluindo, desta forma, os radicais alquileno, alquenileno, alquinileno,
cicloalquileno, cicloalquenileno, arileno (sem incorporacdo de heteroatomos no anel de
arileno), arilalquileno, alquilarileno e semelhantes. “Di-radical de hidrocarboneto” constitui
outro nome para hidrocarbileno.

O termo “hidrocarbil-O-hidrocarbileno” refere-se a um grupo hidrocarbilo ligado a um
atomo de oxigenio, em que o atomo de oxigénio se encontra igualmente ligado a um grupo
hidrocarbileno a nivel de um dos dois locais de valéncia através dos quais o grupo
hidrocarbileno se liga a outras por¢cdes moleculares. Os termos “hidrocarbil-S-
hidrocarbileno”, “hidrocarbil-NH-hidrocarbileno” e “hidrocarbil-amida-hidrocarbileno” tém
significados equivalentes, sendo o oxigénio substituido por enxofre, -NH- ou um grupo
amida, respectivamente.

O termo N-(hidrocarbil)hidrocarbileno refere-se a um grupo hidrocarbileno em que um
dos dois locais de valéncia se encontra ligado a um atomo de azoto, estando este atomo de
azoto simultaneamente ligado a um hidrogénio e a um grupo hidrocarbilo. O termo N,N-
di(hidrocarbil)hidrocarbileno refere-se a um grupo de hidrocarbileno em que um dos dois
locais de valéncia se encontra ligado a um atomo de azoto, estando este atomo de azoto
simultaneamente ligado a dois grupos hidrocarbilo.

O termo “hidrocarbilacil-hidrocarbileno” refere-se a um grupo hidrocarbilo ligado
através de um grupo acilo (-C(=0)-) a um de dois locais de valéncia de um grupo

hidrocarbileno.



Os termos “heterociclilhidrocarbilo” e “heterociclilo” referem-se a um arranjo ciclico
estavel de atomos que inclui atomos de carbono e até quatro &tomos (designados por
heteroatomos) de oxigénio, azoto, fésforo ou enxofre. O arranjo ciclico podera encontrar-se
sob a forma de um anel monociclico de 3-7 atomos, ou de um anel biciclico de 8-11 atomos.
Os anéis poderdo ser saturados ou insaturados (incluindo anéis aromaticos), e
opcionalmente poderdo ser benzofundidos. Os atomos de azoto e enxofre presentes no anel
poderao encontrar-se sob qualquer forma oxidada, incluindo a forma quaternaria do azoto.
Podera existir uma ligagdo entre um heterociclilhidrocarbilo e qualquer carbono, ou
heteroatomo, endociclico que resulte na criacdo de uma estrutura estavel. Os
heterociclilhidrocarbilos preferidos incluem heterociclos monociclicos de 5-7 membros
contendo um ou dois heteroatomos de azoto.

O termo “heterociclilhidrocarbilo substituido” refere-se a um heterociclilhidrocarbilo tal
como acima definido, em que pelo menos um atomo do anel se encontra ligado a um
substituinte indicado que se prolonga para fora do anel.

Em referéncia a grupos hidrocarbilo e hidrocarbileno, o termo “derivados de qualquer
das moléculas seguintes em que ocorre a substituicdo de um ou mais hidrogénios por igual
numero de atomos de fllior" refere-se a moléculas que contém atomos de carbono,
hidrogénio e fluor mas ndo contém nenhum outro atomo.

O termo “éster activado” designa um éster contendo um “grupo de partida” que é
facilmente deslocado por um nucledfilo, tal como uma amina, um alcool ou um tiol. Tais
grupos de partida sdo bem conhecidos e incluem, de modo nZo limitativo, N-
hidroxisuccinimida, N-hidroxibenzotriazol, halogénios (haletos), grupos alcoxi, incluindo
tetrafluorofenolatos, grupos tioalcoxi e semelhantes. O termo “éster protegido” refere-se a
um grupo éster que se encontra oculto ou se mostra de outra forma néo reactivo. Ver, p.ex.,
Greene, “Protecting Groups In Organic Solutions”.

Tendo em consideragdo as definicdes acima, outros termos quimicos que serdo
usados ao longo deste pedido de patente poderdo ser faciimente compreendidos pelos
peritos na técnica. Os termos poderdo ser usados isoladamente ou em qualquer
combinagao pretendida. As extensdes preferidas e mais preferidas para as cadeias dos

radicais aplicam-se a todas estas combinacbes.

A. CRIACAO DE FRAGMENTOS DE ACIDO NUCLEICO MARCADOS

Tal como assinalado acima, um dos aspectos do presente invento fornece um

esquema geral para a sequenciacdo de DNA que permite o uso de mais do que 16

marcadores em cada carreira; com uma detecgdo continua, os marcadores poderdo ser
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detectados e a sequéncia lida a medida que ocorre a separacéo por dimensdes, tal como
acontece com a sequenciagdo convencional baseada em florescéncia. Este esquema é
aplicavel a qualquer uma das técnicas de sequenciacdo de DNA que se baseiam na
separacao por dimensdes das moléculas marcadas. S4o abaixo expostos em maior detalhe
marcadores e linkers apropriados para utilizagdo com o presente invento, assim como

métodos para a sequenciacéo de acidos nucleicos.

1. Marcadores

O termo “marcador”, tal como aqui é usado, refere-se genericamente a uma
especie quimica que € usada para identificar de modo individual uma “molécula de
interesse”, e refere-se mais especificamente ao componente variavel do marcador, assim
como a qualquer parcela do reagente de marcador, do componente de marcador ou da
por¢cdo molecular do marcador que possa estar estreitamente ligada a este componente
variavel.

Um marcador util no ambito do presente invento possui diversos atributos:

1) Tem a capacidade de se distinguir de todos os outros marcadores. Esta
discriminagdo a partir de outras espécies quimicas poderd basear-se no comportamento
cromatografico do marcador (particularmente apds a reaccdo de corte de ligagdes), nas
suas propriedades espectroscdpicas ou potenciométricas ou numa combinacdo destes
factores. Os métodos espectroscopicos através dos quais se podem distinguir os
marcadores incluem a espectroscopia de massa (MS), de infravermelhos (IR), de ultravioleta
(UV) e de fluorescéncia, sendo o MS, o IR e 0 UV os métodos espectroscopicos preferidos e
o MS o mais preferido. A amperometria potenciométrica constitui um método
potenciométrico preferido.

2) O marcador tem a capacidade de ser detectado quando se encontra
presente em concentracdes de 102 a 10" mole.

3) O marcador possui uma ancora quimica através da qual se pode ligar a
MOI que se pretende que seja identificada de modo individual pelo marcador. A ligacao
podera ser estabelecida directamente entre o marcador e a MOI, ou indirectamente através
de um grupo de “linker”.

4) O marcador é quimicamente estavel face a todas as manipulacdes a que é
submetido, incluindo as reacgdes de ligagdo a MOl e de separagdo desta, mantendo-se
igualmente estavel face a quaisquer manipulacdes da MOI enquanto a esta se mantém

ligado.
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5) O marcador ndo interfere de modo significativo com as manipulagbes da
MOI enquanto se mantém ligado a esta. Por exemplo, se 0 marcador estiver ligado a um
oligonucledtido, o marcador nao interferirda de modo significativo com quaisquer reaégées de
hibridizagdo ou enzimaticas (p.ex., reac¢des de sequenciacdo por PCR) que sejam
realizadas sobre o oligonucledtido. De forma similar, se o marcador se encontrar ligado a um:
anticorpo, nao interferira de modo significativo com o reconhecimento do antigénio por parte
do anticorpo.

Uma porgao molecular de marcador que se destine a ser detectada através
de um dado método espectrométrico ou potenciométrico devera possuir propriedades que
aumentem a sensibilidade e a especificidade de deteccdo através desse método.
Tipicamente, a porcdo molecular de marcador possuira estas propriedades porque estas
fizeram parte da concepgdo do componente variavel do marcador, o qual constitui
tipicamente a parte principal da porgéo molecular de marcador. Na exposicdo que se segue,
0 uso da palavra “marcador” refere-se tipicamente a por¢do molecular de marcador (i.e., o
produto de quebra de ligagdes que contém o componente variavel do marcador); no entanto,
este termo pode também considerar-se como designando o proprio componente variavel do
marcador, uma vez que esta parte da por¢gdo molecular de marcador é tipicamente
responsavel pelas propriedades de detectabilidade individualizada. Nos compostos com a
formula T-L-X, a porgao “T” contém o componente variavel de marcador. Nos casos em que
o componente variavel de marcador foi concebido para ser caracterizado por, p.ex,
espectrometria de massa, a porgdo “T” da T-L-X podera ser designado por TS, Do mesmo
modo, o produto da quebra de ligagdes de T-L-X que contém T podera ser designado por
porcdo molecular que contém TS, Poderdo utilizar-se os métodos espectroscopicos e

potenciométricos que se seguem para caracterizar as porgdes moleculares que contém TS,

a. Caracteristicas dos Marcadores MS

Quando um marcador & analisavel por espectrometria de massa (i.e., € um
marcador legivel por MS, aqui também designado por marcador MS ou “porcdo molecular
contendo TV®”), a caracteristica principal deste marcador é a de que pode ser ionizado.
Deste modo, constitui um elemento preferido na concepcdo de marcadores legiveis por MS
a incorporagao nestes de uma funcionalidade quimica que podera exibir uma carga positiva
ou negativa sob condi¢cdes de ionizagdo no MS. Esta caracteristica proporciona a melhoria
da eficiéencia de formagdo de iées e uma maior sensibilidade global de deteccgéo,
particularmente na ionizagéo por electrospray. A funcionalidade quimica que suporta uma

carga ionizada podera derivar de TV, ou de L, ou de ambos. Os factores que poderao
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aumentar a sensibilidade relativa de um analito que se destina a detecgdo por
espectrometria de massa s&o expostos em, p.ex., Sunner,' J. et al., Anal. Chem. 60:1300-
1307 (1988).

Uma funcionalidade preferida para facilitar a produgao de uma carga negativa
& um acido organico, tal como hidroxifenol, acido carboxilico, fosfonato, fosfato, tetrazol,
sulfonilureia, perfluorodlcool e acido sulfénico.

As funcionalidades preferidas para facilitar a produgao de uma carga positiva
sio as aminas alifaticas ou aromaticas. Os exemplos de grupos funcionais de aminas que
proporcionam uma melhoria da detectabilidade dos marcadores MS incluem aminas
quaternarias (i.e., aminas que possuem quatro ligagdes, cada uma a atomos de carbono; ver
Aebersold, Patente dos E.U.A. n® 5.240.859) e aminas terciarias (i.e., aminas que possuem
trés ligagdes, cada uma a atomos de carbono, o que inclui grupos C=N-C tais como 0s
presentes na piridina; ver Hess et al.. Anal. Biochem. 224:373, 1895, Bures et al, Anal.
Biochem. 224:364, 1995). As aminas terciarias bloqueadas séo particularmente preferldas
As aminas terciarias e quaternarias poderao ser constituidas por grupos alquilo ou arilo.
Uma porgéo molecular contendo T™S tera de conter pelo menos uma espécie ionizavel, mas
podera possuir mals do que uma espécie ionizavel. O estado de carga preferido é o de uma
so espécie ionizada por marcador. Do mesmo modo, ¢ preferido que cada porgado molecular
contendo TS (e cada componente variavel dov'_marcador) contenha apenas um grupo de

amina bloqueada ou de acido organico.
Os radicais adequados contendo aminas que poderdo fazer parte da porgao

molecular contendo T""S incluem os seguintes elementos:
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A identificacado de um marcador por espectrometria de massa baseia-se
preferencialmente na sua razao de massa molecular/carga (m/z). O intervalo preferido de
massas moleculares dos marcadores MS corresponde a cerca de 100 a 2.000 daltons, e de
preferéncia a porgao molecular contendo TS possui uma massa de pelo menos cerca de
250 daltons, mais preferencialmente pelo menos cerca de 300 daltons, e ainda mais
preferencialmente pelo menos cerca de 350 daltons. E geralmente dificil, com os
espectrometros de massa, distinguir entre porgdes moleculares que possuam ibes-méae com
massas abaixo de cerca de 200-250 daltons (dependendo do instrumento usado), e deste
modo as porgdes moleculares contendo TVS deste invento exibem massas superiores as
deste intervalo.

Tal como se explica acima, a porgado molecular contendo TMS podera conter
atomos diferentes dos presentes no componente variavel de marcador, e até do que 0s
presentes no proprio TVS. Assim, a massa do T™S podera ser inferior a cerca de 250 daltons,
desde que a a porgao molecular contendo T™S possua uma massa de pelo menos cerca de
250 daltons. Assim, a massa do TS podera variar desde 15' (i.e., um radical metilo) ate
cerca de 10.000 daltons, de preferéncia de 100 a cerca de 5.000 daltons, e mais
preferencialmente de cerca de 200 a cerca de 1.000 daltons.

E relativamente dificil distinguir marcadores por espectrometria de massa
quando estes marcadores incorporam atomos due possuem mais do que um jsétopo em
abundancia significativa. Assim, 0s grupos T preferidos que se destinam a determinagéo por
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espectroscopia de massa (grupos T™S) contém carbono, pelo menos um atomo de
hidrogénio e fluor, e atomos opcionais seleccionados a partir do grupo consistindo em
oxigénio, azoto, enxofre, fosforo e iodo. Se bem que possam estar presentes outros atomos
no TV, a sua presenca podera dificultar a andlise dos dados do espectro de massa. De
preferéncia, os grupos TS possuirdo apenas atomos de carbono, azoto e oxigénio, para
além de hidrogénio e/ou fluor.

O fltor constitui um atomo opcional, se bem que preferido, para inclusdo num
grupo TS Em comparag@o com o hidrogénio, o fllior &, evidentemente, muito mais pesado.
Assim, a presenca de atomos de fllor em lugar de atomos de hidrogénio leva a grupos ™S
de massas superiores, permitindo assim que o grupo TS atinja e exceda uma massa de 250
daltons, o que esta conforme o pretendido, tal como se explicou acima. Para além disto, a
su'bstituigéo de hidrogénio por flior confere uma maior volatilidade a por¢do molecular
contendo T™° e uma maior volatilidade do analito aumenta a sensibilidade quando a
espectrometria de massa é usada como método de detecgao.

A formula molecular de T encontra-se no intervalo de Ci.500No-100Q0-100S0-
10Po10H.Fpls, em que asomade o, Bedé suficiente para satisfazer as valéncias de outro
modo nao satisfeitas dos atomos de C, N, O, S e P. A designacdo C1.500No.10000.10080-10Po-
wH.Fpls significa que TS contém pelo menos um atomo de carbono, e poderd conter
qualquer numero destes atomos dentro do intervalo de 1 a 500, para além de conter
opcionalmente um numero de atomos de azoto de até 100 (‘No-* significa que TV nao
necessita de conter quaisquer atomos de azoto), até 100 atomos de O, até 10 atomos de
enxofre e até 10 atomos de fosforo. Os simbolos «, B e & representam o numero de atomos
de hidrogénio, fluor e iodo presentes em TS, sendo que qualquer conjunto de dois destes
numeros podera corresponder a zero e que a soma destes nimeros equivale ao total das
valéncias de outro modo nao satisfeitas dos atomos de C, N, O, S e P. De preferéncia, ™S
possui uma formula molecular que se encontra no ambito da féormula C1.50No.1000.10HaFp, €M
que a soma de o e [ equivale ao nimero de atomos de hidrogénio e fiuor, respectivamente,

que se encontram presentes na porgdo molecular.

b. Caracteristicas dos Marcadores IR

Existem duas formas primarias de deteccdo por IR de grupos quimicos
organicos: IR de deslocamento Raman e IR de absorg¢do. Os espectros IR de deslocamento
Raman e os espectros IR de absorgdo constituem métodos espectroscopicos
complementares. Em geral, a excitacdo de Raman depende das alteragbes da

polarizabilidade das ligagdes, enquanto que a absorgdo em IR depende das alteragbes do
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momento dipolar das Iigag;ées. As linhas fracas de absorcéo em IR tornam-se linhas Raman
fortes, e vice-versa. O numero de onda é a unidade caracteristica dos espectros IR. Existem
3 regides espectrais para os marcadores IR que possuem aplicagées distintas: IR proximo,
" de 12500 a 4000 cm™, IR médio, de 4000 a 600 cm™, e IR afastado, de 600 a 30 cm™". Para
os Usos aqui descritos, em que se pretende que um composto sirva como marcador para
identificagdo de uma MOI, sonda ou primer, as regibes médias do espectro sdo as
preferidas. Por exemplo, o alongamento carbonilico (1850 a 1750 cm™) seria medido para os
acidos carboxilicos, para os ésteres e amidas carboxilicos e para os carbonatos,
carbamatos e cetonas alquilicos e arilicos. A deformacgao N-H (1750 a 160 cm™) seria usada
para identificar as aminas, os ides de amoénio e as amidas. No intervalo de 1400 a 1250 cm’
' a deformacdo R-OH é detectada juntamente com o alongamento C-N nas amidas. Os
padrées de substituicdo aromatica sdo detectados no intervalo de 900 a 690 cm’”
(deformagao C-H, deformagéo N-H para ArNH2). As ligagdes C-H saturadas, as olefinas, os
anéis aromaticos, ligacées duplas e triplas, ésteres, acetais, cetais, sais de amonio,
compostos N-O tais como as oximas, compostos nitro, N-dxidos e nitratos, os compostos
azo, as hidrazonas, quinonas, acidos carboxilicos, amidas e lactams possuem dados de
correlagdo vibracional em infravermelhos (ver Pretsch et al, Spectral Data for Structure
Determination of Organic Compounds, Springer-Verlag, Nova lorque, 1989). Os compostos
preferidos incluiriam um nitrilo aromatico que exibe uma vibragdo de alongamento muito
forte no intervalo de 2230 a 2210 cm™. Outros tipos de compostos Uteis sdo os alquinos
aromaticos, os quais apresentam uma forte vibragdo de alongamento que da origem a uma
forte banda de absorcao entre 2140 e 2100 cm™. Um terceiro tipo de composto preferido
cofresponde as tiazidas aromaticas, que exibem uma banda intensa de absorg¢ao na regido
de 2160 a 2120 cm™. Os tiocianatos constituem elementos representativos dos compostos

que exibem uma forte absorgédo na regiao de 2275 a 2263 cm™.

c. Caracteristicas dos Marcadores UV

Scott (Interpretation of the UV Spectra of Natural Products, Pergamon Press,
Nova lorque, 1962) apresenta uma compilagdo dos tipos croméforos organicos e das suas
respectivas propriedades em UV-visivel. Um croméforo € um atomo, ou grupo de atomos ou
electrées, que é responsavel pela absorgdo de luz. Existem regras empiricas para o0s
maximos de n para 7* em sistemas conjugados (ver Pretsch et al., Spectral Data for
Structure Determination of Organic Compounds, p.B65 e B70, Springer-Verlag, Nova lorque,
1989). Os compostos preferidos (com sistemas conjugados) possuiriam transi¢cées de n para

n* e de n para n*. Como exemplos de tais compostos encontram-se o Violeta Acido 7,
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Laranja de Acridina, Amarelo de Acridina G, Azul Brilhante G, Vermelho do Congo, Cristal
Violeta, oxalato de Verde Malaquita, Amarelo de Metanilo, Azul de Metileno, Laranja de
Metilo, Violeta de Metilo B, Verde de Naftol B, Azul de Oleo N, Vermelho de Oleo O, 4-
fenilazofenol, Safranie O, Verde de Solvente 3 e Laranja do Sudao G, sendo que todos
estes compostos se encontram disponiveis no mercado (Aldrich, Milwaukee, WI). Outros
compostos adequados encontram-se listados em, p.ex., Jane, |., et al., J. Chrom. 323:191-

225 (1985).

d. Caracteristicas de um Marcador Fluorescente

As sondas fluorescentes sdo identificadas e quantificadas directamente
através dos seus comprimentos de onda e intensidades de absorgdo e de emissao de
fluorescéncia. Os espectros de emisséo (fluorescéncia e fosforescéncia) sdo muito mais
sensiveis e permitem medicdes mais especificas do que os espectros de absorcao. Outras
caracteristicas fotofisicas, tais como o tempo de vida em estado excitado e a anisotropia de
fluorescéncia, sdo menos utilizadas. Os parametros de intensidade de maior utilidade geral
s30 o coeficiente de extingdo molar (g) para a absorgéo e o rendimento quéntico (QY) para a
fluorescéncia. O valor de’s é especificado para um s6 comprimento de onda (que
corresponde geralmente ao maximo de absorcdo da sonda), enquanto que o QY constitui
uma medida da emissdo total de fotées ao longo de todo o perﬂl do espectro de
fluorescéncia. E geralmente utilizada uma banda 6ptica estreita (< 20 nm) para a excitagao
da fluorescéncia (para a absor¢do), enquanto que a largura de banda para a detecgao da
fluorescéncia € muito mais variavel, abrangendo desde a totalidade do espectro, para
garantir uma sensibilidade maxima, até uma banda estreita (~20 nm), para obter uma
resolugdo maxima. A intensidade de fluorescéncia por molécula de sonda é proporcional ao
produto de £ e QY. O intervalo abrangido por estes parametros, entre os fluoréforos de
importancia pratica, & de aproximadamente 10.000 a 100.000 cm'M-1 parae e de 0,1 a2 1,0
para QY. Como compostos que podem funcionar como marcadores fluorescentes
encontram-se os seguintes: fluoresceina, rodamina, azul Lambda 470, verde Lambda,
vermelho Lambda 664, vermelho Lambda 665, laranja de acridina e iodeto de propidio, os
quais sdo comercializados pela Lambda Fluorescence Co. (Pleasant Gap, PA). Os
compostos fluorescentes vermelho-nilo, vermelho Texas, lissamine™ e BODIPY™ podem

ser adquiridos @ empresa Molecular Probes (Eugene, OR).




e. Caracteristicas dos Marcadores Potenciométricos

O principio da deteccdo electroquimica (ECD) baseia-se na oxidagdo ou
reducdo de compostos, sendo que ao aplicar certas voltagens estes compostos se
comportam como dadores ou aceitadores de electrées, produzindo-se desta forma uma
corrente que pode ser medida. Quando certos compostos sdo submetidos a uma diferenca
de potencial, as moléculas sofrem um rearranjo molecular a nivel da superficie de trabalho
dos eléctrodos, verificando-se uma perda (oxidagdo) ou ganho (reducdo) de electrbes; tais
compostos s&o designados por electronicos e sofrem reaccbes electroquimicas. Os
detectores electroquimicos aplicam uma voltagem sobre a superficie de um eléctrodo pela
qual passa o fluxo do eluente de uma HPLC. Os compostos electroactivos que s&o eluidos a
partir da coluna poderdo doar electrdes (oxidando-se) ou adquirir electrées (reduzindo-se),
gerando um pico de corrente em tempo real. E importante notar que a quantidade de
corrente gerada depende tanto da concentragdo do analito como da voltagem aplicada,
sendo que cada composto possui uma voltagem especifica a partir da qual se inicia a sua
reducdo ou oxidacdo. O detector electroquimico actualmente mais popular € o detector
amperomeétrico, em que o potencial se mantém constante e € medida a corrente produzida a
partir da reaccdo electroquimica. Este tipo de espectrometria € designado por
“amperometria potenciostatica”. Estes amperéometros sdo comercializados pela empresa
ESA, Inc., Chelmford, MA.

Quando a eficiéncia de deteccdo corresponde a 100%, os detectores
especializados s3o designados por “coulométricos”. Os detectores coulométricos
apresentam diversas vantagens praticas a nivel de selectividade e sensibilidade, vantagens
essas que tornam Util a utilizagao destes tipos de detectores num conjunto. Nos detectores
coulométricos, para uma dada concentragdo de analito, a corrente de sinal é representada
em gréfiéo como uma funcéo do potencial aplicado ao eléctrodo de trabalho (voltagem). O
grafico sigmoidal resultante é designado por curva de corrente-voltagem, ou voltamagrama
hidrodinamico (HDV). O HDV permite fazer a melhor escolha do potencial a aplicar ao
eléctrodo de trabalho de modo a obter a maximizagdo do sinal observado. Uma grande
vantagem do HDV consiste na sua sensibilidade inerente, obtendo-se niveis de deteccao na
gama subfemtomolar.

Existem numerosas substancias quimicas e compostos que apresentam actividade
electroquimica, incluindo muitas substancias bioquimicas, produtos farmacéuticos e
pesticidas. Os compostos co-eluidos por cromatografia podem ser resolvidos de modo
eficaz mesmo que oé seus potenciais de semi-onda (o potencial correspondente a metade

do maximo de sinal) difiram em apenas 30-60 mV.
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Os sensores coulométricos recentemente desenvolvidos  proporcionam
selectividade, identificacdo e resolugdo de compostos co-eluidos quando sdo utilizados
como detectores em separagdes por cromatografia liquida. Deste modo, este conjunto de
detectores adiciona um outro conjunto de separagdes que sdo realizadas pelo proprio
detector. Os instrumentos actuais possuem 16 canais que em principio s&o limitados apenas
pela velocidade a que se da a aquisi¢cdo de dados. O numero de compostos que podem ser
resolvidos no conjunto electroquimico é cromatograficamente limitado (i.e., limitado pelas
contagens por placa). No entanto, se um ou mais compostos cromatograficamente co-
. eluidos possuirem uma diferenca de potenciais de semi-onda de 30-60 mV, o conjunto tem
a capacidade de distinguir os compostos. A actividade electroquimica exibida por um
composto depende da existéncia de um grupo electroquimicamente activo neste composto
(i.e., -OH, -O, -N, -S).

Os compostos que foram detectados com sucesso através do uso de detectores
coulométricos incluem a  5-hidroxitriptamina, 3-rhetoxi-4-hidroxifenilglicol, acido
homogentisico, dopamina, metanefrina, 3-hidroxiquinurenina,  acetaminofeno,  3-
hidroxitriptofol, acido 5-hidroxi-indolacético, acido octanosulfénico, fenol, o-cresol, pirogalhol,
2-nitrofenol,  4-nitrofenol,  2,4-dinitrofenol,  4,6-dinitrocresol, 3-metil-2-nitrofenol, 2,4-
diclorofenol, 2,6-diclorofenol, 2,4,5-triclorofenol, 4-cloro-3-metilfenol, 5-metilfenol, 4-metil-2-
nitrofenol, 2-hidroxianilina, 4-hidroxianilina, 1,2-fenilenodiamina, benzocatequina, buturon,
clortoluron, diuron, isoproturon, linuron, metobromuron, metoxuron, monolinuron, monuron,
metionina, triptofano, tirosina, acido 4-aminobenzdico, acido 4-hidroxibenzoico, acido 4-
hidroxicumarico, - 7-metoxicumarina, apigenina, baicaleina, acido cafeico, catequina,
centaureina, acido clorogénico, daidzeina, datiscetina, diosmetina, galhato de epicatequina,
epigalhocatequina, galhato de epigalhocatequina, eugenol, eupatorina, acido ferdlico,
fisetina, galangina, acido galhico, gardenir;a, genisteina, acido gentisico, hesperidina,
irigenina, kaemferol, leucocianidina, luteolina, mangostina, morina, miricetina, naringina,
narirutina, pelargondina, peonidina, floretina, pratenseina, acido protocatecuico, ramnetina,
quercetina, = sakuranetina, escutelareina, escopoletina, siringaldeido, acido siringico,
tangeritina, troxerutina, umbeliferona, acido vanilico, 1,3-dimetiltetrahidroisoquinolina, 6-
hidroxidopamina, r-salsolinol, N-metil-r-salsolinol, tetrahidroisoquinolina, amitriptilina,
apomorfina, capsaicina, clordiazepdxido, clorpromazina, daunorubicina, desipramina,
doxepina, fluoxetina, flurazepam, imipramina, isoprotenerol, metoxamina, morfina, morfina-3-
glucuronido, nortriptilina, oxazepam, fenilefrina, trimipramina, acido ascorbico, N-
acetilserotonina, 3,4-dihidroxibenzilamina, acido 3,4-dihidroximandélico (DOMA), acido 3,4-
dihidroxifenilacético (DOPAC), 3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA), 3,4-dihidroxifenilglicol
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(DHPG), acido 3-hidroxiantranilico, acido 2-hidroxifenilacético (2HPAC), acido 4-
hidroxibenzdico (4HBAC), acido 5-hidroxiindol-3-acético (5-HIAA), 3-hidroxiquinurenina,
acido 3-hidroximandélico, 3-hidroxi-4-metoxifeniletiiamina, acido 4-hidroxifenilacético
(4HPAC), acido 4-hidroxifenil-lactico (4HPLA), 5-hidroxitriptofano (SHTP), 5-hidroxitriptofol
(5SHTOL), 5-hidroxitriptamina (5HT), sulfato de 5-hidroxitriptamina, 3-metoxi-4-
hidroxifenilglicol (MHPG), 5-metoxitriptamina, 5-metokitriptofano, 5-metoxitriptofol, 3-
metoxitiramina (3MT), 3-metoxitifosina (3-OM-DOPA), 5-metilcisteina, 3-metilguanina,
bufotenina, dopamina, dopamina-3-glucuronido, dopamina-3-sulfato, dopamina-4-sulfato,
epinefrina, epinina, acido folico, glutationa (reduzida), guanina, guanosina, acido
homogentisico (HGA), acido homovanilico (HVA), délcool homovanililico (HVOL), acido
homoveratico, sulfato de HVA, hipoxantina, indol, acido indol-3-acético, acido indol-3-lactico,
guinurenina, melatonina, metanefrina, N-metiltriptamina, N-metiltiramina, N,N-
dimetiltriptamina, N,N-dimetiltiramina, norepinefrina, normetanefrina, octopamina, piridoxal,
fosfato de piridoxal, piridoxamina, sinefrina, triptofol, triptamina, tiramina, acido urico, acido
vanilmandélico (VMA), xantina e xantosina. Encontram-se listados outros compostos
adequados em, p.ex., Jane, |., et al., J. Chrom. 323:191-225 (1985) e Musch, G., et al, J.
Chrom. 348:97-110 (1985). Estes compostos poderao ser incorporados em compostos com
a formula T-L-X recorrendo a métodos conhecidos da técnica. Por exemplo, os compostos
que contenham um grupo de acido carboxilico poderdo ser colocados em reacgao com uma
amina, hidroxilo, etc., para formar ligagcdes amida, éster e outras entre T e L.

Para além das propriedades acima expostas, e independentemente do método de
deteccdo pretendido, prefere-se que o marcador possua uma estrutura quimica modular.
Esta estrutura facilita a construcdo de grandes quantidades de marcadores estruturalmente
relacionados por meio de técnicas de quimica combinatorial. Por exemplo, € desejado que o
grupo TS possua diversas propriedades. Sera de desejar que ™S possua um grupo
funcional que suporte um Unico estado ionizado de carga quando a porgdo molecular
contendo TV for submetida a espectrometria de massa (mais simplesmente, este sera um
grupo “‘de melhoria da sensibilidade da _espectrometria de massa’, ou MSSE).
Adicionalmente, é desejado que o grupo T" constitua um dos membros de uma familia de
porcdes moleculares contendo TV em que cada membro da familia possui uma razéo
massa/carga diferente mas todos apresentam aproximadamente a mesma sensibilidade no
espectrémetro de massa. Assim, é desejado que todos os membros da familia tenham o
mesmo MSSE. Para possibilitar a criacdo de familias de compostos, verificou-se ser

conveniente a criacdo de reagentes de marcador através de um esquema de sintese
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modular, de tal modo que os proprios componentes do marcador se possam considerar
compostos por médulos.
Numa abordagem modular preferida a estrutura do grupo TV | T apresenta a

formula
Tz'(‘J'TS)n‘

em que T?é uma porgdo molecular orgénica formada a partir de carbono e um ou
mais atomos de hidrogénio, fluor, iodo, oxigénio, azoto, enxofre e fosforo, possuindo uma
massa contida no intervalo de 15 a 500 daltons; T° & uma porgdo molecular organica
formada a partir de carbono e um ou mais atomos de hidrogénio, fllor, iodo, oxigénio, azoto,
enxofre e fosforo, possuindo uma massa contida no intervalo de 50 a 1000 daltons; J € uma
ligacado directa ou um grupo funcional como um grupo amida, ester, amina, sulfureto, éter,
tioéster, dissulfureto, tioéter, ureia, tioureia, carbamato, tiocarbamato, base de Schiff, base
de Schiff reduzida, imina, oxima, hidrazona, fosfato, fosfonato, fosforamida, fosfonamida,

* sulfonato, sulfonamida ou uma ligacao carbono-carbono; e n € um indice que varia entre 1 e
50, de tal modo que, quando n € superior a 1, cada um dos elementos T®e J é seleccionado
independentemente.

A estrutura modular T?(J-T%),- proporciona uma entrada conveniente para as
familias de compostos T-L-X, em que cada membro da familia possui um grupo T diferente.
Por exemplo, quando T corresponde a TV® e todos os membros da familia tém o mesmo
MSSE, tal como desejado, um dos grupos T° podera fornecer esta estrutura MSSE. De
modo a tornar possivel a variabilidade entre os membros de uma familia no que diz respeito
a massa de T"® | o grupo T? podera variar entre os membros da familia. Por exemplo, um
membro da familia podera ter T2 = metilo enquanto outro tem T2 = etilo e outro ainda tem T?=
propilo, etc.

Para proporcionar saltos grandes, ou “grosseiros” de massa, podera ser concebido
um grupo T° que adicione uma quantidade significativa de unidades de massa (p.ex., uma
centena ou varias centenas) aA T-L-X. Um tal grupo T® podera ser designado como grupo
ajustador do peso molecular (“WRA"). Um WRA torna-se bastante util se se estiver a
trabalhar com um s6 conjunto de grupos T?, que possuem massas inseridas num intervalo
limitado. Podera ser usado um sé conjunto de grupos T? para criar grupos TS possuam um
vasto intervalo de massas incorporando simplesmente um ou mais grupos T°> WRA no TMS.
Assim, usando um exemplo simples, se um conjunto de grupos T proporcionar um intervalo
de massas de 250-340 daltons ao TS, se for feita a adicdo de um s6 WRA que tenha, por

exemplo, uma massa de 100 daltons, este grupo (que funcionara como T°) proporcionara o



T

P

acesso ao intervalo de massas de 350-440 daltons ao ser utilizado o mesmo conjunto de
grupos T2. Do mesmo modo, a adicdo de dois grupos WRA com 100 daltons (cada um na
qualidade de grupo T°) proporéiona o acesso ao intervalo de massas de 450-540 daltons,
podendo prosseguir-se esta adigao de grupos WRA de modo a proporcionar o acesso a um
intervalo bastante vasto de massas para o grupo TMS. Os compoétos preferidos com a
formula Tz-(J—Ta—)n-L-X possuem a férmula Rywe-(Rwra)n-Russe-L.-X , em que VWC & um
grupo “T? e cada um dos grupos WRA e MSSE sao grupos “T*. Esta estrutura é ilustrada
na Figura 12 e representa uma abordagem modular a preparacdo de TV,

Na formula T%-(J-T>-),-, T> e T° sdo preferencialmente seleccionados a partir do
grupo formado por hidrocarbilo, hidrocarbil-O-hidrocarbileno, hidrocarbil-S-hidrocarbileno,
hidrocarbil-NH-hidrocarbileno, hidrocarbil-amida-hidrocarbileno, N-
(hidrocarbil)hidrocarbileno, N,N-di(hidrocarbil)hidrocarbileno, hidrocarbilacil-hidrocarbileno,
heterociclilhidrocarbilo em que o(s) heteroatomo(s) €(sdo) seleccionado(s) a partir dos
atomos de oxigénio, azoto, enxofre e fosforo, heterociclilhidrocarbilo substituido em que o(s)
heteroatomo(s) é(sao) seleccionado(s) a partir dos atomos de oxigénio, azoto, enxofre e
fésforo e os substituintes sao seleccionados a partir do grupo constituido por hidrocarbilo,
hidrocarbil-O-hidrocarbileno, hidrocarbil-NH-hidrocarbileno, hidrocarbil-S-hidrocarbileno, N-
(hidrocarbil)hidrocarbileno, N,N-di(hidrocarbil)hidrocarbileno e hidrocarbilacil-hidrocarbileno.
Adicionalmente, T? e/ou T® poderéo constituir derivados de um dos grupos T%T® potenciais
previamente listados, em que um ou mais hidrogénios sdo substituidos por atomos de fltor.

Também em relagao a férmula T-(J-T%-),-, um grupoT? preferido possui a férmula —
G(R2)-, em que G é uma cadeia de alquileno C1-6 possuindo um s6 substituinte R2. Assim,
se G for o etileno (-CH2-CH2-), um dos dois atomos de etileno poderdo possuir um
substituinte R2, e R2 é seleccionado a partir do grupo constituido por alquilo, alquenilo,
alguinilo, cicloalquilo, cicloalquilo aril-fundido, cicloalquenilo, arilo, 'aralquilo, alquenilo aril-
substituido ou alquinilo, alquilo cicloélquil—substituido, cicloalquilo cicloalquenil-substituido,
biarilo, alcoxi, alquenoxi, alquinoxi, aralcoxi, alquenoxi ou alquinoxi aril;substituidos,
alquilamino, alguenilamino ou alquinilamino, alquilamino aril-substituido, alquenilamino ou
alguinilamino aril-substituido, ariloxi, arilamino, alquilo N-alquilureia-substituido, alquilo N-
arilureia-substituido,  alquilo  alquilcarbonilamino-substituido, alquilo  aminocarbonil-
substituido, heterociclilo, alquilo heterociclil-substituido, amino heterociclil-substituido,
aralquilo  carboxialquil-substituido, arilo e heterociclilalquilo oxocarbociclil-fundidos;
cicloalguenilo, alquilo e aralguilo aril-substituidos, alquilo hidroxi-substituido, alquilo alcoxi-
substituido, alquilo ’ aralcoxi-substituido, alquilo amino-substituido,

alquilo(alquiloxicarbonilamino aril-substituido)-substituido, alquilo tiol-substituido, alquilo



alquilsulfonil-substituido, alquilo(alquitio hidroxi-substituido)-substituido alquilo tioalcoxi-
substituido, alquilo hidrocarbilacilamino-substituido, alquilo heterociclilacilamino-substituido,
alquilo substituido por heterociclilacilamino hidrocarbil-substituido, alquilo
alquilsulfonilamino-substituido,  alquilo arilsulfonilamino-substituido,  morfolinoalquilo,
tiomorfolinoalquilo, alquilo  morfalinocarbonil-substituido,  alquilo  tiomorfolinocarbonil-
substituido, alquilo [N-(alquil, alquenil' ou alquinil)- ou N,N-[dialquil, dialquenil, dialquinil ou
(alquil, alguenil)-amino]carbonil-substituido, heterociclilaminocarbonilo,
heterociclilalquilenoaminocarbonilo, alquilo  heterociclilaminocarbonil-substituido,  alquilo
heterociclilalquilenoaminocarbonil-substituido, N;N-[dialquiljalquilenoaminocarbonilo, alquilo
N,N-[dialquil]alquilenoaminocarbonil-substituido, heterociclilcarbonilo  alquil-substituido,
heterociclilcarbonil-alquilo alquil-substituido, alquilo carboxil-substituido, acilaminoalquilo
dialquilamino-substituido e cadeias laterais de aminoacidos seleccionadas a partir do grupo
constituido por arginina, asparagina, glutamina, S-metilcisteina, metionina e seus derivados
de sulfoxido e sulfona, glicina, leucina, isoleucina, alo-isoleucina, tert-leucina, norleucina,
fenilalanina, tirosina, triptofano, prolina, alanina, ornitina, histidina, glutamina, valina,
treonina, serina, 4acido aspartico, beta-cianoalanina e alotreonina; alinilo e
heterociclilcarbonilo, aminocarbonilo, amido, mono- ou dialquilaminocarbonilo, mono- ou
diarilaminocarbonilo, alquilarilaminocarbonilo, diarilaminocarbonilo, mono- ou
diacilaminocarbonilo, acilo aromatico ou alifatico, alquilo opcionalmente substituido por
substituintes seleccionados a partir do grupo constituido por amino, carboxi, hidroxi,
mercapto, mono- ou dialquilamino, mono- ou diarilamino, alquilarilamino, diarilamino, mono-
ou diacilamino, alcoxi, alquenoxi, ariloxi, tioalcoxi, tioalquenoxi, tioalquinoxi, tioariloxi e

heterociclilo.
Um composto preferido com a férmula T2-(J-T*-),-L-X possui a estrutura:

;T

Amide:
(CHz)e

0
.
Tz)léz Gﬁ%‘x

AY

1| 0

em que G corresponde a (CHy)1.de tal modo que um hidrogénio em um e o)

um dos grupos CH, representado por um s¢ “G” é substituido por ~(CHp)c-Amida-T* T?e T*

sdo porgdes moleculares organicas com a formula Cy.25Np.9O0.sH.FB , de tal modo que a
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soma de « e B é suficiente para satisfazer as vaiéncias de outro modo nao satisfeitas dos
atomos de.C, Ne O; aamida e ,
A 0 0
|} i
—— }]l wCo= 53U . —=Cm N—}
R R
R' & um hidrogénio ou um alquilo.Cy.yo; Ci€ um indice variandode 0O a4;ené
um indice que varia de 1 a 50, de tal forma que, quando n & superiora 1, G, ¢, Amida, R'e
T* sdo seleccionados de modo independente. -
Numa outra forma de realizagao prfeferi-da».,. um composto com a formula T%-(J-

T3.)-L-X possui a seguinte estrutura: I:

i

f/u(‘N' jﬁ,‘n‘p ok
}Ll 0 'I?Hg)c‘
Amide,

¥

em que T° é uma porgdo molecular organica com a férmula Cq.55No.9O0.0H.FP |
de tal modo que a soma de o e B3 é suficiente para satisfazer as valéncias de outro modo
nio satisfeitas dos atomos de C, N e O; T° inclui uma amina terciaria ou quaternaria ou um
acido organico; m & um indice que varia de 0-49, e T, T*, R, L e X foram ja previamente

definidos. _
Outro composto preferido com a férmula T?-(J-T°-),-L-X possui a estrutura:

em que T® & uma porgéo molecular organica com a formula Cy.25N¢.900.0H.F B,
de tal modo que a soma de o e B € suficiente para satisfazer as valéncias de outro modo

ndo satisfeitas dos atomos de C, N e O: T° inclui uma amina terciaria ou quaternaria ou um
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4cido organico; m é um indice que varia de 0-49, e T% T* ¢, R' “Amida’, L e X foram ja
previamente definidos.

Nas estruturas acima que possuem um grupo T°, o conjunto —Amida-T®
traduz-se preferencialmente por um dos seguintes grupos, que sao facilmente produzidos

fazendo reagir acidos organicos com grupos amino livres que se estendem a partir de “"G":
JPTS W—

I N |

0 0

|
C=Cy)

/ o )
NHCSC=Cg=N. ) ~-Nfigl:——«c0-—cw>©.,
6 0 |
nHe—{ = N=C—Cp; | % "NHC—(Cx"C;o)"’N/'j
NH%-—C | ) | g |

0 .
Nos casos em gue 0s compostos acima possuem um grupo T° e o grupo ‘G’

Qm=(Cg==C0)— N(Cl"'clo)z

inclui um grupo carboxilo livre (ou um seu equivalente reactivo), s&o entéo preferidos os
seguintes grupos ~Amida-T°, que s@o facilmente produzidos fazendo reagir as aminas

organicas apropriadas com um grupo carboxilo livre que se estende a partir de ‘G

N | g
\
mﬁNH-(Cr-C:o)*—Q Dl f-ﬁNH-<C|—Con—-O

o)
e (0 — (== / \ ——— N -— — ~
CNH~(C, w—@; ENH—C—Cio—N_ 05
0 . 0
(c]'_'""(:m) ?l"cl())
an N
0 ——J

-«»(T“NH-*(Cz“-Cno)'*N(C:'C:o)z . gNH"'(Cz“Cw)"N ;

“"ﬁO(CI"‘Cm); L Nc NHZ




esfrutura: [
! _ H
e Ul

¢Hﬁc R N\(Cl"clo)“'ODN"d‘“O”
4 .

NO; -

ou a estrutura:

ou a estrutura:

Q NO
2o Amade ,)n/U\N o
| |
(E:gc R1 _"f{‘ ;

‘}4 % 0 \(CI”CIO)"QDN—3L—OH

em que T2 e T4 sdo porgdes moleculares organicas com a formuta Ci.25No.
000.650.3P0.3HaFls, em que a soma de «, B e 3 € suficiente para satisfazer as valéncias de
outro modo néo satisfeitas dos atomos de C, N, O, S e P; G corresponde a (CH,)1.6, de tal

modo que um e sé um hidrogénio dos grupos CH, representado por cada "G" é substituido
por —(CH,).-Amida-T*; a Amida &

I ,
-..,..N..é’;_.. ou —-—-C"'X\ll""* .
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R' & um hidrogénio ou um alquilo Ci.0; ¢ € um indice variando entre 0 e 4;
“C,-Cyo" representa um grupo hidrocarbileno possuindo entre 2 a 10 atomos de carbono;
“ODN-3’-OH" represehta um fragmento de acido nucleico com um grupo hidroxilo na
extremidade 3’ (i.e., um fragmento de acido nucleico ligado a (C4-Cyo) por outro local que
nao a extremidade 3’ deste mesmo acido nucleico); e n € um indice que varia de 1 a 50, de
tal modo que, quando n & superior a 1, entdo G, ¢, Amida, R' e T* sdo seleccionados de
modo independente. De preferéncia, nao se verifica a ligagao de trés heteroatomos a um s6
atomo de carbono.

Nas estruturas acima expostas que contém um grupo T>-C(=0)-N(R")-, este
grupo podera ser formado através da reaccao de uma amina de formula HN(R")- com um
acido seleccionado a partir da lista que se segue, a qual se apresenta como exemplo e ndo
pretende constituir uma lista exaustiva de acidos organicos potenciais: Acido formico, acido
acético, acido propidlico, acido propidnico, acido fluoroacético, acido 2-butindico, &cido
ciclopropanocarboxilico, acido butirico, acido metoxiacético, acido difluoroacético, acido 4-
pentindico, acido ciclobutanocarboxilico, acido 3,3-dimetilacrilico, acido valérico, N,N-
dimetilglicina, N-formil-Gly-OH, acido etoxiacético, acido (metiltio)acético, acido pirrol-2-
carboxilico, acido 3-furdico, acido isoxazol-5-carboxilico, acido trans-3-hexenéico, acido
trifluoroacético, acido hexag()ico, Ac-Gly-OH, acido 2-hidroxi-2-metilbutirico, acido benzoico,
acido nicotinico, acido 2-pirazinacarboxilico, acido 1-metil-2-pirrolcarboxilico, acido 2-
ciclopenteno-1-acético, acido ciclopentilacético, acido (S)-(-)-2-pirrolidona-5-carboxilico, N-
metil-L-prolina, acido heptandico, Ac-b-Ala-OH, acido 2-etil-2-hidroxibutirico, acido 2-(2-
metoxietoxi)acético, acido p-toluico, acido B6-metilnicotinico, acido5-metil-2-
pirazinacarboxilico, acido 2,5-dimetilpirrol-3-carboxilico, acido 4-fluorobenzoéico, acido 3,5-
dimetilisoxazol-4-carboxilico, acido 3-ciclopentilpropionico, acido octanodico, acido N,N-
dimetilsuccinamico, acido fenilpropildlico, acido cindmico, acido 4-etilbenzoico, acido p-
anisico, acido 1,2 ,5-trimetilpirrol-3-carboxilico, acido 3-fluoro-4-metilbenzoico, Ac-DL-
propargilglicina, acido 3-(Trifluorometil)butirico, acido 1-piperidinapropiénico, N-acetilprolina,
acido 3,5-difluorobenzoico,  Ac-L-Val-OH, acido indol-2-carboxilico, acido  2-
benzofuranocarboxilico, acido benzotriazol-5-carboxilico, acido 4-n-propilbenzdico, acido 3-
dimetilaminobenzoico, acido 4-etoxibenzoico, acido 4-(metiltio)benzdico, N-(2-furoil)glicina,
acido 2-(metiltio)nicotinico, acido 3-fluoro-4-metoxibenzoico, Tfa-Gly-OH, acido 2-naftdico,
acido quinalidico, Ac-L-lle-OH, acido 3-metilindeno-2-carboxilico, acido 2-
quinoxalinacarboxilico, acido 1-metilindol-2-carboxilico, acido 2,3,6-trifluorobenzoico, N-
formil-L-Met-OH, acido 2-[2-(2-metoxietoxi)etoxilacético, acido 4-n-butilbenzdico, n-

benzoilglicina, acido 5-fluoroindol-2-carboxilico, acido 4-n-propoxibenzéico, acido 4-acetil-
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3.5-dimetil-2-pirrolcarboxilico, acido 3,5-dimetoxibenzoico, acido 2 ,6-dimetoxinicotinico,
acido ciclohexanopentandico, acido 2-naftilacético, acido 4-(1H-pirrol-1-il)benzéico, &cido
indol-3-propidnico, acido m-trifluorometilbenzéico, acido 5-metoxiindol-2-carboxilico, acido 4-
pentilbenzoico, Bz-b-Ala-OH, acido 4-dietilaminobenzéico, acido 4-n-butoxibenzoico, acido
3-metil-5-CF3-isoxazol-4-carboxilico, acido (3,4-dimetoxifenil)acético, acido 4-
bifenilcarboxilico, pivaloil-Pro-OH, octanoil-Gly-OH, acido (2-naftoxi)acético, acido indol-3-
butirico, acido 4-(trifluorometil)fenilacético, acido 5-metoxiindol-3-acético, acido 4-
(trifluorometoxi)benzéico, Ac-L-Phe-OH, acido 4-Pentiloxibenzoico, Z-Gly-OH, 4-carboxi-N-
(fur-2-ilmetil)pirrolidin-2-ona, acido 3,4-dietoxibenzdico, acido 2,4-dimetil-5-CO,Et-pirrol-3-
carboxilico, acido N-(2-fluorofenil)succinamico, acido 3,4,5-trimetoxibenzdico, acido N-
fenilantranilico, acido 3-fenoxibenzéico, nonanoil-Gly-OH, acido 2-fenoxipiridina-3-
carboxilico, acido 2,5-dimetil-1-fenilpirrol-3-carboxilico, acido trans-4-(trifluorometit)cinamico,
acido (5-metil-2-feniloxazol-4-il)acético, acido 4-(2-ciclohexeniloxi)benzoico, acido 5-metoxi-
2-metilindol-3-acético, acido trans-4-cotininacarboxilico, acido Bz-5-aminovalérico, acido 4-
hexiloxibenzoico, acido  n-(3-metoxifenil)succinamico,  Z-Sar-OH, acido  4-(3,4-
dimetoxifenil)butirico, Ac-o-fluoro-DL-Phe-OH, acido N-(4-fluorofenil)glutaramico, acido 4-
etil-4-bifenilcarboxilico, acido 1,2,3,4-tetrahidroacridinacarboxilico, acido 3-fenoxifenilacético,
acido N-(2,4-difluorofenil)succindmico, N-decanoil-Gly-OH, &cido (+)-6-metoxi-a-metil-2-
naftalenoacético, acido 3-(trifluorometoxi)cinamico, N-formil-DL-Trp-OH, &cido (R)-(+)-a-
metoxi-a-(trifluorometil)fenilacético, Bz-DL-Leu-OH, acido 4-
(trifluorometoxi)fenoxiacético,acido 4-heptiloxibenzdico,acido 2,3 4-trimetoxicinamico, 2,6-
dimetoxibenzoil-Gly-OH, acido 3-(3,4,5-trimetoxifeniljpropiénico, acido 2,3,4,5,6-
pentafluorofenoxiacético, acido N-(2,4-difluorofenil)glutaramico, N-undecanoil-Gly-OH, acido
2-(4-fluorobenzoil)benzdico, acido 5-trifluorometoxiindol-2-carboxilico, acido  N-(2,4-
difluorofenil)diglicolamico, Ac-L-Trp-OH, Tfa-L-fenilglicina-OH, acido 3-iodobenzodico, acido
3-(4-n-pentilbenzoil)propionico, acido 2-fenil-4-quinolinacarboxilico, acido 4-octiloxibenzoico,
Bz-L-Met-OH, acido 3,4,5-trietoxibenzodico, N-lauroil-Gly-OH, acido 3,5-
bis(trifluorometil)benzdico, Ac-5-metil-DL-Trp-OH, acido 2-iodofenilacético, acido 3-iodo-4-
metilbenzoico, acido 3-(4-n-hexilbenzoil)propidénico, N-hexanoil-L-Phe-OH, &cido 4-
noniloxibenzoico, acido 4'-(trifluorometil)2-bifenilcarboxilico, Bz-L-Phe-OH, N-tridecanoil-Gly-
OH, acido 3,5-bis(trifluorometil)fenilacético, acido 3-(4-n-heptilbenzoil)propionico, N-
heptanoiI-L-Phe-OH, acido 4-deciloxibenzéico, acido N-(o,a,a-trifluoro-m-tolil)antranilico,
acido niflimico, acido 4-(2-hidroxihexafluoroisopropil)benzoico, N-miristoil-Gly-OH, acido 3-
(4-n-octilbenzoil)propidnico, N-octanoil-L-Phe-OH, acido 4-undeciloxibenzoico, 3-(3,4,5-

trimetoxifenil)propionil-Gly-OH, acido 8-iodonaftdico, N-pentadecanoil-Gly-OH, &cido 4-
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dodeciloxibenzoico, N-palmitoil-Gly-OH e N-estearoil-Gly-OH. Estes acidos organicos sao
comercializados por uma ou varias das seguintes empresas: Advanced ChemTech,
Louisville, KY: Bachem Bioscience, Inc., Torrance, CA; Calbiochem-Novabiochem Corp.,
San Diego, CA; Farchan Laboratories Inc., Gainesville FL; Lancaster Synthesis, Wyndham,
NH; e MayBridge Chemical Company (c/o Ryan Scientific), Columbia, SC. Os catalogos

destas companhias usam as abreviaturas indicadas acima para identificar os acidos.

f. A Quimica Combinatorial como Meio para a Preparacéo de
Marcadores

A quimica combinatorial constitui um tipo de estratégia de sintese que
conduz a producdo de grandes colecgbes quimicas (ver, por exemplo, a Publicacao do
Pedido de Patente PCT N° WO 94/08051). Estas colec¢gbes combinatoriais podem ser
usadas como marcadores para a identificacdo de moléculas de interesse (MOls). A quimica
combinatorial pode definir-se como a ligacdo covalente sistematica e repetitiva de um
conjunto de diversos “blocos de construgdo” com estruturas que variam entre si, por forma a
originar um vasto conjunto de diversas entidades moleculares. Os blocos de construgao
podem tomar muitas formas, tanto naturais como sintéticas, tais cbmo nucledfilos,
electréfilos, dienos, agentes alquilantes ou acilantes, diaminas, nucleétidos, aminoacidos,
agucares, lipidos, monoémeros organicos, synthons e combinacdes de todos estes. Como
reaccOes quimicas de ligacdo dos blocos de constru¢cdo poderdo usar-se a alquilacao,
acilacdo, oxidacdo, reducdo, hidrolise, substituicdo, eliminagdo, adigdo, ciclizagao,
condensacao e outras. Este processo pode produzir colecgbes de compostos oligoméricos,
ndo-oligoméricos ou resultantes de combinagdes destes. No caso dos compostos
oligoméricos, estes poderado ser ramificados, ndo ramificados ou ciclicos. Os exemplos de
estruturas oligoméricas que podem ser preparadas através de métodos combinatoriais
incluem oligopéptidos, oligonucleétidos, oligossacaridos, polilipidos, poliésteres, poliamidas,
poliuretanos, poliureias, poliéteres, poli(derivados de fosforo), p.ex., fosfatos, fosfonatos,
fosforamidas, fosfonamidas, fosfitos, fosfinamidas, etc., e poli(derivados de enxofre), p.ex.,
sulfonas, sulfonatos, sulfitos, sulfonamidas, sulfenamidas.

Um tipo comum de colec¢gdo combinatorial oligomérica corresponde a
coleccdo combinatorial de péptidos. As inovagbes recentes na quimica de péptidos e na
biologia molecular possibilitaram a preparacdo e utilizagdo de colecgbes formadas por
dezenas a centenas de milhdes de sequéncias peptidicas diferentes. Tais colec¢cdes podem
dividir-se em trés categorias gerais. Um das categorias de colecgdes envolve a sintese

quimica de coleccdes de péptidos soluveis nao ligados a suportes (p.ex., Houghten et al.,



Nature 354:84, 1991). Uma segunda categoria envolve a sintese quimica de colecgdes de
péptidos ligados a suportes, apresentados em suportes solidos como alfinetes de plastico,
esferas de resina ou algodao (Geysen et al., Mol. Immunol. 23:709, 1986; Lam et al., Nature
354:82, 1991; Eichler e Houghten, Biochemistry 32:11035, 1993). Nestas primeiras duas
categorias, os blocos de construgcdo correspondem tipicamente a L-aminoacidos, D-
aminoacidos, aminodcidos ndo naturais ou a uma mistura ou combinacdo destes. Uma
terceira categoria utiliza abordagens da biologia molecular para preparar péotidos ou
proteinas a superficie de particulas de fagos filamentosos ou plasmideos (Scott e Craig,
Curr. Opinion Biotech. 540, 1994). As coleccdes de péptidos sollveis nao' ligados a
suportes parecem ser adequadas a diversas aplicagdes, incluindo o uso como marcadores.
O repertorio disponivel de diversidades quimicas em colecgées de péptidos pode ser
expandido através de passos como a permetilacdo (Ostresh et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 91:11138, 1994).

E possivel obter numerosas variantes de colecgdes combinatoriais de
péptidos em que a cadeia principal do péptido € modificada e/ou as ligagdes amina séo
substituidos por grupos miméticos. Os grupos miméticos de amina que podem ser utilizados
incluem ureias, uretanos, e grupos de carbonilmetileno. A reestruturacao da cadeia principal
de tal modo que as cadeias laterais emanem dos azotos de amida de cada aminoacido, em
lugar dos carbonos alfa, fornece colec¢gdes de compostos conhecidos por peptoides (Simon
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:9367, 1992). .

Outro tipo comum de colecgdo combinatorial oligomérica corresponde a
coleccdo combinatorial de oligonucledtidos, em que os blocos de construgao constituem
derivados de nucleétidos ou de polissacaridos, de ocorréncia natural ou sintéticos, incluindo
compostos em que varios grupos organicos e inorganicos poderdo substituir a ligagao
fosfato, e 0 azoto ou o enxofre poderdo substituir 0 oxigénio numa ligacao éter (Schneider et
al., Biochem. 34:9599, 1995; Freier et al., J Med Chem. 38344, 1995; Frank, J.
Biotechnology 41:259, 1995; Schneider et al., PCT Publicada N° WO 942052; Ecker et al.,
Nucleic Acids Res. 21:1853, 1993).

Mais recentemente, tem sido descrita a produgdao combinatorial de colec¢des
de compostos ndo oligoméricos de moléculas pequenas (DeWitt et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 90:690, 1993; Bunin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:4708, 1994). As estruturas
adequadas a elaboragdo em colecgbes de moléculas pequenas incluem uma grande
variedade de moléculas organicas, por exemplo estruturas heterociclicas, aromaticas,

aliciclicas, alifaticas, esterodides, antibidticos, inibidores enzimaticos, ligandos, hormonas,




farmacos, alcaldides, opioides, terpenos, porfirinas, toxinas, catalisadores, assim como

combinacgdes destes.

g. Métodos Especificos de Sintese Combinatorial de Marcadores

S&o0 abaixo expostos dois métodos de preparacdo e uso de um conjunto de
diversos marcadores MS contendo o grupo amina. Em ambos os métodos é utilizada a
sintese em fase sdlida de modo a permitir a sintese simultanea e em paralelo de um grande
nimero de linkers marcados, utilizando as técnicas da quimica combinatorial. No primeiro
método, o eventual corte da ligacdo entre o marcador e o oligonucledtido resulta na
libertacdo de uma amida carboxilica. No segundo método, o corte da ligacdo com o
marcador produz um acido carboxilico. Os componentes quimicos e elementos de ligagdo

usados nestes métodos sao abreviados tal como se segue:

R = resina

FMOC = grupo protector fluorenilmetoxicarbonilo

All = grupo protector alilo

CO,H = grupo de acido carboxilico

CONH, = grupo de amida carboxilica

NH, = grupo amino

OH = grupo hidroxilo

CONH = ligacao amida

COO = ligacao éster

NH; —Rink—- CO,H = acido 4-[(a-amino)-2,4-dimetoxibenzil]-fenoxibutirico

(linker de Rink)

acido (4-hidroximetil)fenoxibutirico

OH —1MeO- CO;H
OH -2MeO- CO,H
NH,-A-COOH = aminoacido com uma funcionalidade de amina alifatica ou

acido (4-hidroximetil-3-metoxi)fenoxiacetico

aromatica na cadeia lateral

X1....Xn-COOH = conjunto de diversos (n) acidos carboxilicos com pesos
moleculares individualizados

oligo1.....oligo(n) = conjunto de n oligonucledtidos

HBTU = hexafluorofosfato de O-benzotriazol-1-il-N,N,N’ N’-

Tetrametilurénio
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A sequéncia de passos do Método 1 é a seguinte:

OH - 2MeO- CONH -R

\J

FMOC - NH - Rink — CO,H; acoplamento (p.ex., HBTU)

FMOC — NH - Rink - COO - 2MeO — CONH - R

\

piperidina (remo¢ao de FMOC)

NH; — Rink — COO - 2MeO - CONH - R

i

FMOC - NH — A — COOH; acoplamento (p.ex., HBTU)

FMOC — NH — A — CONH - Rink - COO — 2MeO - CONH - R

3

piperidina (remoc¢ao de FMOC)

NH, — A — CONH - Rink — COO - 2MeO - CONH -R

A
W

dividir em n aliquotas

acoplar a diferentes acidos X1....Xn - COCH

X1...Xn - CONH — A — CONH - Rink — COO - 2MeO - CONH - R

Wil

Separar os linkers marcados da resina com TFA a 1%

X1...Xn — CONH - A — CONH - Rink — CO,H

W

acoplar a n oligos (oligo1.....oligo(n))

(p.ex., através de ésteres Pfp)

X1...Xn — CONH — A = CONH - Rink — CONH - oligo1....oligo(n)

\)
\
0

fazer um “pool” dos oligos marcados

realizar a reac¢ao de sequenciacao

separar os fragmentos de diferentes extensbes resultantes da reacgdo de
sequenciagao (p.ex., por HPLC ou CE)

sepérar os marcadores dos linkers com TFA a 25%-100%

X1...Xn—-CONH — A - CONH

\J

analisar por espectrometria de massa
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A sequéncia de passos do Método 2 é a seguinte:

OH - 1MeO - CO, - All
\: FMOC - NH — A - CO,H; acoplamento (p.ex., HBTU)

FMOC —NH-A-COO - 1MeO - CO, — All
V2 Paladio (remogao do Alilo)

FMOC —NH -A-COO - 1MeO - CO;H
{ OH - 2MeO — CONH — R; acoplamento (p.ex., HBTU)

FMOC — NH - A - COO — 1MeO — COO - 2MeO - CONH - R
! piperidina (remocéo de FMOC)

NH,—- A - COO - 1MeO - COO - 2MeO - CONH - R
4 dividir em n aliquotas -

VNN acoplar a diferentes acidos X1...Xn — CO,H

X1...Xn - CONH - A - COO - 1MeO - COO ~2MeO - CONH -R

NN Separar os linkers marcados da resina com TFA a 1%

X1...Xn-CONH —~A -COO - 1MeO - CO,H
VARAR acoplar a n oligos (oligo1.....oligo(n))

(p.ex., através de ésteres Pfp)

X1...Xn=CONH - A - COO - 1MeO — CONH - oligo1....oligo(n)

\: fazer um “pool” dos oligos marcados
d realizar a reacgao de sequenciagio
2 separar os fragmentos de diferentes extensdes resultantes da reaccao de -

sequenciagao (p.ex., por HPLC ou CE)

\ separar os marcadores dos linkers com TFA a 25%-100%

X1...Xn—-CONH-A-CO,H
\
analisar por espectrometria de massa
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2. Linkers

Um componente de “linker” (ou L) tal como aqui é usado, tanto pode traduzir uma
ligagdo covalente directa como um grupo quimico organico que € utilizado para ligar um
“‘marcador’ (ou T) a uma “molécula de interesse” (MOI) através de ligacdes quimicas
covalentes. Adicionalmente, a ligagado directa em si, ou uma ou mais ligagées no seio do
componente de linker, sdo passiveis de corte sob condicdes que permitem que T seja
libertado (por outras palavras, cortado) a partir da por¢ao remanescente do composto T-L-X
(incluindo o componente MOI). O componente variavel do marcador que se encontra
presente no seio de T devera ser estavel face as condigbes de corte de ligagées. De
preferéncia, a reaccao de corte é efectuada rapidamente, no espago de alguns minutos, e
de preferéncia em cerca de 15 segundos ou menos.

Em geral, um linker é usado para ligar um elemento pertencente a um grande
conjunto de marcadores a um elemento de um conjunto similarmente vasto de MOlIs.
Tipicamente, uma s6 combinagdo de marcador-linker é ligada a cada MOI! (originando
diversos T-L-MOI), mas em alguns casos podera ser ligada mais do que uma combinacao
de marcador-linker a cada MOI individual (originando diversos (T-L)n-MO!). Em outra forma
de realizagdo do presente invento, sao ligados dois ou mais marcadores a um so linker
através de locais multiplos e independentes no linker, e esta combinagdo muitipla de
marcador-linker € entao ligada a uma MOI individual (originando diversos (T)n-L-MOlI).

Apos diversas manipulagdes do conjunto de MOIs marcadas, sdo usadas condigGes
quimicas e/ou fisicas especiais para cortar uma ou mais ligacbes covalentes no seio do
linker, resultando na libertacdo dos marcadores a partir das MOIs. A(s) ligacao(des)
passivel(eis) de corte poderao corresponder ou ndo a algumas das ligacdes que se
formaram quando o marcador, o linker e a MOI foram ligados entre si. A concepcao do linker
determinara em grande medida o conjunto de condigbes sob as quais sera realizada a
reacgao de corte de ligagbes. Assim, os linkers poderdo também ser identificados segundo
as condigbes de corte a que sao particularmente susceptiveis. Quando um linker é fotolabil
(i.e., susceptivel a corte de ligagbes por exposicdo a radiacdo actinica), o linker pode ser
designado por L". Do mesmo modo, poderéo usar-se as designagdes L%, % | O | R
L®"™ L¥° L* e L para designar linkers que sdo particularmente susceptiveis a corte de
ligagdes por acido, base, oxidagao quimica, redugao quimica, a actividade catalitica de uma
enzima (mais simplesmente “enzima”), oxidacao ou redugdo electroquimica, temperatura
elevada (“térmica”) e troca de tiois, respectivamente.

Certos tipos de linker sao labeis a um soé tipo de reaccdo de corte de ligagdes,

enquanto que outros sao labeis face a varios tipos de condicbes de corte. Adicionalmente,



e e R

em linkers que tém a capacidade de se ligar a multiplos marcadores (originando estruturas
do tipo (T)n-L-MOI), cada um dos locais de ligagdo ac marcador podera ser labil face a
diferentes condigées de corte. Por exemplo, num linker que esteja ligado a dois marcadores,
um dos marcadores podera ser labil apenas a bases e o outro apenas a fotdlise.

Um linker com utilidade no ambito deste invento possui varios atributos:

1) O linker possui uma éncora quimica (L) através da qual se pode ligar a uma MOI.

2) O linker possui uma segunda ancora quimica separada (L,) através da qual o
marcador se liga ao linker. Se ocorrer a ligagdo de diversos marcadores a um sé linker
(estruturas de tipo (T)n-L-MOI), existira uma ancora quimica separada para cada marcador.

3) O linker é estavel face a todas as manipulagées a que é submetido, com a
excepgao das condigcdes que permitem o corte das ligagdes de modo a que uma porgao
molecular contendo T se liberte da por¢cdo remanescente do composto, incluindo a MOI.
Assim, o linker € estavel durante os passos de ligacdo do marcador ao linker, de ligacdo do
linker a MOI e de quaisquer manipulagdes da MOI enquanto o marcador e o linker (T-L) se
encontram ligados a esta.

4) O linker nao interfere de modo significativo com as manipulagdes efectuadas
sobre a MOI enquanto o conjunto T-L se mantém ligado a esta. Por exemplo, se T-L estiver
ligado a um oligonucleétido, o T-L ndo podera interferir de forma significativa com quaisquer
reaccées de hibridizagdo ou reacgbes enzimaticas (p.ex., PCR) realizadas sobre o
oligonucledtido. Do mesmo modo, se T-L estiver ligado a um anticorpo, ndo podera interferir
significativamente com o reconhecimento do antigénio pelo anticorpo.

5) O corte do marcador a partir da por¢do remanescente do composto ocorre de
modo altamente controlado, usando processos fisicos ou quimicos que nao afectam
adversamente a detectabilidade do marcador.

Para qualquer linker, & preferido que o linker se possa ligar a uma grande variedade
de MOIs, e que uma grande variedade de marcadores se possa ligar ao linker. Esta
flexibilidade & vantajosa porque permite que uma colec¢do de conjugados T-L, uma vez
preparada, possa ser usada com varios conjuntos diferentes de MOls.

Tal como acima foi exposto, um linker preferido possui a férmula

Lp-L"-L2-L°-L,

em que cada L, € uma ancora quimica que pode ser usada para ligar o linker a um
reagente de marcador e a um reagente de molécula de interesse. L? forma uma parte
essencial do linker, uma vez que L? confere labilidade ao linker. L' e L*® sdo grupos opcionais

que servem, na realidade, para separar L? das ancoras Ly,
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L' (que, por definigdo, se encontra mais proximo de T do que L°) serve para separar
T da porgéo labil requerida L. Esta separagao podera ser Util quando a reaccio de corte
origina espécies particularmente reactivas (p.ex., radicais livres) que poderdao causar
alteracOes aleatorias na estrutura da por¢céo molecular contendo T. Uma vez que o local de
corte de ligacdes se encontra mais separado da por¢ao molecular contendo T, existe uma
menor probabilidade de que a espécie reactiva formada ao nivel do local de corte quebre a
estrutura da porcdo molecular contendo T. Adicionalmente, uma vez que os atomos de L' se
encontrardo tipicamente presentes na porgdo molecular contendo T, estes atomos de L'
poderado conferir uma qualidade desejavel a por¢cao molecular contendo T. Por exemplo, nos
casos em que a porcao molecular contendo T corresponde a uma porgao molecular
contendo TS, e uma amina bloqueada se encontra desejavelmente presente como parte da
estrutura da porcdo molecular contendo T (para servir, p.ex., como um MSSE), a amina
bloqueada podera encontrar-se presente na porgao labil L'

Em outros casos, L' e/ou L*® poderdo encontrar-se presentes num componente de
linker simplesmente por o fornecedor comercial do linker optar por comercializar o linker sob
uma forma que inclua um grupo L' e/ou L®. Em tal caso, ndo existe inconveniente em utilizar
linkers que possuam grupos L' e/ou L° (desde que esse grupo néo iniba a reaccao de corte
de ligagdes), mesmo que estes grupos possam nac contribuir com qualquer vantagem
particular de performance para os compostos que 0s incorporam. Assim, o presente invento
permite que estejam presentes no componente de linker grupos L' e/ou L°.

Os grupos L' e/ou L® poderao corresponder a uma ligacéo directa (caso em que o
grupo nao estara efectivamente presente), a um grupo hidrocarbileno (p.ex., alquileno,
arileno, cicloalquileno, etc.), -O-hidrocarbileno (p.ex., -O-CH,-, O-CH,CH(CHj3)-, etc.) ou
hidrocarbileno-(O-hidrocarbileno),-, em que w & um indice que varia entre 1 e 10 (p.ex., -
CH,-O-Ar-, -CH,-(O-CH,CH,)s-, etc.).

Com o advento da sintese em fase sdlida, foi desenvolvido um grande volume de
publicacées que se debrugam sobre linkers labeis a condi¢des de reacgdo especificas.
Numa reacgédo tipica de sintese em fase sdlida, um suporte sélido é ligado através de um
linker a um local reactivo, € uma molécula a ser sintetizada é gerada a nivel do local
reactivo. Quando a sintese da molécula se encontra completa, a construgao de suporte
sélido-linker-molécula é submetida a condi¢des de corte de ligagdes que libertam a molécula
do suporte sélido. Os linkers labeis que foram desenvolvidos para uso neste contexto (ou
que podem ser usados neste contexto) poderdao também ser usados como reagente de

linker neste invento.
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Lioyd-Williams, P., et al., “Convergent Solid-Phase Peptide Synthesis”, Relatério
Tetrahedron N° 347, 49(48):11065-11133 (1993) fornece uma extensa lista de linkers labeis
a radiacado actinica (i.e., a fotdlise), assim como a &acidos, bases e outras condi¢des de
quebra de ligacoes. Sao bem conhecidas da técnica outras fontes de informagao sobre
linkers labeis.

Tal como se descreveu acima, as diferentes concepgdes do linker fardo com que a
sua susceptibilidade ao corte (“labilidade”) se verifique sob diferentes condicdes especificas,
fisicas ou quimicas. Os exemplos de condi¢gbes que proporcionam o corte de ligagbes em
diversos tipos de linker incluem as condigdes acidas, basicas, de oxidacdo, reducao,
fluoretos, troca de tiois, fotdlise e ac¢cao enzimatica.

Os exemplos de linkers susceptiveis ao corte que satisfazem os critérios gerais para
linkers acima apresentados sd3o bem conhecidos dos técnicos e incluem os compostos
listados no catalogo de Pierce (Rockford, JL). Os exempios incluem:

¢ glicobis(succinimidilsuccinato) de etileno (EGS), um reagente de “cross-linking”

(que estabelece ligagdes cruzadas) reactivo a aminas e que sofre quebra de
ligacbes por ac¢do da hidroxilamina (1 M a 37°C durante 3-6 horas);

e tartarato de disuccinimidilo (DST) e sulfo-DST, que sao reagentes de cross-

linking reactivos a aminas, susceptiveis ao corte por periodato de sédic a 0,015
M; '

e bis[2-(succinimidiloxicarboniloxi)etil]sulfona (BSOCOES) e sulfo-BSOCOES, que
sdo reagentes de cross-linking reactivos a aminas, susceptiveis ao corte por base
(pH 11,6);

e 1,4-di-[3-(2'-piridilditio(propionamido))butano (DPDPB), um piridilditiol, reagente
de crosslinking susceptivel ao corte por troca de tidis ou por reducao;

e N-[4-(p-azidosalicilamido)-butil]-3’-(2’-piridilditio)propionamida (APDP), um
piridilditiol, reagente de crosslinking susceptivel ao corte por troca de tidis ou por
reducao;

o Bis-[beta-4-(azidosalicilamido)etil]disulfureto, um reagente de crosslinking
fotoreactivo que € susceptivel ao corte por troca de tidis ou por redugao;

¢ N-succinimidil-(4-azidofenil)-1,3'ditiopropionato  (SADP), um reagente de
crosslinking fotoreactivo que é susceptivel ao corte por troca de tidis ou por
reducao;

« sulfosuccinimidil-2-(7-azido-4-metilcumarina-3-acetamida)etil-1,3’-ditiopropionato
(SAED), um reagente de crosslinking fotoreactivo que é susceptivel ao corte por

troca de tidis ou por reducao;
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» sulfosuccinimidil-2-(m-azido-o-nitrobenzamido)-etil-1,3'-ditiopropionato  (SAND),
- um reagente de crosslinking fotoreactivo que é susceptivel ao corte por troca de

tidis ou por reducgao.

S&o em seguida fornecidos outros exemplos de linkers susceptiveis a corte e de
condigbes que podem ser usadas para libertar os marcadores. Um grupo linker de sililo pode
ser cortado por fluoretos ou por condigbes acidicas. O linker 2-nitrobenziloxi 3-, 4-, 5- ou 6-
substituido ou o 4-nitrobenziloxi 2-, 3-, 5- ou 6-substituido podem ser cortados por uma fonte
de fotdes (fotdlise). O linker 2-alcoxifenoxi 3-, 4-, 5- ou 6-substituido ou o 4-alcoxifenoxi 2-,
3-, 5- ou B-substituido podem ser cortados por Ce(NH,4)3(NO;)s (oxidacdo). Um linker de
NCO, (uretano) pode ser cortado por hidroxido (base), acido ou LiAIH, (redug&o). Um grupo
linker de 3-pentenilo, 2-butenilo ou 1-butenilo pode ser cortado por Oz, 050410, ou KMnO,
(oxidacao). Um linker de 2-[furil 3-, 4- ou 5-substituido]oxi pode ser cortado por O,, Br,,
MeOH ou acido.

As condigbes para o corte de outros linkers labeis incluem: os linkers de t-alquiloxi
podem ser cortados por acido; os linkers de metil(dialquil)metoxi ou 2-alquil-1,3-dioxano-2-ilo
4-substituido podem ser cortados por H;O; os grupos 2-sililetoxi podem ser cortados por
fluoretos ou acido; os linkers 2-(X)-etoxi (em que X = ceto, amida de éster, ciano, NO,,
sulfureto, sulfoxido, sulfona) podem ser cortados sob condicbes alcalinas; os linkers
benziloxi 2-, 3-, 4-, 5- ou 6-substituidos podem ser cortados por condi¢cdes acidicas ou de
reducdo; os linkers de buteniloxi podem ser cortados por (Ph;P);RhCI(H); os linkers 2-
bromofenoxi 3-, 4-, 5- ou 6-substituidos podem ser cortados por Li, Mg ou BulLi; os linkers de
metiltiometoxi podem ser cortados por Hg?*; os linkers de 2-(X)-etiloxi (em que X = um
halogénio) podem ser cortados por Zn ou Mg; os linkers de 2-hidroxietiloxi podem ser
cortados por oxidagao (p.ex., com Pb(OAc),).

Os linkers preferidos sdo os susceptiveis a corte por acido ou por fotolise. Diversos
linkers que foram desenvolvidos para a sintese de péptidos em fase solida tém utilidade na
ligagdo de marcadores as MOIs. Alguns destes linkers estdo descritos numa publicagédo
recente de Lloyd-Williams et al. (Tetrahedron 49:11065-11133, 1993). Um tipo util de linker é
baseado em alcoois p-alcoxibenzilicos, dois dos quais, o acido 4-hidroximetilfenoxiacético e
o acido 4-(4-hidroximetil-3-metoxifenoxi)butirico, sdo comercializados pela Advanced
ChemTech (Louisville, KY). Ambos os linkers se podem ligar a um marcador através de uma
ligacao ester ao benzilalcool, e a uma MOI que contenha uma amina através de uma ligacéo
amida ao acido carboxilico. Os marcadores ligados a estas moléculas s3o libertados da MOI

por accao de concentragdes variaveis de acido trifluoroacético. O corte de ligacdes destes
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linkers resulta na libertagao de um acido carbaxilico no marcador. O corte por acido das
ligacdes entre marcadores e linkers como o 2 4-dimetoxi-4’-(carboximetiloxi)-benzidriiamina
(fornecido pela Advanced ChemTech sob forma protegida por FMOC) resulta na libertagéo
de uma amida carboxilica no marcador libertado.

Na sua maioria, os linkers fotolabeis com utilidade no ambito deste pedido de patente
foram também desenvolvidos para a sintese de péptidos em fase sdlida (ver a publicagdo de
Lloyd-Williams). Estes linkers tém geralmente por base os 2-nitrobenzilésteres ou as 2-
nitrobenzilamidas. Como exemplos de linkers fot}cxlébeis recentemente referidos na literatura
encontram-se 0 acido 4-(4:(1-Fmoc-amino)etil)-2nmetoxi-5-nitrofenoxi)butanéico (Holmes e
Jones, J. Org. Chem. 60.2318-2319, 1995) e o acido (3-Fmoc-amino)3-(2-
nitrofenil)propionico (Brown et al., Molecular Diversity 1:4-12, 1995). Ambos 0s linkers se
podem ligar por meio do acido carboxilico a uma amina presente na MOI. A ligagéo do
‘marcador ao linker & efectuada através da formacdo de uma amida entre um 3Jcido
carboxilico do marcador e a amina do linker. O corte de ligagdes dos linkers fotolabeis é
geralmente efectuado por meio de radiagdo UV com um comprimento de onda de 350 nm,
usando intensidades e periodos de tempo conhecidos da técnica. O corte de ligagbes dos
linkers resulta na libertagdo de uma amida priméaria no marcador. Os exemplos de linkers
fotolabeis incluem ésteres de nitrofenil-glicina, cloretos e metanosulfonatos de exo- e endo-
2-benzonorborneilo e o acido 3-amino-3(2-nitrofenil)propidnico. Como exemplos de corte
enzimatico de ligacdes encontram-se o corte de ligagdes éster pelas esterases, o corte das
ligagbes fosfodiester por acgdo das nucleases, o corte das ligagbes peptidicas pelas

proteases, etc.
Um componente de linker preferido possui uma estrutura orto-nitrobenzilica, tal como
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se mostra abaixo:

em gue um atomo de carbono numa das posigoes a, b, b, d ou e é substituido por —
L3-X, e L' (que corresponde de preferéncia a uma ligagao directa) esta presente a esquerda
de N(R") na estrutura acima. Um tal componente de linker é susceptivel ao corte selectivo
foto-induzido da ligagdo entre o carbono marcado como "a” e N(R"). Tipicamente, a
identidade de R' nao € critica para a reaccdo de corte da ligagdo, no entanto, R’

corresponde preferenciaimente a hidrogénio ou hidrocarbilo. O presente invento prevé que,
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na estrutura acima, -N(R")- possa ser substituido por =O-. igualmente na estrutura acima,
uma ou mais das posigdes b, ¢, d ou e podera opcionalmente ser substituida com um grupo
alquilo, alcoxi, fluoreto, cloreto, hidroxilo, carboxilato ou amida, sendo estes substituintes
seleccionados de modo independente em cada ocorréncia.

Um outro componente de linker prefarido que possui uma ancora quimica Ly

apresenta a seguinte estrutura:

em gue uma ou mais das posigdes b, ¢, d ou e & substituida com hidrogénio, alquilo,
alcoxi, fluoreto, cloreto, hidroxilo, carboxilato ou amida, R' corresponde a hidrogénio ou
hidrocarbilo e R? corresponde a —OH ou a um grupo que protege ou activa um acido
carboxilico para a ligagdo com outra porgdo molecular. Os grupos de fluorocarbono e
hidrofluorocarbono constituem grupos preferidos que activam um é&cido carboxilico para a

ligacao a outra porgédo molecular.

3. Molécula de Interesse (MOI)

Os exemplos de MOIs incluem acidos nucleicos ou analogos de acidos nucleicos
(p.ex., PNA), fragmentos de acidos nucleicos, acidos nucleicos sinteticos ou seus
fragmentos, oligonucledtidos (p.ex., DNA ou RNA), proteinas, peptidos, anticorpos ou
fragmentos de anticorpos, receptores, ligendos de receptores, membros de um par de
ligandos, citoquinas, hormonas, oligossacaridos, rmoléculas organicas sintéticas, farmacos e
combinacdes de todos estes elementos. :

As MOls preferidas correspondem a fragmentos de acidos nucleicos. Os fragmentos
de acidos nucleicos preferidos constituem sequéncias de primer que sao complementares
de sequéncias presentes em vectores, sendo cs vectores usados em sequenciagao de
bases. De preferéncia, um fragmento de acido nucleico € ligado directa ou indirectamente a
um marcador num local distinto da extremidade 3’ do fragme_ntd; e mais preferencialmente a
nivel da extremidade 5 do fragmento. Os fragmentos de acidos nucleicos podem ser
adquiridos comerciaimente ou preparados a partir de bases de dados genéticas (p.ex., Dib
et al., Nature 380:152-154, 1996 e CEPH Genotype Database, htip://www cephbfr) e

fornecedores comerciais (p.ex., Promega, Madison, WI).

49

——



Tal como aqui € usado, o termo MOI inclui derivados de uma MOI que contém
funcionalidades uteis para a ligagdo da MOl ao composto T-L-L,. Por exemplo, uma
molécula de acido nucleico que possui uma ligacdo fosfodiéster a nivel da extremidade 5,
em que o fosfodiéster se encontra iguaimente ligado a uma alquilenoamina, constitui uma
MOI. Uma tal MOl encontra-se descrita, p.ex., na Patente dos EUA n°® 4.762.779, que é aqui
incorporada para referéncia. Um acido nucleico contendo uma modificagdo interna constitui
igualmente uma MOI. Um exemplo de modificagdo interna de um fragmento de &cido
nucleico ocorre quando uma base (p.ex., adenina, guanina, citosina, timidina, uracilo) é
modificada para adicionar um grupo funcional reactivo. Tais fragmentos de acidos nucleicos
com uma modificagdo interna sdo comercializados, p.ex., pela empresa Glen Research,
Herndon, VA. Outro exemplo de modificagao interna de um fragmento de acido nucleico
ocorre quando um fosforamidato abasico € usado para sintetizar um fosfodiéster modificado
que € interposto entre um grupo agucar e um grupo fosfato de um fragmento de acido
nucleico. O fosforamidato abasico contém um grupo reactivo que possibilita a ligagcdo de um
fragmento de acido nucleico contendo esta porcdo molecular derivada do fosforamidato a
uma outra porcao molecular, p.ex. um composto T-L-L,. Tais fosforamidatos abasicos sao

comercializados, p.ex., pela empresa Clonetech Laboratories, Inc., Palo Alto, CA.

4. Ancoras quimicas (Lp)

Uma &ncora quimica constitui um arranjo atéomico estavel mas reactivo presente
como parte de ‘'uma primeira molécula, sendo que a ancora pode sofrer uma reaccgéo
quimica com uma ancora quimica compiementar presente como parte de uma segunda
molécula de modo a se formar uma ligagdo covalente entre as duas moléculas. Por
exemplo, a &ncora quimica podera ser um grupo hidroxilo e a ancora quimica complementar
podera ser um grupo de acido carboxilico (ou um seu derivado activado, p.ex., um éster de
hidrofluoroarilo), sendo que a reacgdo entre estas duas ancoras forma uma ligagdo
covalente (especificamente, uma ligagao éster) que une as duas moléculas.

As ancoras quimicas poderao ser usadas num grande numero de reacches
formadoras de ligagdes covalentes que sdo adequadas para ligar marcadores a linkers, e
linkers a MOls. Tais reacgbes incluem a alquilagdo (p.ex., para formar éteres, tioéteres),
acilagao (p.ex., para formar ésteres, amidas, carbamatos, ureias, tioureias), fosforilacao
(p.ex., para formar fosfatos, fosfonatos, fosforamidas, fosfonamidas), sulfonilacao (p.ex.
para formar sulfonatos, sulfonamidas), condensagio (p.ex., para formar iminas, oximas,
hidrazonas), sililagao, formacao de dissulfuretos e gera¢ao de intermedidrios reactivos, tais

como nitrenos e carbenos, por fotélise. Em geral, as ancoras e as reacgdes de formacéao de
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ligacbées que sdo adequadas para a ligacdo de marcadores a linkers sio também
apropriadas para a ligacao de linkers a MOls, e vice-versa. Em alguns casos, a MOl podera
sofrer uma prévia modifica¢@o ou derivatizagdo para se obter a ancora necessaria a ligagao
com o linker.

Um tipo de ligagdo especialmente Util para a ligacdo de linkers a MOls é a ligacao
dissulfureto. A sua formagao requer a presenga de um grupo tiol (“ancora”) no linker e de
outro grupo tiol na MOI. E ent3o suficiente utilizar condigdes suaves de oxidacio para ligar
os dois tidis sob a forma de dissulfureto. A formacgao da ligagao dissulfureto podera também
ser induzida através do uso de um excesso de um reagente apropriado de transferéncia de
dissulfuretos, p.ex., disulfuretos de piridilo. Uma vez que a formacao de dissulfuretos é
faciimente reversivel, o dissulfureto podera também ser usado como ligagdo susceptivel de
corte para libertar o marcador, se desejado. Tal é tipicamente realizado sob condicdes
suaves semelhantes, usando um excesso de um reagente apropriado de transferéncia de
ticis, p.ex., ditiotreitol.

A formacgao de ligagbes amida reveste-se de particular interesse na ligacdo de
marcadores (ou marcadores com linkers) a oligonucledtidos. Podem introduzir-se faciimente
ancoras de aminas alifaticas primarias em oligonucleétidos sintéticos com fosforamiditos, tal
como o 6-monometoxitritilhexilcianoetil-N,N-diisopropil-fosforamidito (disponivel através da
Glenn Research, Sterling, VA). As aminas encontradas em nucleétidos naturais como a
adenosina e a guanosina sdo virtualmente nao reactivas quando comparadas com a amina
primaria introduzida. Esta diferenca de reactividade faz com que seja possivel a formacao
selectiva de amidas e grupos de ligacao relacionados (p.ex., ureias, tioureias, sulfonamidas)
com a amina primaria introduzida e ndo com as aminas nucleotidicas.

Tal como listado no catalogo de Sondas Moleculares (Eugene, OR), uma
enumeracao parcial de grupos funcionais reactivos com aminas inclui ésteres carboxilicos
activados, isocianatos, isotiocianatos, haletos de sulfonilo e diclorotriazencs. Os ésteres
activos constituem excelentes reagentes para a modificagdo de aminas, uma vez que os
produtos de amida que se formam sao muito estaveis. Adicionalmente, estes reagentes
exibem uma boa reactividade com as aminas alifaticas e baixa reactividade com as aminas
nucleotidicas dos oligonucleétidos. Os exemplos de ésteres activos incluem os ésteres de
N-hidroxisuccinimida, os ésteres de pentafluorofenilo, os ésteres de tetrafluorofenilo e os
ésteres de p-nitrofenilo. Os ésteres activos sdo também (teis por poderem ser produzidos a
partir de virtualmente qualquer molécula que contenha um acido carboxilico. Os métodos de
producdo de ésteres activos encontram-se listados em Bodansky (Principles of Peptide

Chemistry (2% ed.), Springer Verlag, Londres, 1993).
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5. Ligacdo ao Linker

Tipicamente, & usado apenas um tipo de linker para ligar um conjunto ou familia
particular de marcadores a um conjunto ou familia particular de MOls. Numa forma de
realizacao preferida para o invento, pode seguir-se um procedimento Unico e uniforme para
criar todas as variantes de estruturas T-L-MOI. Tal torna-se especialmente vantajoso
quando o conjunto de estruturas T-L-MOI é vasto, uma vez que permite a preparacdo do
conjunto atraves da utilizagdo dos métodos da quimica combinatorial ou de outra tecnologia
de processamento em paralelo. De forma similar, o uso de um sé tipo de linker permite a
utilizagado de um procedimento unico e uniforme para o corte de ligagbes em todas as
variantes de estruturas T-L-MOI. De novo, isto torna-se vantajoso quando se tem um
conjunto vasto de estruturas T-L-MOI, uma vez que o conjunto pode ser processado de
forma paralela, repetitiva e/ou automatizada.

Existe, no entanto, outra forma de realizagao do presente invento segundo a qual séo
usados dois ou mais tipos de linker para ligar diferentes subconjuntos de marcadores a
subconjuntos correspondentes de MOIs. Neste caso, poderao utilizar-se condigdes de corte
selectivo de ligagdes para cortar cada um dos linkers de modo independente, sem cortar os
linkers presentes em outros subconjuntos de MOls.

Existem muitas reac¢des de formagao de ligacdes covalentes que sdo adequadas
para ligar os marcadores aos linkers, e os linkers as MOIls. Estas reaccdes incluem a
alquilagao (p.ex., para formar éteres, tioéteres), acilacao (p.ex., para formar ésteres, amidas,
carbamatos, ureias, tioureias), fosforilacao (p.ex., para formar fosfatos, fosfonatos,
fosforamidas, fosfonamidas), condensacao (p.ex., para formar iminas, oximas, hidrazonas),
sililagao, formagao de dissulfuretos e geracdo de intermediarios reactivos, tais como os
nitrenos ou carbenos, por fotélise. Em geral, as ancoras e as reacgdes de formacao de
ligacdes que sao adequadas para efectuar a ligagdo dos marcadores aos linkers sé&o
também apropriadas para ligar os linkers as MOI, e vice-versa. Em alguns casos, a MOI
podera sofrer uma prévia modificag@o ou derivatizacdo para fornecer a 4ncora necessaria a
ligacao com o linker.

Um tipo de ligagao especialmente util para a ligacao de linkers a MQls é a ligagéo
dissulfureto. A sua formacao requer a presenca de um grupo tiol (“dncora”’) no linker e de
outro grupo tiol na MOI. E entdo suficiente utilizar bondigées suaves de oxidacao para ligar
os dois tidis sob a forma de dissulfureto. A formacgao da ligagao dissulfureto podera também
ser induzida através do uso de um excesso de um reagente apropriado de transferéncia de

dissulfuretos, p.ex., disulfuretos de piridilo. Uma vez que a formacédo de dissulfuretos é
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facilmente reversivel, o dissulfureto podera também ser usado como ligagdo susceptivel de
corte para libertar o marcador, se desejado. Tal é tipicamente realizado sob condicdes
suaves semelhantes, usando um excesso de um reagente apropriado de transferéncia de
tidis, p.ex., ditiotreitol. '

A formagdo de ligacdes amida reveste-se de particular interesse na ligacdo de
marcadores a oligonuclesdtidos. Podem introduzir-se facilmente ancoras de aminas alifaticas
primarias em oligonucledtidos sintéticos com fosforamiditos, tal como o 6-
monometoxitritilhexilcianoetil-N,N-diisopropil-fosforamidito  (disponivel através da Glenn
Research, Sterling, VA). As aminas encontradas em nucleétidos naturais como a adenosina
€ a guanosina sao virtualmente ndo reactivas quando comparadas com a amina primaria
introduzida. Esta diferenga de reactividade faz com que seja possivel a formacgado selectiva
de amidas e grupos de ligagéo relacionados (p.ex., ureias, tioureias, sulfonamidas) com a
amina primaria introduzida e ndo com as aminas nucleotidicas.

Tal como listado no catalogo de Sondas Moleculares (Eugene, OR), uma
enumeracao parcial de grupos funcionais reactivos com aminas inclui ésteres carboxilicos
activados, isocianatos, isotiocianatos, haletos de sulfonilo e diclorotriazenos. Os ésteres
activos constituem excelentes reagentes para a modificagdo de aminas, uma vez que 0s
produtos de amida q>ue se formam sdo muito estaveis. Adicionalmente, estes reagentes
exibem uma boa reactividade com as aminas alifaticas e baixa reactividade com as aminas
nucleotidicas dos oligonucleétidos. Os exemplos de ésteres.activos incluem os ésteres de
N-hidroxisuccinimida, os ésteres de pentafluorofenilo, os ésteres de tetrafluorofenilo e os
esteres de p-nitrofenilo. Os ésteres activos sdo também Uteis por poderem ser produzidos a
partir de virtuaimente qualquer molécula que contenha um acido carboxilico. Os métodos de
producdo de ésteres activos encontram-se listados em Bodansky (Prr‘nbip/es of Peptide
Chemistry (22 ed.), Springer Veriag, Londres, 1993).

Existem numerosos reagentes comerciais de cross-linking que podem usar-se como
linkers (p.ex., ver Cross-linkers no Catalogo Pierce, Pierce Chemical Co., Rockford, IL).
Entre estes encontram-se reagentes de cross-linking homobifuncionais reactivos com
aminas que sao exemplificados por imidoésteres homobifuncionais e ésteres de N-
hidroxisuccinimidilo (NHS). Existem igualmente reagentes heterobifuncionais de cross-
linking possuindo dois ou mais grupos reactivos diferentes que sdo responsaveis pelas
reac¢gdes sequenciais. Os imidoésteres reagem rapidamente com aminas a pH alcalino. Os
ésteres NHS geram produtos estaveis por reaccao com aminas primarias ou secundarias.
As maleimidas, os haletos de alquilo e arilo, os alfa-haloacilos e os dissulfuretos de piridilo

reagem com tidis. As maleimidas sao especificas para os grupos sulfidrilo dos tiéis a pH 6,5-



7,5, e a pH alcalino podem tornar-se reactivas com aminas. A ligacéo tioéter é estavel sob
condigées fisiologicas. Os reagentes de cross-linking de tipo alfa-haloacetilo contém o grupo
lodoacetilo e sdo reactivos face aos sulfidrilos. Os imidazoéis tém a capacidade de reagir com
a porgao molecular de iodoacetilo, mas a reacgao é muito lenta. Os dissulfuretos de piridilo
reagem com os grupos tiol para formar uma ligacdo dissulfureto. As carbodiimidas
estabelecem a ligagdo de carboxilos com aminas primarias de hidrazidas, o que da origem a
formagéo de uma ligagao acil-hidrazina. As arilazidas constituem reagentes de fotoafinidade
que sao guimicamente inertes até serem expostas a radiagdo UV ou a luz visivel. Quando
estes compostos sdo fotolisados a 250-460 nm, forma-se um nitreno de arilo reactivo. O
nitreno de arilo reactivo é relativamente ndo especifico. Os glioxais sdo reactivos face a
porcao de guanidinilo da arginina.

Numa forma de realizacéo tipica do presente invento, um marcador é inicialmente
ligado a um linker; em seguida, a combinagao de marcador e linker € ligada a uma MOI para
criar a estrutura T-L-MOI. Alternativamente, a mesma estrutura é criada ligando inicialmente
um linker a uma MOI, e ligando entdo o conjunto de linker e MOl a um marcador. Como
exemplo temos a situagdo em que a MOI é um primer de DNA ou um oligonucleétido. Neste
caso, o marcador € tipicamente ligado em primeiro lugar a um linker, sendo entdo o T-L
ligado a um primer de DNA ou a um oligonucleétido, usando-se posteriormente o conjunto,
por exemplo, numa reacg¢ao de sequenciacio.

Um modo util de ligar reversiveimente um marcador a uma MOI (p.ex., um
oligonucledtido ou um primer para sequenciagdo de DNA) consiste em utilizar um linker
quimicamente labil. Uma concepgéo preferida para o linker permite-lhe ser cortado quando é
exposto a um acido orgénico volatil, por exemplo, acido triflucroacético (TFA). O TFA, em
particular, &€ compativel com a maioria dos métodos de ionizagdo em espectrometria de
massa, incluindo o electrospray.

O invento compreende também composi¢des para a andlise de mutagdes. Uma
composigao util para a andlise de mutagdes compreende um par de compostos com a
férmula:

TVS-L-MOI

em que T"® & um grupo organico detectavel por espectrometria de massa, formado
por carbono, pelo menos um atomo de hidrogénio e de flior, e atomos opcionais
seleccionados a partir do grupo formado por oxigénio, azoto, enxofre, fésforo e iodo. Na
formula, L € um grupo organico que permite que se dé o corte da ligagio entre a porcao
molecular contendo T e a porgdo remanescente do composto, sendo que a porgcao

molecular contendo TS compreende um grupo funcional gque suporta um estado ionizado de
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carga unica quando o composto é submetido a espectrometria de massa e € seleccionado a
partir do grupo de amina terciaria, amina quaternaria e acido organico. Na formula, MOI
corresponde a um fragmento de acido nucleico, sendo que L é conjugado com MOI em outro
local que nao a extremidade 3°'da MOI. A composicao compreende pares de compostos em
que os membros de um par possuem grupos T™° nao idénticos e tém sequénciaé idénticas
excepto em uma posigao de base, posicao essa em que as bases ndo sio idénticas. Em
outra forma de realizagdo da composicao do invento, os membros do par de compostos
possuem grupos T™S nao idénticos e tém sequéncias idénticas excepto em uma posicado de
base, na qual as bases nao sao idénticas. Estas composicdes sdo entao adicionadas a uma
sequéncia de acido nucleico ligada a um suporte, sequéncia essa que ¢ idéntica a
sequéncia de um dos membros de cada par. Assim, o invento fornece uma composigcéo que
compreende uma pluralidade de pares de compostos, tal como descrito acima, e que
compreende ainda uma mesma pluralidade de acidos nucleicos imobilizados num suporte
solido, em que cada membro da pluralidade de acidos nucleicos bossui uma sequéncia de
bases que é exactamente complementar a de um dos membros de cada par.

O invento proporciona ainda um kit para a analise de mutacbes que compreende
uma pluralidade de conjuntos de reac¢do. Cada conjunto de reac¢do compreende um par de
compostos com a formula:

T™S.L-MOI

em que T"® & um grupo organico detectavel por espectrometria de massa, formado
por carbono, pelo menos um atomo de hidrogénio e de fluor, e atomos opcionais
seleccionados a partir do grupo formado por oxigénio, azoto, enxofre, fosforo e iodo. Na
formula, L € um grupo orgéanico que permite que se dé o corte da ligacdo entre a porgéao
molecular contendo TS e a porgdo remanescente do composto, sendo que a porgao
molecular contendo TS compreende um grupo funcional que suporta um estado ionizado de
carga unica quando o composto € submetido a espectrometria de massa e é seleccionado a
partir do grupc de amina terciaria, amina quaternaria e acido organico. Na formula, MOI
corresponde a um fragmento de acido nucleico, sendo que L é conjugado com MOl em outro
local que nao a extremidade 3°'da MOI. No kit, os compostos de cada par possuem grupos
TS nao idénticos e tém sequéncias idénticas excepto em uma ou duas posicdes de bases,
posicdes essas em que as bases nao sdo idénticas. Num kit preferido, a pluralidade é de

pelo menos 3, e mais preferencialmente de pelo menos 5.

55



B. ENSAIOS

Tal como salientado acima, o presente invento contempla uma grande variedade de
ensaios, nos quais os marcadores e a metodologia de detecgao aqui apresentados podem
ser utilizados para aumentar grandemente a sensibilidade e o rendimento do ensaio. Num
dos aspectos do invento, poderao utilizar-se estes métodos para detectar a ligacdo de um
primeiro membro a um segundo membro de um par de ligandos, compreendendo os passos
de (a) combinar um conjunto de primeiros membros marcados com uma amostra bioldgica
que podera conter um ou mais segundos membros, sob condigbes e-durante o tempo
suficientes para permitir a ligacado de um primeiro membro a um segundo membro, sendo
que o dito marcador se correlaciona com um primeiro membro em particular e é detectavel
por espectrometria nao fluorescente ou por potenciometria, (b) separar o primeiro e o
segundo membros ligados dos membros nao ligados, (c) separar o marcador do primeiro
membro marcado (por corte da ligagdo entre eles); e (d) detectar o dito marcador por
espectrometria nao fluorescente ou por potenciometria, e deste modo detectar a ligagdo do
primeiro membro ao segundo membro.

Podera utilizar-se uma grande variedade de pares de primeiro e segundo membros
dentro do contexto do presente invento, incluindo, por exemplo, moléculas de acidos
nucleicos (p.ex., DNA, RNA, analogos de acidos nucleicos como o PNA, ou qualquer
combinacdo destes elementos), proteinas ou polipéptidos (p.ex., um anticorpo ou
fragmentos de um anticorpo; p.ex., anticorpos monoclonais, anticorpos policlonais ou
parceiros de ligagdo como um CDR), oligossacaridos, hormonas, moléculas organicas e
outros substratos (p.ex., xenobidticos como uma molécula de glucuronidase-farmaco), ou
qualquer outro ligando de um par de ligandos. Dentro de varias formas de realizacdo do
invento, o primeiro e segundo membros poderdo possuir o mesmo tipo de molécula ou
pertencer a grupos de moléculas diferentes. Por exemplo, os pares representativos de
ligandos de primeiro membro/segundo membro incluem: . molécula de acido
nucleico/molécula  de acido nucleico, anticorpo/molécula  de acido nucleico;
anticorpo/hormona; anticorpo/xenobidtico; e anticorpo/proteina.

Com o objectivo de aprofundar a compreensao dos ensaios que podem ser
realizados no ambito da presente exposi¢ao, é abaixo fornecida uma descricao de certos

ensaios particularmente preferidos.
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1. Ensaios de Acidos Nucleicos

a. Introdugéo

Tal como salientado acima, o presente invento apresenta igualmente uma grande
variedade de métodos no ambito dos quais os marcadores e/ou linkers susceptiveis
de corte acima descritos podem ser utilizados em substituicio dos marcadores
tradicionais (p.ex., marcadores radioactivos, fluorescentes ou enzimaticos), de modo
a aumentar, para um dado método, a especificidade, a sensibilidade ou o nimero de
amostras que podem ser analisadas em simultaneo. Os exemplos representativos de
metodos que podem ser melhorados incluem as reacgdes convencionais de
hibridizagdo de acidos nucleicos (ver Sambrook et al., supra), as reacgbes de
diagnostico como a Tecnologia de Ciclagem de Sonda (CPT) (ver Patentes dos EUA
nos. 4.876.187 e 5.011.769) ou o Ensaio de Ligagdo entre Oligonucleotidos (OLA)
(Burket et al., Science 196:180, 1987). Estas e outras técnicas serdo abaixo

apresentadas em maior detalhe.

b. Técnicas de Hibridizagéo v

O éxito da clonagem e sequenciacdo de um gene permite a investigacdo da sua
estrutura e expressao ao tornar possivel a detecgao deste gene ou do seu mRNA a partir de
um vasto “pool” de moléculas de DNA ou RNA nao relacionadas entre si. A quantidade de
mMmRNA que codifica para uma proteina especifica presente num tecido & um parametro
importante para a actividade de um gene e pode relacionar-se significativamente com a
actividade dos sistemas funcionais. A sua regulagdo depende da interaccdo entre
sequéncias presentes no interior do gene (elementos cis-actuantes) e proteinas de ligacéo
ao DNA especificas de sequéncia (factores trans-actuantes), que sdo activadas
especificamente por cada tecido ou por sistemas de hormonas e segundos mensageiros.

Encontram-se disponiveis diversas técnicas para a andlise de um gene em particular,
das suas sequéncias reguladoras, do seu mRNA especifico e da regulagdo da sua
expressao,; estas técnicas incluem a analise por Southern Blot ou por Northern Blot, o ensaio
de protecc¢ao de ribonuclease (RNase) e a hibridizaco in situ.

As variagées da composigdo nucleotidica de um dado gene poderdo possuir uma
grande relevancia fisiopatolégica. Quando as variagbes ocorrem em regifes n3o
codificantes (regibes flanqueadoras 5,3’ e intron), a regulacdo da expressdao genética
podera ser afectada, causando uma activagéo ou inibicdo anormais. Quando as variacdes
se localizam nas regides codificante do gene (exons), estas podem resuitar na alteragcao do

funcionamento das proteinas ou na produgéo de proteinas disfuncionais.
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Assim, uma dada sequéncia de um gene pode correlacionar-se com uma doenga
especifica e podera ter utilidade como marcador da doenga. Um dos objectivos principais da
pesquisa no campo da medicina &, deste modo, o de detectar estas variacdes genéticas
para as utilizar como ferramentas de diagnostico e reunir informacdes importantes para o
conhecimento dos fenémenos fisiopatoldgicos.

O meétodo basico para analise de uma populagao relativamente as variagdes que
ocorrem em determinado gene € a analise de DNA através da tecnica de Southern Blot.
Abreviadamente, é feita a digestdo de DNA genomico preparado com uma enzima de
restricio (RE), obtendo-se um grande numero de fragmentos de DNA com diferentes
extensdes, determinados pela presencga do local especifico de reconhecimento da RE no
genoma. Os alelos de um dado gene que possuam mutagdes no interior deste local de
restricdo serdo cortados em fragmentos que sao diferentes no que respeita ao seu numero e
extensdo. Este fendmeno & designado por polimorfismo da extensao dos fragmentos de
restricdo (RFLP) e pode constituir um importante marcador de diagndstico, possuindo
diversas aplicacdes. '

O fragmento a ser analisado & separado do “pool” de fragmentos de DNA e
distinguido de outras espécies de DNA através da utilizacdo de uma sonda especifica.
Assim, o DNA é submetido a fraccionamento electroforético usando um gel de agarose,
seguindo-se a sua transferéncia e fixagdo a uma membrana de nylon‘ ou de nitrocelulose. O
DNA de cadeia simples que foi fixado & hibridizado com um DNA marcado que é
complementar ao DNA a detectar. Apés a remocao das hibridiza¢des nao especificas, o
fragmento de DNA de interesse podera ser visualizado por espectrometria de massa MALDI
(MALDI-MS), tal como abaixo se expde em maior detalhe.

A presenca e a quantificacido de um produto especifico de transcricdo de um gene e
a sua regulacao através de parametros fisiolégicos pode ser analisada através da técnica de
Northern Blot e do ensaio de proteccao de Rnase.

Estes métodos baseiam-se na hibridizacdo de um “pool” de RNA celular total a uma
sonda especifica. Na técnica de Northern Blot, o RNA total de um tecido é fraccionado por
electroforese usando um gel de agarose, sendo depois transferido e imobilizado sobre um
RNA anti-sentido marcado (cDNA), complementar ao RNA a detectar. Esta sonda de cRNA
€ entdo marcada como aqui se descreve. Através da aplicacao de condicdes de lavagem
rigorosas, as moléculas ligadas de modo inespecifico sao eliminadas. As moléculas
especificamente ligadas podem entdo ser detectadas por MALDI-MS. Adicionalmente, a
especificidade pode ser controlada através da comparacdo das dimensdes do mRNA

detectado com as dimensdes previstas para o mRNA de interesse.
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Mais rapido mas menos especifico, o método “dot-blot" & executado a semelhanca da
técnica de Northern Blot, diferindo no facto de o RNA ser transferido directamente para a
membrana sem se fazer um fraccionamento prévio. Assim, no dot-blot, o0 RNA é imobilizado
inespecificamente.

O método mais especifico para a detecgdo de uma espécie de mRNA ¢ o ensaio de
proteccdo de Rnase. Abreviadamente, o RNA total de um tecido ou cultura celular e
hibridizado com um cRNA especifico marcado de homologia completa. A especificidade é
conseguida mediante uma digestdo subsequente por RNase. Os fragmentos nao
hibridizados da cadeia simples de RNA e os fragmentos inespecificamente hibridizados,
mesmo com pequenas nao-correspondéncias, serao reconhecidos e cortados, enquanto que
o RNA de cadeia dupla com homologia completa ndo é acessivel a enzima e estara
protegido. Apos a remog&o da RNase por digestdo com proteinase K e extracgao por fenol,
o fragmento protegido especifico pode ser separado dos produtos de degradacao,
geraimente num gel desnaturante de poliacrilamida, e a extensdo prevista pode ser
verificada por HPLC. Todos os ensaios acima descritos podem ser quantificados por
espectrometria ndo fluorescente ou por potenciometria.

A localizacdo precisa de um dado mRNA numa populacéo especifica de células que
fazem parte de um tecido pode ser determinada através de hibridizagao in-situ. Este método
& analogo a técnica imunocitoquimica e pode, de facto, ser utilizado em simultdneo com a
imunocitoquimica na mesma secgao para descobrir, por exemplo, se uma certa proteina €
realmente sintetizada a nivel local ou se € captada a partir de outras fontes. Para além da
possibilidade de identificar o tipo celular que expressa um tipo especifico de mRNA, a
hibridizacdo in situ podera revelar-se um método ainda mais sensivel do que a analise de
uma preparacio de RNA de tecido total utilizando as técnicas acima descritas. Isto acontece
quando o mRNA ¢é expresso em elevadas concentragbes por uma regido ou tipo celular
muito restritos no interior do tecido, que seriam diluidos por homogeneizagao do tecido total.
A analise da expressdo genética através da hibridizagdo in-situ reveste-se, assim, de
particular importancia em tecidos heterogéneos, como o cérebro. Para a hibridizagao in-situ,
os tecidos tém de ser congelados ou fixados por perfusdo e seccionados de acordo com o
protocolo histoquimico. O protocolo de hibridizagdo para as secgdes de tecido e para as
sondas marcadas &€ semelhante ao de outros métodos de hibridizagao acima descritos. E

possivel realizar uma analise semiquantitativa.
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c¢. cDNAs como Populagbes Representativas de mRNAs, e seu Uso como Sondas

A maioria dos mRNAs é transcrita a partir de sequéncias de coépia simples. Outra
propriedade dos cDNAs é a de que estes representam uma regiado mais longa do genoma,
devido aos introns que se encontram presentes na versdo cromossémica da maioria dos
genes. A representacéo varia de gene para gene mas podera ser bastante significativa, ja
que muitos genes abrangem mais do que 100 kb no DNA genomico, extensao representada
num sé cDNA. Uma utilizagao possivel para a hibridizacdo molecular consiste no uso de
sondas de uma espécie para detectar clones provenientes de outra espécie. A divergéncia
de sequéncias entre os mRNA do rato e do homem permite a reassociagéo especifica
cruzada de sequéncias longas, mas, exceptuando o caso das regibes altamente
conservadas, evita a hibridizagao cruzada dos primers de PCR.

A andlise diferencial em amostras biolégicas complexas, tal como o sistema nervoso
em desenvolvimento, utilizando sondas de cDNA produzidas a partir de células isoladas é
agora possivel gragcas ao desenvolvimento das técnicas de amplificacao baseadas em PCR
e em cRNA. Diversos grupos de trabalho referiram ja a criagdo de coleccoes de cDNA a
partir de pequenas quantidades de poli(A) + RNA (1 ng ou menos) preparadas a partir de
10-50 celulas (Belyav et al., Nuc. Acids Res. 17:2919, 1989). Se bem que estas colecgdes
se tenham mostrado suficientemente representativas da complexidade do mRNA, a
dimensao média do fragmento de insercdo do cDNA nestas colecgdes era bastante pequeno
(< 2 kb).

Mais recentemente, combinaram-se varias metodologias para gerar sondas
baseadas em PCR (Lambolez et al., Neuron 9:247, 1992) é baseadas em cRNA (Van Gelder
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:1663, 1990) a partir de células isoladas. Apés recolha
de registos eléctricos, o conteldo citoplasmatico de uma célula isolada foi aspirado através
de microeléctrodos de fixagéo para a realizagéo da sintese e amplificacdo in situ do cDNA.
Foi utilizada a técnica de PCR para amplificar o cDNA de mRNAs do receptor selectivo do
glutamato de células de Purkinje isoladas, e do mMRNA GFAP de células isoladas da glia,
provenientes de uma cultura cerebelar organotipica (Lambolez et al., Neuron 9:247, 1992).
No caso da amplificacdo do cRNA, foram concebidas sequéncias promotoras da transcrigido
sob a forma de primers para sintese de cDNA, gerando-se cRNAs antisentido complexos
por transcricdo com RNA polimerases de 'bacteric’)fagos.

Assim, numa das formas de realizagado do invento, poderdo ser utilizados cRNAs
marcados como sondas marcadas para analisar coleccées de cDNA aleatoriamente ou em
experiéncias de “definicdo do perfil de express&o”, analisando produtos de Southern Blot

que contenham fragmentos de ¢cDNA com interesse (receptores, factores de crescimento,
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canais idnicos, etc.). Parece que a falta de linearidade da amplificagao, frequentemente
encontrada nas abordagens baseadas em PCR, é minimizada com os métodos baseados
em cRNAs.

d. Ensaio de Ligagédo Entre Oligonucledtidos

O ensaio de ligagao entre oligonucleétidos constitui uma extensio das analises por
PCR que utiliza um ensaio baseado em ELISA (OLA, Nickerson et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 87:8923, 1990) para detectar os produtos de PCR que contém as sequéncias;alvo. 4
Assim, s&o eliminados os processos de electroforese em gel e de hibridizagao em colénias.
Abreviadamente, o OLA utiliza dois nucledtidos adjacentes: uma sonda ‘reporter” (marcada
a nivel da extremidade 5') e uma sonda de “ancora” 5'-fosforilada/3 -biotinilada. Os dois
oligonucleotidos, que sdo complementares a sequéncias internas dos primers de PCR, sao
submetidos a annealing com o DNA-alvo e, se existir complementaridade perfeita, as duas
sondas sdo ligadas por acgdo da DNA ligase de T4. A captura da sonda de ancora
biotinilada em estreptavidina imobilizada e a analise para detecgdo da sonda reporter
covalentemente ligada permitem testar a presenca ou auséncia de sequéncias-alvo entre os

produtos de PCR.

e. Aplicagdo de Técnicas de Hibridizagdo
i. Area Forense

A identificagdo de individuos a nivel da variagdo de sequéncias de DNA ofefece
diversas vantagens praticas sobre os critérios convencionais como as impressdes digitais, o
tipo sanguineo ou as caracteristicas fisicas. Em contraste com a maioria dos marcadores
fenotipicos, a andlise de DNA permite prontamente a dedugdo de relagbes entre os
individuos, tal como requerido no teste de paternidade. A analise genética mostrou-se de
grande utilidade em transplantes de medula éssea, em que € necessario distinguir entre as
celulas estreitamente relacionadas do dador e do recipiente. Sdo actualmente utilizados dois
tipos de sondas para analise do DNA por técnicas de Blot. As sondas de DNA “polimorficas
de mini-satélite identificam sequéncias multiplas de DNA, cada uma das quais se encontra
presente sob formas variaveis em diferentes individuos, gerando-se. deste modo padrdes
complexos e altamente variaveis entre individuos. As sondas VNTR identificam sequéncias
isoladas no genoma, mas estas sequéncias poderdo estar presentes em até 30 formas
diferentes na populagdo humana, distinguindo-se pela dimensdo dos fragmentos
identificados. A probabilidade de que individuos ndo relacionados possuam padroes

idénticos de hibridizagdo com multiplas VNTR ou sondas mini-satélite € muito baixa. Uma
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quantidade de tecido muito menor do que a requerida para produzir os blots de DNA, até um
cabelo isolado, fornece DNA suficiente para realizar uma analise baseada em PCR dos
marcadores geneticos. Do mesmo modo, pode utilizar-se tecido parcialmente degradado
para analise, uma vez que sdo apenas necessarios pequenos fragmentos de DNA. As
analises forénsicas de DNA serdo eventualmente realizadas sobre sequéncias polimorficas
de DNA que podem ser estudadas através de ensaios automatizados simples, como o OLA.
Por exemplo, a analise de 22 sequéncias de genes distintas, estando cada uma delas
presente sob duas formas diferentes na populagdo, podera gerar 1010 resultados diferentes,

permitindo a identificagéo individualizada de seres humanos.

ii. Diagnostico de Tumores

A deteccdo de oncogenes virais ou celulares constitui outro campo de aplicacéo
importante das técnicas de diagnéstico com acidos nucleicos. Os oncogenes virais
(oncogenes v) sdo transmitidos por retrovirus, enquanto que os seus correspondentes
celulares (oncogenes c) se encontram ja presentes em células normais. Os oncogenes
celulares podem, no entanto, ser activados por modificagdes especificas, tais como
mutagées pontuais (como acontece com o oncogene c-K-ras no carcinoma da bexiga e nos
tumores colorectais), a inducdo de promotores, a amplificacdo de genes (como acontece
com o gene N-myc no neuroblastoma) ou o rearranjo de cromossomas (como na
translocagéo do oncogene c-abl do cromossoma 9 para o cromossoma 22, na leucemia
mieldide cronica). Cada um dos processos de activagdo conduz, juntamente com processos
degenerativos adicionais, a um crescimento celular aumentado e incontrolado. Os
chamados “oncogenes recessivos” que tém de ser inactivados para que se dé a formacéo
de um tumor (como acontece com o gene Rb do retinoblastoma e no osteosarcoma) podem
também ser detectados com a ajuda de sondas de DNA. Utilizando sondas contra os genes
de imunoglobulinas e contra os genes dos receptores de células T, & possivel a deteccdo de

linfomas a células B e da leucemia linfoblastica.

iii. Analise de Transplantes

A reaccgdo de rejeicdo de tecidos transplantados € controlada de forma decisiva por
uma classe especifica de antigénios de histocompatibilidade (HLA). Estes sdo expressos a
superficie das células sanguineas apresentadoras do antigénio, p.ex., os macréfagos. O
complexo formado entre o HLA e o antigénio estranho é reconhecido pelas células T-helper
através de receptores correspondentes nas células T que estéo presentes na superficie

celular. A interacgao entre o HLA, o antigénio e o receptor da célula T desencadeia uma
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complexa reacgdo de defesa que leva a uma resposta imune “em cascata” por parte do
organismo. '

O reconhecimento de diferentes antigénios estranhos é mediado por regides
variaveis especificas de antigénio presentes no receptor da célula T — num processo
analogo ao da reacgéo antigénio-anticorpo. Na rejeicdo de um transplante, as células T
expressando um receptor de células T especifico que reconhece o antigénio estranho
poderdo, desta forma, ser eliminadas do “pool” de células T. Estas analises s3o
possibilitadas pela identificacdo de sequéncias variaveis de DNA especificas do antigénio
que sao amplificadas por PCR e que, desta forma, sofrem um incremento selectivo. A
reaccac de amplificacdo especifica permite a identificacdo isolada, especifica de célula, de
um receptor de célula T especifico.

Sao presentemente efectuadas reaccées semelhantes para a identificacdo de
doencgas autoimunes como a diabetes juvenil, a arteriosclerose, a esclerose multipla, a

artrite reumatdide ou a encefalomielite.

iv. Diagnostico do Genoma

Quatro por cento dos recém-nascidos nascem com defeitos genéticos; de entre as
3.500 doengas hereditarias descritas que sao causadas pela modificagcdo de um sé gene, s6
em cerca de 400 se conhecem os defeitos moleculares primarios que as causam.

As doencas hereditarias sdo desde ha muito diagnosticadas através de analises
fenotipicas (anamneses, p.ex., deficiéncias do sangue: talassémias), analises dos
cromossomas (cariotipo, p.ex., mongolismo: trissomia 21) ou analises de produtos dos
genes (proteinas modificadas, p.ex., fenilcetonuria: deficiéncia do enzima fenilalanina
hidroxilase que resulta no aumento de concentracdes do acido fenilpiravico). O uso adicional
de métodos de deteccdo de acidos nucleicos alarga consideravelmente o intervalo de
utilizag&o das técnicas de diagndstico do genoma.

No caso de certas doengas genéticas, a modificagdo de apenas um de dois alelos &
suficiente para que a doenga se manifeste (defeitos monogénicos de transmissao
dominante); em muitos casos, € necessaria a modificacdo dos dois alelos (defeitos
monogenicos de transmissdo recessiva). Num terceiro tipo de defeito genetico, o
desencadeamento da doenga ndo é determinado apenas pela modificagdo do gene mas
também por factores como os habitos alimentares (no caso da diabetes ou da
arteriosclerose) ou o estilo de vida (no caso do cancro). Muito frequentemente, estas
doencas ocorrem em idades avangadas. As doencas como a esquizofrenia, a depresséo

maniaca ou a epilepsia devem também ser mencionadas neste contexto: encontra-se em




investigacao a hipotese de o desencadeamento da doenca nestes casos se encontrar
dependente de factores ambientais, juntamente com a modificacdo de diversos genes em
diferentes localizagtes cromossomicas.

Utilizando a andlise directa e indirecta de DNA, tornou-se possivel efectuar o
diagndstico de uma série de doencas genéticas: anemia de células falciformes, talassémias,
deficiéncia em a1-antitripsina, sindroma de Lesch-Nyhan, fibrose quistica/mucoviscidose,
distrofia muscular de Duchenne-Becker, doenca de Alzheimer deficiéncia mental

dependente do cromossoma X, coreia de Huntington.

v. Doencas Infecciosas

A aplicagdo de métodos de DNA recombinante ao diagnostico de doencgas
infecciosas tem sido mais exaustivamente explorada para as infecgbes virais, ja que o
diagnostico actual destas infecgbes se revela ainda trabalhoso e demorado. A hibridizacao
in situ em tecidos ou culturas de células tornou possivel o diagnéstico da infecgdo aguda e
cronica por herpes. Foi ja referida a utilidade da utilizagéo de tecidos frescos ou fixados por
formalina na deteccdo do papilomavirus no carcinoma invasivo da cérvix uterina e na
deteccdo do HIV, tendo as culturas celulares ja@ sido usadas para a deteccdo do
citomegalovirus e do virus de Epstein-Barr. A aplicagdo de métodos de DNA recombinante
ao diagnostico de doengas microbianas possui potencial para substituir os métodos actuais
baseados no crescimento microbiano, se for possivel satisfazer certos requisitos em termos
de razdo custo-eficacia, rapidez e precisdo. As situagdes clinicas em que foi ja iniciada a
aplicagcao de procedimentos de DNA recombinante incluem a identificagdo de: Neisseria
gonorrhoeae resistente a penicilina, através da presenca de um transposdo; o género
Chlamydia, muito exigente em termos de condigbes de crescimento; micrébios em
alimentos; e ainda a aplicacdo de métodos simples para o seguimento da disseminagao de
uma infecgdo no seio de uma comunidade. O desafio epidemiologico que as doencas
causadas por parasitas como a leishmania e o plasmddio colocam a nivel mundial esta jaa

ser alvo de estudo por métodos recombinantes.

2. Ensaios Baseados em Proteinas

a. Introducgéo
Tal como acima foi referido, uma grande variedade de ensaios baseados em
proteinas pode igualmente ser melhorada por utilizagdo dos marcadores aqui

descritos (ver, p.ex.. Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow e Lane (eds.), Cold
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Spring Harbor Press, 1988. Os exemplos representativos incluem ensaios de antigénio-
anticorpo tais como: imunoelectroforese em contra-corrente (CIEP), ensaios ELISA, ensaios
de competicao ou inibicdo e ensaios de sanduiche, imunoensaios em simultaneo e ensaios
de imunofiltragdo. No entanto, podera ser melhorada uma grande variedade de outros

ensaios, incluindo, por exemplo, os ensaios receptor-ligando e semelhantes.

b. Imunoensaios

Desde o desenvolvimento dos métodos de RIA para a analise da insulina e da
tiroxina, os antigénios marcados com radioisétopos tém sido largamente utilizados na
medicao de moléculas de haptenos, tais como hormonas e farmacos. Estes métodos
baseiam-se na competicdo entre um antigénio marcado e um antigénio ndo marcado para
uma quantidade limitada de anticorpo. Estes métodos poderdo igualmente ser descritos
como “métodos de reagente limitado”, devido & limitada quantidade de anticorpo que é
utilizada no ensaio.

Se bem que a utilizagédo de anticorpos marcados em métodos de imunofluorescéncia
tenha sido iniciada em 1941, a sua aplicagdo mais alargada a métodos quantitativos s6 se
iniciou com a introdug&o de anticorpos marcados com radioisétopos, nos métodos IRMA. Os
ensaios IRMA, tal como outros ensaios de duplo anticorpo ou de “sanduiche” baseados em
fase sodlida (ELISA, IFMA, ensaios de marcacgéo por imunofluorescéncia), caracterizam-se
pela existéncia de um excesso de anticorpos relativamente aos antigénios; desta forma,
poderao designar-se por “métodos de excesso de reagente’. Em principio, o uso de
reagentes em excesso reduz o tempo de incubacdo e aumenta potencialmente a
sensibilidade. A fase sélida facilita a separacdo, e o sinal é directamente proporcional a
quantidade de antigénio — o que se opde a relacdo inversa caracteristica dos ensaios
competitivos.

O uso da tecnologia de avidina-biotina tem assumido uma importancia crescente em
numerosas areas da biotecnologia, biologia molecular e medicina, incluindo a deteccao de
proteinas através de ensaios ndo radioactivos, a coloracéo citoquimica, a separacaoc de
células e o isolamento de acidos nucleicos e detecgdo de sequéncias especificas de
DNA/RNA por hibridizagdo. A técnica deve a sua utilidade a afinidade extremamente
elevada da interacg@o avidina-biotina (constante de associagdo 1015M-1) e a possibilidade
de biotinilagdo de uma grande variedade de biomoléculas-alvo, tais como anticorpos, acidos

nucleicos e lipidos. O primeiro passo no isolamento de uma molécula-alvo corresponde a
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sua biotinilagdo, ou a biotinilagdo de uma biomolécula que se ligara subsequentemente 3
molécula-alvo (p.ex., um anticorpo ou sonda de hibridizagdo que forma um complexo-alvo).
A molécula biotinilada do complexo-alvo € entéo separad/a de outras moléculas presentes
numa mistura heterogénea através da utilizacdo de meios de afinidade que se baseiam nas
interacgdes entre a avidina e a biotina.

Assim, em uma das formas de realizagdo do invento, podera realizar-se qualquer tipo
de imunoensaio convencional utilizando reagentes marcados» nao radioactivamente, em
lugar dos reagentes tipicos que incluem marcadores de isétopos. Estes métodos resultam
num grande aumento da sensibilidade, assim como na capacidade de analisar um grande

numero de amostras em simultaneo.

3. Analise da expressao genética

Um dos inventos aqui apresentados consiste num método de alto rendimento para a
analise da expressdo de numerosos genes (1-2000) numa sé medigdo. O método permite
tambem que esta analise seja feita em paralelo com um ndmero superior a cem amostras
por processo. O meétodo é aplicavel a monitorizacdo de farmacos, a biologia do
desenvolvimento, a estudos de medicina molecular e semelhantes. Assim, num aspecto do
invento sao fornecidos métodos para analise do padrao de expressao genética a partir de
uma amostra bioldgica seleccionada, compreendendo os passos de (a) expdr os acidos
nucleicos de uma amostra bioldgica; (b) combinar os ditos 4cidos nucleicos expostos com
uma ou mais sondas marcadas de acidos nucleicos seleccionadas, sob condigdes e durante
o tempo suficiente para que as ditas sondas se hibridizem com os ditos acidos nucleicos,
sendo gue o dito marcador se correlaciona com uma sonda de acidos nucleicos em
particular e & detectavel por espectrometria ou potenciometria; (c) separar as sondas
hibridizadas das ndo hibridizadas; (d) separar o marcador do fragmento marcado; e (e)
detectar o dito marcador por espectrometria nao fluorescente ou potenciometria, e desse
modo determinar o padréo de expressao genética da dita amostra biolégica.

Numa forma particularmente preferida de realizacdo do invento, sio fornecidos
ensaios ou meétodos que se descrevem tal como segue: o RNA proveniente de uma fonte-
alvo e ligado a um suporte sdlido através de um passo de hibridizacdo especifico (i.e.,
captura de mRNA poli(A) através de uma sonda de captura com oligo(dT)). O suporte sélido
€ entdo lavado e o cDNA ¢ sintetizado sobre o suporte solido utilizando métodos
convencionais (i.e., transcriptase reversa). A cadeia de RNA é entdo removida por hidrolise.
O resultado é a criagdo de uma populagdo de DNA que se encontra covalentemente

imobilizada sobre o suporte sdlido e que reflecte a diversidade, abundancia e complexidade
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do RNA a partir do qual foi sintetizado o cDNA. O suporte sélido é entdo interrogado
(hibridiz‘ado) com sondas que se encontram presentes em numero que varia entre 1 e varios
milhares e que sdo complementares a uma sequéncia genética de interesse. Cada tipq de
sonda esta marcado com um marcador de espectrometria de massa susceptivel de corte ou
com outro tipo de marcador susceptivel de corte. Apés o passo de interrogagio, o excesso
de sonda ou a sonda nao hibridizada é removido por lavagem, o suporte sélido é colocado
em (por exemplo) um pogo de uma placa de microtitulagdo e o marcador de espectrometria
de massa & removido do suporte sélido por uma reacgao de corte de ligagbes. O suporte
sélido € removido do pogo da placa que contém a amostra e o contetido do poco é medido
num espectrometro de massa. O aparecimento de marcadores especificos de
espectrometria de massa indica a presenca de RNA na amostra e prova que um gene
especifico € expresso numa dada amostra bioldgica. O. método poderad igualmente ser
quantificavel.

As composi¢gdes e metodologias desenvolvidas para a medi¢cdo rapida da expressao
genética usando marcadores susceptiveis de corte podem descrever-se em detalhe tal
como se segue. Abreviadamente, poderdo usar-se como fontes de RNA um tecido (figado,
musculo, etc.), linhas celulares primarias ou transformadas, tipos celulares isolados ou
purificados ou qualquer outra fonte de material biolégico para o qual se torna Util a
determinacéo da expressao geneética. No método preferido, o material da fonte biologica é
lisado na presenca de um agente caotrépico, de modo a suprimir nucleases e proteases e a
apoiar a hibridizagao rigorosa da molécula-alvo de acido nucleico com o suporte sélido. Os
tecidos, células e fontes biolégicas poderdo ser lisados de modo eficaz utilizando sais
caotropicos em concentragdes de 1 a 6 molar (cloridrato de guanidina, tiocianato de
guanidina, perclorato de sédio, etc.). Apds a lise da amostra bioldgica de fonte, a solugéo é
misturada com um suporte sélido para efectuar a captura da molécula-alvo de acido nucleico
presente no lisado. Em uma alteracdo do método, o RNA é capturado usando uma sonda de
captura com cauda de oligo(dT). Os suportes sélidos poderdo incluir esferas de nylon,
microsferas de polistireno, esferas de vidro e superficies de vidro, ou qualquer outro tipo de
suporte solido ao qual seja possivel ligar oligonucledtidos de modo covalente. Os suportes
solidos sao preferencialmente revestidos com um polimero de amina, tal como a
polietileno(imina), a acrilamida, os amina-dendrimeros, etc. Os grupos amina dos polimeros
sao utilizados para a imobilizagdo covalente dos oligonucleotidos. Os oligonucleétidos sdo
preferencialmente sintetizados usando uma amina 5’ (geralmente uma hexilamina que inclui
um brago espacgador com seis carbonos e uma amina distal). Os oligonucleétidos poderdo

possuir uma extensao de 15 a 50 nucledtidos. Os oligonucleétidos sdo activados com
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reagentes de cross-linking homo-bifuncionais ou hetero-bifuncionais, tal como o cloreto
cianurico. Os oligonucledtidos activados sdo purificados do excesso de reagente de cross-
linking (i.e., cloreto ciandrico) por cromatografia de exclusdo. O oligonucleétido activado &
entao misturado com os suportes sdlidos para a realizagéo da ligagdo covalente. Apés a
ligagdo covalente dos oligonucleétidos, as aminas do suporte solido que ndo reagiram sao
protegidas com uma cauda (i.e., com anidrido succinico) para eliminar a carga positiva do
suporte solido.

Os suportes solidos podem ser usados em paralelo e sdo de preferéncia
configurados num formato de 96 pogos ou de 384 pogos. Os suportes sélidos poderdo ser
ligados a ganchos, hastes ou varetas numa configuragdo de 96 pogos ou de 384 pocos,
podendo os suportes solidos ser destacaveis ou integros para uma dada configuragdo. A
configuragéo particular dos suportes sélidos ndo assume uma importancia critica para o
funcionamento do ensaio, mas afecta a capécidade de adaptacdo do ensaio 'a um
funcionamento automatizado. |

Os suportes sélidos sdo misturados com o lisado durante um periodo. que varia
desde 15 minutos até varias horas, de modo a se efectuar a captura da molécula-alvo de
acido nucleico pelo suporte solido. Em geral, a “captura” da molécula-alvo de acido nucleico
¢ feita através do emparelhamento complementar de bases entre o RNA alvo e a sonda de
captura que se encontra imobilizada no suporte solido. Uma variante utiliza a cauda de 3’
poli(A) encontrada na maioria dos RNA mensageiros eucaridticos, hibridizando-a com uma
cauda de oligo(dT) presente no suporte solido. Outra variante consiste na utilizacio de um
oligonucledtido especifico ou de sondas extensas (com mais do que 50 bases) para capturar
um RNA gue possui uma sequéncia definida. Outra possibilidade € a de empregar primers
degenerados (oligonucledtidos) que efectuariam a captura de numerosas sequéncias
relacionadas da populagdo de RNA-alvo. Os tempos de hibridizacdo sdo ditados pela
complexidade das sequéncias da populacdo de RNA e pelo tipo de sonda de captura
utilizada. As temperaturas de hibridizagao sao determinadas pelo tipo de agente caotropico
utilizado e pela concentragao final do agente caotropico (ver Van Ness e Chen, Nuc. Acids
Res., para obter orientacdes gerais). O lisado é de preferéncia agitado em continuo
juntamente com o suporte sélido, de modo a efectuar a difusdo do RNA alvo. Uma vez
concluido o passo de captura da molécula-alvo de acido nucleico, o lisado é removido do
suporte solido por lavagem, e toda a solugdo de agente caotrépico ou de solucdo de
hibridizagdo € removida. O suporte solido é preferencialmente lavado com solugées que
contém detergentes idnicos ou néo iénicos, tampdes e sais. O passo seguinte consiste na

sintese de DNA complementar ao RNA capturado. Neste passo, o oligonucledtido de
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captura serve como primer de extensdo para a transcriptase reversa. A reaccao €
geralmente efectuada a uma temperatura entre 25°C e 37°C, sendo preferencialmente feita
uma agitacdo durante a reacg¢do de polimerizagdo. Apds a sintese do cDNA, este fica
covalentemente ligado ao suporte sélido, uma vez que o oligonucleétido de captura serviu
como primer de extensdo. O RNA é entéo hidrolisado a partir do duplex de cDNA/RNA. O
passo pode ser efectuado por acgéo do calor, que desnatura o duplex, ou por accdo de base
(i.e., NaOH 0,1 N), para hidrolisar quimicamente o RNA. O resultado pretendido para este
passo e o de tornar o cDNA disponivel para hibridizacdo subsequente com sondas
definidas. O suporte solido ou conjunto de suportes solidos sdo entao lavados para remover
o RNA ou os fragmentos de RNA. Neste ponto, o suporte sélido contém uma populacao
aproximadamente representativa de moléculas de cDNA que representa a populagio de
RNA em termos de abundancia de sequéncias, complexidade e diversidade.

O passo seguinte consiste em hibridizar sondas seleccionadas com o suporte solido,
de modo a identificar a auséncia ou presenca e abundancia relativa de sequéncias
especificas de cDNA. As sondas correspondem preferencialmente a oligonucleotidos com
uma extensao de 15 a 50 nucleotidos. A sequéncia das sondas ¢ ditada pelo objectivo final
do ensaio. Por exemplo, se o objectivo correspondesse ao estudo da expressio genetica de
uma resposta inflamatoria num tecido, seleccionar-se-iam sondas complementares a
numerosos mMRNAs de citoquinas, RNAs que codificam para enzimas que modulam lipidos,
RNAs que codificam para factores que regulam as células envolvidas numa resposta
inflamatéria, etc. Uma vez definido para estudo um conjunto preciso de sequéncias, cada
sequéncia é construida sob a forma de sonda oligonucleotidica e a cada sonda é atribuido
um marcador especifico susceptivel de corte. O(s) marcador(es) &(s&o) entdo ligado(s) ao(s)
oligonucleotido(s) correspondente(s). O(s) oligonucleétido(s) é(sao) entéo hibridizado(s) com
o cDNA do suporte solido sob condigbes de hibridizag&o apropriadas. Apds a concluséo do
passo de hibridizacao, o suporte sélido é lavado para remover as moléculas de sonda n3o
hibridizada. O suporte sélido ou conjunto de suportes sdo, em seguida, colocados em
solugdes que efectuam o corte de ligagdes dos marcadores de espectrometria de massa. Os
marcadores de espectrometria de massa séo entio submetidos a analise por espectrometria
de massa, a massa de cada marcador presente € identificada e & determinada a presenca

(e abundancia) ou auséncia de um mRNA expresso.
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4. Deteccdo de Microorganismos, de uma Expressido Genética Especifica ou de

Sequéncias Especificas num Acido Nucleico

O uso de sondas de DNA possuindo marcadores susceptiveis de corte podera ter
utilidade na detecgao da presenca ou auséncia de microorganismos em qualquer tipo de
amostra ou espécime. Tipicamente, a amostra sera submetida a um passo de lise utilizando
detergentes idnicos ou agentes caotrdpicos, sendo entdo o acido nucleico imobilizado
especificamente ou inespecificamente sobre um suporte sélido e sondado em seguida por
meio de sondas marcadas de DNA. As moléculas de sonda nao hibridizadas sdo removidas
num passo de lavagem e os marcadores sdo separados das suas respectivas sondas por
meio de reacgbes de corte de ligacdes e, em seguida, medidos.

Os acidos nucleicos detectaveis podem incluir mMRNA, DNA genémico, DNA ou RNA
plasmidico, rRNA e DNA ou RNA viral. Para efectuar a deteccdo da molécula-alvo de acido
nucleico, o alvo requer algum tipo de imobilizagdo, uma vez que os ensaios aqui descritos
nao s&o homogéneos. Sao possiveis dois tipos de imobilizacdo, nao especifica e especifica.
No primeiro caso, os acidos nucleicos sao imobilizados num suporte ou substrato sélido que
possui um certo grau de afinidade para o acido nucleico. Os acidos nucleicos poderio ser
purificados ou néo purificados antes de se procedes a uma imobilizagdo ndo especifica. Os
suportes sdlidos poderdo incluir membranas de nylon, membranas compostas por
nitrocelulose, etc. Os suportes solidos s&o entdo sondados com oligonucleétidos marcados
de sequéncia pré-determinada para identificar a molécula-alvo de acido nucleico com
interesse. As moléculas de sonda n&o hibridizadas s&o removidas num passo de lavagem,
os marcadores s&o removidos por corte de ligacdes das suas respectivas sondas, e entdo
medidos.

Outro metodo, que resulta numa especificidade mais elevada para a analise de uma
populagdo no que respeita a presenga de um determinado gene ou sequéncia de DNA,
utiliza a técnica de Southern Blot. O DNA preparado é digerido por uma enzima de restricao
(RE), resultando a produgéo de um grande nimero de fragmentos de diferentes extensées,
determinados pela presengca no genoma de um local especifico de reconhecimento da
enzima de restricdo. Os alelos de um dado gene que possuam mutacées no interior deste
local de restrigéo serdo cortados em fragmentos que s&o diferentes no que respeita ao seu
numero e extenséo. O resultante polimorfismo da extenséo dos fragmentos de restricio
(RFLP) pode constituir um importante elemento de diagnéstico de um microorganismo se o
fragmento puder ser identificado de forma especifica.

O fragmento a ser analisado deve ser separado do “pool” de fragmentos de DNA e

distinguido de outras espécies de DNA utilizando sondas especificas. Assim, o DNA é
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submetido a fraccionamento electroforéticb utilizando algum tipo de gel ou de cromatografia,
seguindo-se a transferéncia e fixacao a uma membrana de nylon ou nitrocelulose. O DNA
fixado de cadeia simples é hibridizado com um oligonucleétido marcado, complementar ao
DNA a ser detectado. Apos a remogao das hibridizacbes nédo especificas, o fragmento de
DNA com interesse € identificado por corte do(s) marcador(es) a partir da sonda hibridizada.
Com a tecnologia aqui descrita é possivel produzir em simultaneo um numero de sondas
superior a 100.

A presenca e quantificagéo de um produto especifico de transcricdo genética podem
ser verificadas através de uma analise por Northern Blot e de um ensaio de protecgao de
RNase. O principio em que se fundamentam estes métodos é o da hibridizacéo do “pool”
total de RNA celular com uma sonda especifica marcada ou com um conjunto de sondas
especificas marcadas. Na técnica de Northern Blot, o0 RNA total de um tecido ¢ fraccionado
electroforeticamente utilizando um gel de agarose e ¢ entdo transferido e imobilizado sobre
um suporte solido (nylon, nitrocelulose, etc.). O RNA é hibridizado com um oligonucledtido
marcado, complementar ao RNA a ser detectado. Apds a remog¢ao das hibridizagdes nao
especificas, o fragmento de DNA com interesse € identificado por corte do(s) marcador(es) a
partir da sonda hibridizada. Por aplicacdo de condigées rigorosas de lavagem, as moléculas
ligadas de forma n&o especifica sao eliminadas devido a o seu grau de hibridizacao ser mais
fraco em comparagéo com o das moléculas hibridizadas de modo especifico. Mais rapido,
mas menos especifico, o0 método de Dot-Blot é realizado tal como o método de Northern
Blot, diferindo no facto de o RNA ser directamente transferido para a membrana, sem
fraccionamento prévio.

O ensaio de protecgdo de RNase constitui um método especifico de deteccéo de um
MRNA. O RNA total proveniente de um tecido ou de uma cultura celular & hibridizado com
uma sonda marcada de ribonucledtido ou desoxiribonucledtido. A especificidade é
conseguida através de uma digestdo subsequente com RNase. Os fragmentos nao
hibridizados da cadeia simples de RNA e os fragmentos inespecificamente hibridizados,
mesmo com pequenas nao-correspondéncias, serdo reconhecidos e cortados, enquanto que
0 RNA de cadeia dupla ou os duplexes DNA/RNA com homologia completa ndo estio
acessiveis a enzima e estardo protegidos. O fragmento protegido especifico pode ser
separado dos produtos de degradagéo e o(s) marcador(es) cortados a partir da respectiva
sonda e subsequentemente medidos.
| A localizagao precisa de um dado mRNA (ou de qualquer sequéncia de acidos
nucleicos) numa populacdo especifica de células pertencentes a um dado tecido pode ser

determinada por hibridizag&o in situ. A hibridizac&o in situ podera revelar-se um método
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ainda mais sensivel do que a analise de uma preparacio de RNA de tecido total utilizando
as técnicas acima descritas. Isto acontece quando o mRNA é expresso em elevadas
concentragGes por uma regi&o ou tipo celular muito restritos no interior do tecido, que seriam
diluidos por homogeneizagao do tecido total. Para a hibridizag4o in-situ, os tecidos tém de
ser congelados ou fixados por perfusdo e seccionados de acordo com o protocolo
histoquimico. O protocolo de hibridizacéo para as seccdes de tecido e as sondas marcadas
usadas sao semelhantes aos de outros métodos de hibridizagdo acima descritos. E possivel

realizar uma analise quantitativa.

5. Técnicas de Deteccéo de Mutacdes

A detecgao de doencas tem um papel cada vez mais importante na sua prevengao e
tratamento. Se por um lado €& dificil conceber testes genéticos para a detecgao de doengas
multifactoriais, pdr outro verifica-se que mais do que 200 doengas humanas conhecidas sio
causadas por um defeito num Unico gene, frequentemente uma alteracdo num so residuo de
aminoacido (Olsen, Biotechnology: An Industry Comes of Age, National Academic Press,
1986). Muitas destas mutagdes resultam num aminoacido alterado que causa um estado de
doenca.

As técnicas sensiveis de deteccdo de mutacdes oferecem extraordinarias
possibilidades de pesquisa de mutagdes. Por exemplo, estas analises poderdo até ser
realizadas antes de fazer a implantagdo de um ovo fertilizado (Holding e Monk, Lancet
3:532, 1989). Os testes genéticos cada vez mais eficientes poderdo também permitir o
despiste de mutagdes oncogénicas em células exfoliadas a partir do tracto respiratorio ou da
bexiga, testes esses que poderdo vir a realizar-se em associacdo a um checkup médico
(Sidransky et al., Science 252:706, 1991). Adicionalmente, quando um gene desconhecido
causa uma doencga genética, os métodos de monitorizacdo de variantes das seuéncias de
DNA sdo uteis para o estudo da hereditariedade da doenca através de andlise de
associacao genética. No entanto, a detecgcdo e o diagnédstico de mutagdes em genes
individuais coloca alguns problemas tecnologicos e econdmicos. Tém sido desenvolvidas
diversas abordagens, mas nenhuma delas é suﬁéientemente econdémica e eficiente para
permitir uma aplicagao em larga escala.

As mutagdes que envolvem um s6 nucleétido podem ser identificadas numa amostra
por meios fisicos, quimicos ou enzimaticos. Geralmente, os métodos para a deteccao de
mutagées podem dividir-se em técnicas de varrimento, que sdo adequadas para a
identificagdo de mutagdes anteriormente desconhecidas, e técnicas concebidas para

detectar, distinguir ou quantificar variantes conhecidas de sequéncias.
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Foram desenvolvidas diversas técnicas de varrimento para a detec¢do de mutacoes
em heteroduplexes de cadeias de DNA de complementaridade imperfeita, derivadas de
sequéncias de tipo selvagem e mutantes, que exibem um comportamento anormal
especialmente quando desnaturadas. Este fenémenoc é explorédo pelos meétodos de
electroforese em gel de desnaturacdo e de electroforese em gel com gradiente de
temperatura (DGGE e TGGE, respectivamente). Mesmo os duplexes com um grau de
emparelhamento imperfeito minimo, de até uma posicdo de nucledtido, se podem
desnaturar parcialmente, resultando numa migragdo retardada, quando submetidos a
electroforese em gel com um gradiente de desnaturacio crescente (Myers et al., Nature
313:495, 1985; Abrams et al., Genomics 7:463, 1990; Henco et al., Nucl. Acids Res.
186733, 1990). Se bem que as mutagdes possam ser detectadas, ndo & obtida qualquer
informacao relativa & localizagdo precisa de uma mutacdo. As formas mutantes terdo de ser
isoladas mais completamente e submetidas a analise por sequenciacdo de DNA.

Alternativamente, um heteroduplex de uma sonda de RNA e de uma cadeia-alvo
podera ser cortado por uma RNase A numa posigdo em que as cadeias ndo se encontrem
bem emparelhadas. O local de corte podera entdo ser determinado por electroforese da
sonda desnaturada. No entanto, algumas mutagées poderdo escapar a deteccao, ja que
nem todos os emparelhamentos imperfeitos sdo cortados de forma eficiente pela RNase A.

As bases mal emparelhadas num duplex sdo também susceptiveis a modificacao
quimica. Uma tal modificacdo podera tornar as cadeias susceptiveis ao corte no local do
emparelhamento imperfeito, ou podera causar a paragem de uma polimerase numa reacgao
de extensdo subsequente. A técnica de corte quimico das ligagdes permite a identificagéo
de uma mutagdo em sequéncias-alvo com até 2 kb e fornece informacdes sobre a
localizagdo aproximada do(s) nucleétido(s) mal emparelhado(s) (Cotton et al., PNAS USA
85:4397, 1988; Ganguly et al., Nucl. Acids Res.18:3933, 1991). No entanto, esta técnica é
trabalhosa e podera néo identificar a localizagéo precisa da mutacao.

Uma estratégia alternativa para a detecgdo de uma mutagdo numa cadeia de DNA é
a de substituir (durante a sintese) um dos nucledtidos normais por um nucledtido
modificado, alterando o peso molecular ou outro pardmetro fisico do produto. Uma cadeia
gue possui um numero aumentado ou diminuido deste nucledtido modificado relativamente
a sequéncia de tipo selvagem exibe uma mobilidade electroforética alterada (Naylor et al.,
Lancet 337:635, 1991). Esta técnica detecta a presenca de uma mutacédo, mas nao fornece

a sua localizagao.

Duas outras estratégias permitem visualizar mutaces num segmento de DNA

atraves da alteracdo da migragcdo em gel. Na técnica de polimorfismo em conformacao de
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cadeia simples (SSCP), as mutagées fazem com que as cadeias desnaturadas adoptem
diferentes estruturas secundarias, influenciando desta forma a mobilidade durante a
electroforese em gel nativo. As moléculas de DNA num heteroduplex, contendo locais
internos de de‘semparelhamento, podem também ser separadas das moléculas
correctamente emparelhadas por meio de electroforese (Orita, Genomics 5:874, 1989; Keen,
Trends Genet. 7.5, 1991). Tal como as técnicas acima expostas, podera detectar-se a
presenca de uma mutacdo mas nao a sua localizagdo. Do mesmo modo, muitas destas
tecnicas nao distinguem entre mutagdes simples ou duplas.

Todas as técnicas acima mencionadas indicam a presenca de uma mutacao num
segmento limitado de DNA, e algumas delas permitem obter uma indicacéo aproximada da
sua localizacao no interior do segmento. No entanto, a andlise da seqguéncia continua a ser
necessaria para revelar o efeito da mutagéo sobre o potencial codificante do segmento. A
analise de sequéncia constitui uma ferramenta muito poderosa, permitindo, por exemplo, a
pesquisa da mesma mutagao em outros individuos de uma familia afectada, a monitorizacao
da progressdo do estado de doenga, no caso de uma doenca maligna, ou a deteccdo de
células malignas residuais na medula 6ssea antes de um transplante autdlogo. Apesar
destas vantagens, os elevados custos envolvidos ndo tornam provavel gue o procedimento
venha a ser adoptado como método de diagnéstico de rotina.

Foi desenvolvido um grande nimero de outras técnicas para a analise de variantes
de sequéncias conhecidas. A automatizacdo e a economia constituem consideracdes muito
importantes neste tipo de andlises, ja que estas poderao vir a ser aplicadas a pesquisas em
individuos e na populagéo em geral. Nenhuma das técnicas abaixo descritas combina os
criterios de economia e automatizagdo com o grau de especificidade requerida.

As mutagdes poderdo ser identificadas segundo os efeitos desestabilizantes que
exercem sobre a hibridizagédo de sondas oligonucleotidicas curtas com uma sequéncia-alvo
(ver Wetmur, Crit. Ver. Biochem. Mol. Biol., 26:227, 1991). Esta técnica, a hibridizacao de
oligonucledtidos especifica de alelo, envolve geralmente a amplificacdo de sequéncias-alvo
e a hibridizagdo subsequente com sondas oligonucleotidicas curtas. Neste produto
amplificado podem, entdo, pesquisar-se numerosas variantes de sequéncia possiveis
atraves da determinacéo do padrédo de hibridizacao do produto com um conjunto de sondas
oligonucleotidicas imobilizadas.

No entanto, esta e todas as outras possibilidades, de entre uma variedade de
estratégias que podem usar-se na identificacido das diferencas dentro das sequéncias de
nucledtidos, dependem das enzimas que sdo usadas nessa identificacado (Saiki, PNAS USA
86:6230, 1989; Zhang, Nucl. Acids Res. 19:3929, 1991).
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Por exemplo, as enzimas de restricdo reconhecem sequéncias com cerca de 4-8
nucleotidos. Com base no teor médio de G+C, aproximadamente metade das pocicdes
nucleotidicas num segmento de DNA podem ser monitorizadas utilizando um painel de 100
enzimas de restricdo. Como alternativa, poderéo criar-se a volta de uma posicao variavel
sequéncias artificiais para reconhecimento por enzima de restricao, utilizando primers de
PCR com uma incorrecgdo parcial do emparelhamento. Através desta técnica, tanto a
sequéncia mutante como a sequéncia de tipo selvagem isolada poderao ser reconhecidas e
cortadas por uma enzima de restricido apds a amplificagéo (Chen et al., Anal. Biochem:.
195:51, 1991, Levi et al., Cancer Res. 51:3497, 1991).

Outro método explora o facto de que um primer oligonucleotidico que se encontra
incorrectamente emparelhado com uma sequéncia alvo a nivel da pendltima posicdo da
extremidade 3’ exibe uma capacidade reduzida para funcionar como primer de PCR. No
entanto, alguns emparelhamentos imperfeitos 3’, notavelmente o G-T, sd@o menos inibitérios
que outros, o que limita a utilidade deste método. Na tentativa de melhorar esta técnica, sdo
incorporados no primer outros locais de emparelhamento imperfeito na terceira posicédo a
contar da extremidade 3'. Isto resulta em duas posicées mal emparelhadas nos trés
nucledtidos 3 do primer que se hibridiza com um dos variantes alélicos, e num
emparelhamento imperfeito da terceira posicao a contar da extremidade 3’ guando o primer
se hibridiza com o outro variante alélico (Newton et al., Nucl. Acids Res. 17:2503, 1989).
Torna-se necessario definir condicdes de amplificagdo que favoregcam significativamente a
amplificagdo de um produto de emparelhamento imperfeito com 1 bp.

Tém igualmente sido usadas DNA polimerases para distinguir variantes de
sequéncias alélicas, determinando-se qual o nucleétido que € adicionado a um primer
oligonucleoctidico imediatamente a montante de uma posicao variavel da cadeia alvo.

Foi desenvolvido um ensaio de ligacdo em que duas sondas oligonucleotidicas que
se hibridizam com uma cadeia-alvo em justaposico imediata sdo ligadas por accao de uma
DNA ligase. A ligagao ¢ inibida se existir um emparelhamento imperfeito na zona em que as

duas sondas contactam entre si.

a. Ensalos para Detecgdo de Mutagbes

As mutagdes constituem uma alteracdo de um so par de bases no DNA gendmico.
No contexto deste invento, a maioria destas alteragdes pode ser facilmente detectada por
hibridizagao com oligonucledtidos que sdo complementares a sequéncia em questdo. No
sistema aqui descrito, sdo utilizados dois oligonucledtidos para detectar uma mutacao. Um

dos oligonucledtidos possui a sequéncia de tipo selvagem e o outro oligonucledtido
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apresenta a sequéncia mutante. Quando os dois oligonucleétidos sdo usados como sondas
numa sequéncia gendmica alvo de tipo selvagem, o oligonucledtido de tipo selvagem
formara uma estrutura de bases perfeitamente emparelhadas e a sequéncia
oligonucleotidica mutante formara um duplex com um emparelhamento imperfeito a nivel de
um sé par de bases.

Tal como exposto acima, uma diferenca de 6 a 7°C entre a T,, de um duplex de tipo
selvagem e o duplex de emparelhamento imperfeito permite a pronta identificacdo ou
discriminagdo dos dois tipos de duplexes. Para efectuar esta discriminacio, é realizada uma
hibridizagao a nivel da T, do duplex de emparelhamento imperfeito no seio da respectiva
solugao hibotropica. A extenséo da hibridizagdo é entdo medida para o conjunto de sondas
oligonucleotidicas. Quando é medida a razdo entre a extens&o de hibridizacdo da sonda de
tipo selvagem e a da sonda de emparelhamento imperfeito, sdo obtidos valores de desde
10/1 até valores superiores a 20/1. Estes tipos de resultados permitem o desenvolvimento
de ensaios robustos para a detecgdo de mutagdes.

A titulo de exemplo, um formato de ensaio para a detecgédo de mutacdes utiliza uma
molécula-alvo de acido nucleico (p.ex., DNA genémico) e sondas oligonucleotidicas que
abrangem a area de interesse. As sondas oligonucleotidicas possuem extensdées maiores ou
iguais a 24 nt (com um maximo de cerca de 36 nt) e estdo marcadas com um fluorocromo a
nivel da extremidade 3" ou 5. A molécula-alvo de acido nucleico € obtida através da lise de
culturas celulares, de tecidos, de organismos, etc., no seio da respectiva solucao de
hibridizacdo. A solugdo lisada é entdo aquecida a uma temperatura que desnatura a
molécula-alvo de acido nucleico (15-25°C acima da T, do duplex de acido nucleico alvo). As
sondas de oligonucleétidos sao adicionadas & temperatura de desnaturacdo, e a
hibridizagéo e conduzida mantendo a T, do duplex de emparelhamento imperfeito durante
0,5 a 24 horas. O DNA gendmico é entdo recolhido, passando através de um filtro de fibra
de vidro GF/C (GF/B, e semelhantes). O filtro é entéo lavado com a solucéo de hibridizagdo
respectiva para remover quaisquer sondas oligonucleotidicas ndo hibridizadas (RNA, oligos
curtos e acido nucleico nao se ligam a fibra de vidro sob estas condigdes). A sonda oligo de
hibridizagao pode entéo ser termicamente eluida, separando-se do DNA alvo, e medida (por
fluorescéncia, por exemplo). Para os ensaios que requerem niveis de sensibilidade muito
elevados, as sondas sdo concentradas e medidas.

Poderdo usar-se outros protocolos de hibridizacdo de elevada sensibilidade. Os
métodos do presente invento permitem a analise simples de um acido nucleico que contém
uma mutagdo suspeita de se encontrar presente em células, amostras, etc., i.e., uma

molécula-alvo de acido nucleico. A “molécula-alvo de acido nucleico” contém a sequéncia
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nucleotidica do acido desoxiribonucleico (DNA) ou ribonucleico (RNA) cuja presenca se
reveste de interesse, e cuja presenca ou auséncia se destina a ser detectada por meio do
ensaio de hibridizagcdo. Os métodos de hibridizagdo do presente invento podem igualmente
ser aplicados a uma mistura biolégica complexa de acido nucleico (RNA e/ou DNA). Uma tal
mistura bioldgica complexa inclui uma vasta gama de celulas eucaridticoas e procariéticas,
incluindo protoplastos; e/ou outros materiais biolégicos que contém um acido nucleico
polinucleotidico. Deste modo, o método é aplicavel a culturas celulares, células animais,
tecido animal, células sanguineas (p.ex., reticuldcitos, linfécitos), células vegetais, bactérias,
leveduras, virus, micoplasmas, protozoarios, fungos e semelhantes. Através da deteccdo de
uma hibridizacdo especifica entre sondas de acidos nucleicos de origem conhecida, pode
ser estabelecida a presenca especifica de uma molécula-alvo de acido nucleico.

Um protocolo tipico de ensaio de hibridizagdo para a deteccao de uma molécula-alvo
de acido nucleico no seio de uma populacio complexa de acidos nucleicos é descrito como
se segue: As moléculas-alvo de acido nucleico sio separadas de acordo com o seu
tamanho numa matriz de gel (electroforese), clonadas e isoladas, subdivididas em pools, ou
reunidas na categoria de populacdo complexa. As moléculas-alvo de &cidos nucleicos sao
transferidas, impressas ou imobilizadas num suporte soélido, tal como uma membrana de
nylon ou uma membrana de nitrocelulose. (Esta “imobilizagdo” é também referida como
‘arraying”). Os &cidos nucleicos imobilizados sdo entdo submetidos a um passo de
aquecimento ou a radiagdo UV, condigdes que imobilizam irreversivelmente o &acido
nucleico. As membranas sdo entdo imersas em “‘agentes bloqueantes”’, que incluem o
reagente de Dendhart (Dendhart, Biochem. Biophys. Res. Comm. 23:641, 1966), a heparina
(Singh e Jones, Nucleic Acids Res. 12:5627, 1984), e leite magro evaporado (Jones et al.,
Gene Anal. Tech. 1:3, 1984). Os agentes bloqueantes sdo geralmente incluidos tanto no
passo de pré-hibridizagdo como no passo de hibridizagdo quando é usada a nitrocelulose.
As moléculas-alvo de acido nucleico sdo entdo sondadas com sondas oligonucleotidicas
marcadas sob as condigdes acima descritas em solugdes hibotrépicas. A enzima nao
marcada € entdo removida por lavagem e a membrana é imersa numa solugao de substrato.

O sinal & entdo detectado por MALDI-MS essencialmente como abaixo se descreve.

b. Sequenciagéo por hibridizagéo

A andlise da sequéncia do DNA & convencionalmente realizada atraves da
hibridizacao de um primer ao DNA-alvo e da realizacéo de extensées da cadeia utilizando
uma polimerase. As paragens especificas s3o controladas pela inclusdo de um

didesoxinucleétido. A especificidade conferida pelo uso do primer neste tipo de analise pode
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ser aumentada pela inclusédo de um agente hibotrépico no tampao de annealing e/ou pela
incorporagdo de um residuo abasico no primer e a realizacio da reacgdo de annealing a
uma temperatura discriminativa,

Outros métodos de andlise de sequéncias envolvem a hibridizagdo do alvo com um
conjunto de oligonucledtidos curtos escolhidos ao acaso. A sequéncia & construida por
analise da hibridizagao por sobreposicio. Nesta técnica, é essencial obter uma hibridizacao
precisa. A utilizagdo de agentes hibotrépicos ou de residuos abdsicos e a realizacao da
reaccao de annealing a uma temperatura discriminativa»séo factores benéficos na reducao
ou eliminacdo do emparelhamento imperfeito na hibridizagdo. O objectivo é o de
desenvolver métodos de hibridizacdo automatizada, de modo a sondar grandes conjuntos
de sondas oligonucleotidicas ou grandes conjuntos de amostras de acidos nucleicos. A
aplicacao de tais tecnologias inclui 0 mapeamento de genes, a caracterizacao de clones, a
genética medica e a descoberta de genes, a analise de sequéncias de DNA por
hibridizacao, e, finalmente, a verificagéo da sequenciacao.

Para a automatizacdo ou o controle da formagdo de multiplexes de sondas
oligonuclectidicas é necessario o controlo de muitos parametros. A estabilidade das sondas
respectivas deve ser semelhante; do mesmo modo, o grau de nao correspondéncia com a
molecula-alvo de acido nucleico, a temperatura, a for¢a iénica, o contelido em A+T da sonda
(ou do alvo), assim como outros parametros quando a sonda é curta, devem ser
semelhantes. Usualmente, as condicdes da experiéncia e a sequéncia da sonda sao
ajustadas até que seja termodinamicamente favorecida a formacdo da sonda com um
emparelhamento perfeito de bases, em prejuizo da formagéo de qualquer duplex que
contivesse um emparelhamento imperfeito. As aplicagbes em larga escala das sondas, tais
como a sequenciagéo por hibridizago (SBH) ou o teste de loci altamente polimorficos, como
o locus da proteina transmembranar da fibrose quistica, requer um controlo mais rigoroso

dos multiplexes de sondas.

6. Conjuntos para analise

A hibridizag&o de acidos nucleicos com conjuntos de amostras de DNA tem vindo a
ser usada ha ja algum tempo numa grande variedade de aplicagdes de pesquisa basica no
campo da biologia, e comega agora a ser utilizada também nas areas do diagnéstico
medico, da medicina forense e da agricultura. Tal como abaixo se descreve em maior
detalhe, as moléculas de acido nucleico ou proteinas poderdo encontrar-se ligadas a um
suporte solido de modo a formar um conjunto para analise e ser testadas por recurso a

moléculas marcadas preparadas de acordo com o presente invento.
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Por exemplo, segundo uma forma de realizacao deste invento, as amostras de DNA
dispostas num conjunto para analise podem ser utilizadas na identificacdo de clones
individuais. Abreviadamente, sdo marcadas moléculas conhecidas de DNA de modo a
formar sondas marcadas, sendo estas sondas entdo testadas por hibridizacdo com um
conjunto de clones desconhecidos. Os clones que exibem uma hibridizagao especifica com
a sonda podem entao ser isolados. Estes ensaios podem ser realizados utilizando conjuntos
nao ordenados de clones (Sambrook et al., “Molecular Cloning: a Laboratory Manual”, Cold
Spring Harbor, NY, 1989). Alternativamente, poderdo adquirir-se membranas que possuam
conjuntos de clones com um espacamento regular entre conjuntos, possuindo os clones
uma identidade individual conhecida (embora tipicamente uma sequéncia desconhecida)
(p-ex., conjuntos de clones BAC da Research Genetics, Huntsville, AL).

Dentro de outras formas de realizacdo do invento, podero utilizar-se conjuntos para
analise com a finalidade de medir os niveis de transcrigdo de um grande numero de genes
em simultaneo (ver, genericamente, Gess et al., Mammalian Genome 3:609-619, 1992).
Abreviadamente, sdo marcados pools de cDNA, os quais sao utilizados como sondas sob a
forma de grandes conjuntos de clones de cDNA para identificar os genes expressos em
abundancia em tecidos especificos. Poderdo usar-se microconjuntos formados a partir de -
clones individuais de cDNA para medir quantitativamente a expressio relativa de cada gene
no conjunto em duas amostras de RNA diferentes (Schena et al., Science 270:467-470,
1995). Mais especificamente, poderdo utilizar-se robés para produzir microconjuntos de
produtos para PCR a partir de clones individuais: cada elemento do conjunto para analise
corresponde a um so clone de cDNA. As sondas para os conjuntos sdo preparadas através
da marcacéo da primeira cadeia de cDNA de cada tecido com um marcador. Para comparar
a expressao de genes em duas amostras de tecido, o cDNA de cada uma & marcado com
um marcador diferente. As duas amostras s&o reunidas num pool e sdo ambas hibridiiéd_as
com o conjunto para analise. Apos a hibridizagédo das sondas com o conjunto para analise,
0s marcadores poderdo ser cortados e analisados, tal como descrito neste pedido de
patente para cada marcador hibridizado com cada amostra no conjunto para analise. Para
um dado gene, a taxa de hibridizacdo com cada amostra de complexo marcado de cDNA
constitui uma medida da expressao genética relativa nas duas amostras de tecido. O uso de
controlos internos e de dois (e potencialmente até quatro) marcadores distintos & crucial
para esta aplicacao.

Muitas das aplicagcdes a seguir descritas constituem variagbes desta experiéncia
basica, usando-se diferentes fontes de DNA no conjunto para andlise e diferentes fontes de

DNA de sonda, mas cada uma das aplicagdes é limitada pelo uso de métodos
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convencionais de detec¢cdo a menos do que 4-6 sondas distinguiveis entre a mistura de
hibridizacgao.

Outra das aplicagées da hibridizagdo com DNA em conjuntos para andlise, que foi
demonstrada em principio e que possui potencial para uma aplicagdo bastante vasta, é a
sequenciacao por hibridizagdo (SBH). O conceito de sequenciagdo por hibridizaco (DBH)
recorre ao uso de um conjunto de todos os oligémeros de n-nucleétidos (n-heros) possiveis
para identificar n-meros presentes numa sequéncia desconhecida de DNA. Podem entdo
usar-se abordagens computadorizadas para montar a sequéncia completa (ver,
genericamente, Drmanac et al., Science 260:1649-1652, 1993). As aplicacdes da SBH
incluem o mapeamento fisico (ordenamento) de clones de DNA com sequéncias de
extremidades sobreponiveis, verificacdo de sequéncias, comparacdes detalhadas entre
genes normais e genes causadores de doengas, e a identificacdo de fragmentos de DNA
com motivos particulares de sequéncias presentes em coleccdes gendémicas e em coleccdes
de DNAs complementares.

Os conjuntos de DNA para analise possuem também uma vasta gama de aplicacées
na deteccao de variagbes genéticas e de polimorfismos. As alteracées de um so par de
bases, as delecgdes e insergdes, mutagdes e polimorfismos podem detectar-se imobilizando
variantes de sequéncias conhecidas e sondando entdo estas variantes com produtos de
PCR marcados obtidos a partir de pacientes ou de patogénios (ver, p.ex., Guo et al., Nucleic
Acids Res. 22: 5456-5465, 1994). Do mesmo modo, podem usar-se conjuntos de
oligonucledtidos para medir a variagdo genética, induindo a deteccdo de variantes
resistentes aos farmacos e variantes sensiveis aos farmacos do virus HIV (ver, p.ex.,
Lipshutz et al., Biotechniques 19:442-447  1995).

Os conjuntos de DNA para andlise podem ser produzidos usando pelo menos duas
tecnicas diferentes: sintese in situ e deposicdo de amostras produzidas separédamente
- (“spotting”). Uma das técnicas mais proeminentes para a producdo das amostras de DNA in
situ € a sintese de oligonucledtidos dirigida pela luz, descrita em Pease et al., PNAS USA
91: 5022-6, 1994. Abreviadamente, sdo produzidos conjuntos de sequéncias de DNA
definidas recorrendo a grupos bloqﬁeadores fotolabeis para dirigir a sintese de
oligonucledtidos num conjunto, utilizando métodos fotolitograficos modernos. Sao
preparadas mascaras para aplicar a cada elemento do conjunto que necessite de uma base
particular no passo de sintese seguinte, expondo-se entdo o conjunto a luz. E adicionado
um so residuo nucleotidico a cada cadeia que foi exposta pela mascara, termina o ciclo de
sintese, o ciclo seguinte & iniciado pela aplicacao de outra mascara e é adicionado outro

residuo de oligonucledtido. A aplicagdo sequencial deste protocolo pode ser usada para
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construir rapidamente conjuntos muito vastos de oligonucleétidos. £ descrita uma versao de
deposicdo por robé em Schena et al. (1995) ligada ao uso de conjuntos para analise por
transcrigao.

Numa forma de realizacédo do invento, os segundos membros sdo reunidos num -
conjunto sobre um suporte sélido como a silica, quartzo ou vidro. O conjunto podera entio
ser tratado para bloquear a hibridizagdo nao especifica, seguindo-se a incubacdo das
sondas de primeiro membro marcadas sobre o suporte sodlido. Em certas formas de
realizacao preferidas, o conjunto é entdo lavado com uma solugdo (a um grau definido de
intensidade de lavagem) de forma a remover os &cidos nucleicos hibridizados
inespecificamente, coberto por uma solugdo que inclui um material de matriz apropriado
para espectrometria ou potenciometria (p.ex., para espectrometria de massa assistida por
matriz com desadsorgao e ionizagdo por laser), secado de modo a formar uma matriz
apropriada e exposto & luz para promover o corte dos marcadores, separando-os das
sondas de acidos nucleicos. Os marcadores cortados podem entdo ser analisados por meio
de técnicas espectrométricas ou potenciométricas (p.ex., MALDI-MS). |

Em certas formas de realizacio, o corte dos marcadores e a desadsor¢ao por laser
ocorrem num sé passo. Em outras variagées, a desadsorgao por laser e a ionizagdo s&o
efectuados sem uma matriz. Em algumas experiéncias, os oligonucleétidos ligados a
marcadores de referéncia, ou outros compostos marcados, sdo adicionados a solugao de
matriz para o controlo de variagdes da eficiéncia do corte fotolitico, da desadsorcao por laser
e da eficiéncia da deteccdo por MS. Por medi¢cdo da razdo de abundancias entre um
marcador de teste e uma série de marcadores de referéncia, sdo extraidas informacdes
quantitativas a partir dos dados de MALDI-MS.

Em outras formas de realizagdo, o conjunto & composto por oligonucledtidos de
extensao inferior a 50 bp. Este conjunto pode ser usado na deteccao de polimorfismos
(p.ex., alteracbes em um sé par de bases) para mapeamento genético, ou na deteccédo da
presenca ou auséncia de um DNA particular numa amostra, para analise ou separacéo de
clones, em testes de paternidade, na area forense e no mapeamento genético. Os conjuntos

para analise poderao também ser compostos por proteinas.

C. SEPARACAQ DOS FRAGMENTOS DE ACIDOS NUCLEICOS

Uma amostra para analise € frequentemente constituida por uma mistura de muitos

componentes numa matriz complexa. Para amostras que contém compostos
desconhecidos, os componentes terdo de ser separados entre si para que cada componente

individual possa ser identificado por outros métodos analiticos. As propriedades de
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separagao dos componentes numa mistura mantém-se constantes sob condicbes
constantes, e assim, uma vez determinadas, poderdo ser usadas para identificar e
quantificar cada um dos componentes. Tais procedimentos sdo tipicos nas separagoes

analiticas cromatograficas e electroforéticas.

1. Cromatografia Liquida de Alto Rendimento (HPLC)

A cromatografia liquida de alto rendimento (HPLC) constitui uma técnica de
separagdo cromatografica de compostos que se encontram dissolvidos em solugao. Os
instrumentos de HPLC s&o constituidos por um reservatério da fase mével, uma bomba, um
injector, uma coluna de separagédo e um detector. Os compostos séo separados através da
injeccdo de uma aliquota da mistura de amostra na coluna. Os diferentes componentes da
mistura passam através da coluna a taxas de fluxo diferentes, devido as diferencas no seu
comportamento de particdo entre a fase moével liquida e a fase estacionaria.

Recentemente, as IP-RP-HPLC em particulas de PS/DVB nio porosas ligadas por
via quimica a cadeias alquilo tém-se evidenciado como alternativas rapidas a electroforese
capilar na analise de acidos nucleicos de cadeias simples e duplas, proporcionando niveis
semelhantes de resolugédo (Huber et al., Anal. Biochem., 212, p351; Huber et al_, 1993, Nucl.
Acids Res., 21, p1061; Huber et al., 1993, Biotechniques, 16, p898). Em contraste com a
cromatografia de troca i6nica, que nem sempre retém o DNA de cadeia dupla em funcao da
extensao das cadeias (uma vez que os pares de bases AT interagem com a fase
estacionaria carregada positivamente, mais fortemente do que os pares de bases G-C), a
IP-RP-HPLC proporciona uma separacdo estritamente dependente da extensdo das
cadeias.

Foi desenvolvido um método que utiliza acetato de trietilaménio a 100 mM como
reagente de emparelhamento de ides, em que os fosfodiéster-oligonucleétidos sao
separados de modo eficaz por utilizacdo de particulas alquiladas nao porosas de
poli(estireno-divinilbenzeno) a 2,3 pM numa cromatografia liquida de alto rendimento
(Oefner et al., Biochem., 223, p39). A técnica descrita permitiu a separacao de produtos de
PCR com uma extensé&o diferindo em apenas 4 a 8 pares de bases dentro de um intervalo

de dimensdes de 50 a 200 nucleétidos.

2. Electroforese
A electroforese constitui uma técnica separativa que se baseia na mobilidade de ides
(ou de DNA, como no caso aqui descrito) num campo eléctrico. As moléculas de DNA

carregadas negativamente migram em direc¢do a um eléctrodo positivo e os ides
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carregados positivamente migram em direccdo a um eléctrodo negativo. Por razdes de
seguranca, um dos eléctrodos esta geralmente em terra e o outro esta carregado positiva ou
negativamente. As espécies carregadas possuem velocidades diferentes de migracao,
dependendo da sua carga total, dimensao e forma, e podem deste modo ser separadas. Um
aparelho de electroforese € constituido por uma fonte de alimentagdo de alta voltagem,
electrodos, tampao e um suporte para o tampao, tal como o gel de poliacrilamida ou um tubo
capilar. Frequentemente, os tubos capilares sdo usados para muitos tipos de amostras e os
outros suportes de gel sdo utilizados para amostras biologicas, tais como misturas de

proteinas ou fragmentos de DNA.

3. Electroforese Capilar (CE)

A electroforese capilar (CE), nas suas variadas manifestacdes (solucdo livre,
isotacoforese, focalizagao isoeléctrica, gel de poliacrilamida, “cromatografia’ electrocinética
micelar) encontra-se em desenvolvimento como método para separacdes rapidas de alta
resolugdo para amostras de misturas complexas com volumes muito pequenos. Em
combinagdo com a sensibilidade e selectividade inerentes @ MS, a CE-MS constitui uma
téchica potencialmente poderosa no campo da bioandlise. Na nova aplicagcdo aqui
apresentada, a ligagdo entre estes dois métodos conduzira & obtencdo de métodos
superiores de sequenciagdo de DNA que ultrapassardo em diversas ordens de magnitude
os actuais métodos de sequenciacio.

A correspondéncia entre as taxas de fluxo obtidas em CE e em ionizagéo por
electrospray (ESI), e o facto de que ambas as técnicas sao facilitadas pela presenca de (e
primariamente usadas para) espécies i6nicas em solugdo, fornece a base para uma
combinagao extremamente apelativa. Foi ja descrita a utilizagcdo de uma combinacdo de
electroforese de zona capilar (CZE) e de isotacoforese capilar em associacdo ao uso de
espectrometros de massa quadrupolares baseados em ESI (Olivares et al., Anal. Chem.
59:1230, 1987; Smith et al., Anal. Chem. 60:436, 1988; Loo et al, Anal. Chem. 179:404,
1989; Edmonds et al., J. Chroma. 474:21, 1989; Loo et al., J. Microcolumn Sep. 1:223, 1989;
Lee et al., J. Chromatog. 458:313, 1988; Smith et al., J. Chromatog. 480:211, 1989; Grese et
al., J. Am. Chem. Soc. 111:2835, 1989). Os péptidos pequenos sio faciimente adaptaveis a
analise por CZE, obtendo-se uma boa sensibilidade (da ordem das femtomoles).

O método mais poderoso para a separagao de fragmentos de DNA é a electroforese
em gel de poliacrilamida (PAGE), geralmente num formato de placa de gel. No entanto, a
principal limitagdo da tecnologia actual consiste no relativamente longo periodo de tempo

que é necessario dispender na electroforese em gel de fragmentos de DNA produzidos nas
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reacgdes de sequenciacdo. Pode conseguir-se um aumento da velocidade (numa ordem de
grandeza de 10 vezes) por meio do uso da electroforese capilar, que utiliza geles ultrafinos.
Em solugéo livre, e numa primeira aproximagado, todos os DNA migram com a mesma
mobilidade, ja que a adicdo de uma base resulta na compensacdo da massa com a carga.
Nos geles de poliacrilamida, os fragmentos de DNA migram em fungao do tamanho, e esta
abordagem foi agora aplicada & CE. Foi agora atingido um numero notavel de placas por
metro através do uso de poliacrilamida com ligagées cruzadas (10’ placas por metro, Cohen
et al,, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:9660, 1988). Tais colunas de CE, tal como descrito,
podem ser utilizadas para a sequenciagdo de DNA. O método de CE &, em principio, 25
vezes mais rapida do que a electroforese em placa de gel realizada num sequenciador
convencional. Por exemplo, € possivel ler cerca de 300 bases por hora. A velocidade de
separacao na electroforese em placa de gel é limitada pela intensidade do campo eléctrico
que pode ser aplicado ao gel sem que ocorra uma produgéo excessiva de calor. Assim, a
maior velocidade da CE € conseguida através do uso de forgas de campo superiores (300
Vicm na CE versus 10 V/cm na electroforese em placa de gel). O formato capilar reduz a
amperagem, e, dete modo, a poténcia e a geragéo de calor resultante.

Smith e outros (Smith et al., Nuc. Acids Res. 18:4417, 1990) sugeriram o uso de
multiplos capilares em paralelo para obter um aumento do rendimento. Do mesmo modo,
Mathies e Huang (Mathies e Huang, Nature 359:167, 1992) introduziram a electroforese
capilar em que as separagdes sdo realizadas em conjuntos de capilares em paralelo e
demonstraram a ocorréncia de uma sequenciacéo de alto rendimento (Huang et al., Anal.
Chem. 64:967, 1992, Huang et él., Anal. Chem. 64:2149, 1992). A principal desvantagem da
electroforese capilar consiste na limitada quantidade de amostra com que é possivel
carregar o capilar. Ao concentrar uma grande quantidade de amostra no inicio do capilar,
antes da separacgao, a capacidade de carga € aumentada e os niveis de detecgdo podem
baixar em diversas ordens de grandeza. O método mais popular de pré-concentracdo na CE
consiste no “empilhamento” de amostras. O empilhamento de amostras foi recentemente
analisado numa publicagdo (Chien e Burgi, Anal. Chem. 64:489A, 1992). O empilhamento
de amostras depende da diferenca de matrizes (pH, forca iénica) entre o tampao da amostra
e o tampao do capilar, sendo o campo eléctrico ao longo da zona da amostra superior ao
verificado na zona capilar. No empilhamento de amostras, um grande volume de amostra
presente num tampao de baixa concentracdo é introduzido para pré-concentracdo na
cabeca da coluna capilar. O capilar esta cheio de um tampao com a mesma composicao

mas de concentragdo superior. Quando os ides da amostra atingem o tampao do capilar e o
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campo eléctrico mais baixo, eles empilham-se numa zona concentrada. O empilhamento de
amostras possibilita um aumento de detectabilidade de 1-3 ordens de grandeza.

Um outro método de pré-concentragdo consiste na aplicagéo de isotacoforese (ITP)
antes da separacao dos analitos em CE de zona livre. A ITP é uma técnica electroforética
que permite o carregamento do capilar com volumes de amostra da ordem do microlitro, em
contraste com os baixos volumes de injec¢do (nL) tipicamente associados a CE. A técnica
baseia-se na inser¢do da amostra entre dois tampdes (electrolitos de vanguarda e de
rectaguarda), de mobilidades respectivamente mais alta e mais baixa do que a do analito. A
técnica constitui inerentemente uma técnica de concentracdo, em que os analitos se
concentram em zonas puras que migram a mesma velocidade. A técnica & actualmente
menos popular do que os métodos de empilhamento acima descritos devido a necessidade
de fazer diversas escolhas de electrélitos de vanguarda e rectaguarda, e ao facto de ser
apenas possivel separar espécies catiénicas ou anionicas durante um processo de
separacgao.

A caracteristica central do processo de sequenciagdo de DNA reside na separacao
notavelmente selectiva de DNA ou fragmentos oligonucleotidicos. Esta separacdo é notavel
porque cada um dos fragmentos € resolvido e pode diferir dos outros em apenas um
nucledtido. Tém ja sido obtidas separagdes de até 1000 fragmentos (1000 bp). Uma
vantagem adicional da sequenciagdo por meio de marcadores susceptiveis de corte é a
seguinte: quando sao usados marcadores susceptiveis de corte, ndo existe a necessidade
de usar um formato de placa de gel na separacdo de fragmentos de DNA por gel de
poliacrilamida. Uma vez que sdo combinadas numerosas amostras (4 a 2000), ndo ha a
necessidade de processar as amostras em paralelo, tal como acontece com os métodos
actuais de corante-primer ou corante-terminador (i.e., sequenciador ABI373). Uma vez que
Naoé necessario processar carreiras em paralelo no gel, ndo existe nenhuma razao para
usar uma placa de gel. Deste modo, & possivel utilizar um formato de gel em tubo no
meétodo de separacao electroforética. Grossman e outros (Grossman et al., Genet. Anal.
Tech. Appl. 9:9, 1992) demonstraram que se obtém vantagens significativas por utilizacao
de um formato de gel em tubo no lugar de um formato de gel em placa. Tal deve-se a maior
facilidade em dissipar a energia calorifica de Joule quando se utiliza um formato de tubo, o
que resulta na redugao dos tempos de corrida (em 50%) e numa resolucdo muito mais
elevada dos fragmentos de DNA de elevado peso molecular (superior a 100 nt). As leituras
extensas sado criticas para a sequenciacdo gendmica. Assim, o uso de marcadores

susceptiveis de corte na sequenciagédo possui a vantagem adicional de facultar ao utilizador
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a utilizacao do método de separagdo de DNA que apresenta maior eficiéncia e sensibilidade

€ que possui igualmente a mais alta resolucio.

4. Dispositivos Microfabricados

A electroforese capilar (CE) constitui um poderoso método para sequenciacgdo,
analise forense, analise de produtos de PCR e separagdo dos fragmentos de restricao por
dimensdes. A CE & bastante mais rapida do que a PAGE tradicional em placa, uma vez que
em geles capilares se pode aplicar um potencial de campo bastante superior. No entanto, a
CE apresenta a desvantagem de s6 permitir o processamento de uma amostra por gel. O
método combina a maior rapidez dos tempos de separagdo da CE com a capacidade de
analisar amostras multiplas em paralelo. O conceito subjacente ao uso de dispositivos
microfabricados € o de que a densidade da informac&o obtida na electroforese é aumentada
ao miniaturizar a dimensao das carreiras do gel para cerca de 100 micrometros. A industria
electronica usa rotineiramente a microfabricagdo para produzir circuitos com estruturas de
tamanho inferior a um micron. A densidade actual dos conjuntos de capilares & limitada pelo
diametro exterior do tubo capilar. A microfabricagdo de canais possibilita a obtencio de uma
maior densidade para os conjuntos de capilares. A miérofabricagéo permite igualmente a
execugao de montagens que n&o é possivel realizar utilizando fibra de vidro, e liga os canais
directamente a outros dispositivos num chip. Poucos dispositivos foram ja produzidos em
microchips para aplicagdo as tecnologias de separacdo. Foram fabricados um cromatoégrafo
de gas (Terry et al., /EEE Trans. Electron Device, ED-26:1880, 1979) e um cromatégrafo de
liquido (Manz et al., Sens. Actuators B1:249, 1990) em chips de silicone, mas estes
dispositivos ndo tém conhecido uma utilizagdo muito alargada. Diversos grupos tém referido
a separagao de corantes fluorescentes e de aminoacidos em dispositivos microfabricados
(Manz et al., J. Chromatography 593:253, 1992, Effenhauser et al., Anal. Chem. 65:2637,
1993). Recentemente, Woolley e Mathies (Woolley e Mathies, Proc. Natl. Acad. Sci.
91:11348, 1994) demonstraram que a fotolitografia e a gravaco quimica por accao de acido
podem ser usados para produzir grandes numeros de canais de separagdo em substratos
de vidro. Os canais sdo preenchidos com matrizes de separacdo de hidroxietilcelulose
(HEC). Foi demonstrado que é possivel separar fragmentos de restricdo de DNA em

periodos de tempo tao breves como dois minutos.

D. CORTE DE MARCADORES
Tal como se descreveu acima, diferentes concepcdes do linker conferirdo

susceptibilidades ao corte (“labilidades”) sob diferentes condigdes fiéicas ou quimicas. Os

86




exemplos de condigbes que servem para cortar diferentes tipos de linker incluem as

condi¢bes de acido, base, oxidagdo, reducgdo, fluoretos, troca de tidis, fotdlise e acgdo

enzimatica.

Os exemplos de linkers susceptiveis ao corte que satisfazem os critérios gerais para

linkers acima expostos sdo bem conhecidos dos técnicos e incluem os compostos listados

no catalogo de Pierce (Rockford, JL). Os exemplos incluem:

glicobis(succinimidilsuccinato) de etileno (EGS), um reagente de “cross-linking”
(que estabelece ligagbes cruzadas) reactivo a aminas e que sofre quebra de
ligagdes por acgéo da hidroxilamina (1 M a 37°C durante 3-6 horas);

tartarato de disuccinimidilo (DST) e sulfo-DST, que sdo reagentes de cross-
linking reactivos a aminas, susceptiveis ao corte por periodato de sédio a 0,015
M:;
bis[2-(succinimidiloxicarboniloxi)etillsulfona (BSOCOES) e sulfo-BSOCOES, que
sao reagentes de cross-linking reactivos a aminas, susceptiveis ao corte por base
(pH 11,6);

1,4-di-[3'-(2'-piridilditio(propionamido))butano (DPDPB), um piridilditiol, reagente
de crosslinking susceptivel ao corte por troca de tiois ou por reducéo:
N-[4-(p-azidosalicilamido)-butil]-3’-(2'-piridilditio)propionamida (APDP), um
piridilditiol, reagente de crosslinking susceptivel ao corte por troca de tidis ou por
reducao;

Bis-[beta-4-(azidosalicilamido)etilldisulfureto, . um reagente de crosslinking
fotoreactivo que € susceptivel ao corte por troca de tidis ou por reducao;
N-succinimidil-(4-azidofenil)-1,3'ditiopropionato  (SADP), um reagente de
crosslinking fotoreactivo que é susceptivel ao corte por troca de tidis ou por
reducéo; '
sulfosuccinimidil-2-(7-azido-4-metilcumarina-3-acetamida)etil-1,3"-ditiopropionato
(SAED), um reagente de crosslinking fotoreactivo que é susceptivel ao corte por
troca de tidis ou por reducéo;
sulfosuccinimidil-2-(m-azido-o-nitrobenzamido)-etil-1,3™-ditiopropionato ~ (SAND),
um reagente de crosslinking fotoreactivo que é susceptivel ao corte por troca de

tidis ou por reducao.

Sao em seguida fornecidos outros exemplos de linkers susceptiveis a corte e de

condi¢cdes que podem ser usadas para libertar os marcadores. Um grupo linker de sililo pode

ser cortado por fluoretos ou por condigdes acidicas. O linker 2-nitrobenziloxi 3-, 4-, 5- ou 6-
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substituido ou o 4-nitrobenziloxi 2-, 3-, 5- ou 6-substituido podem ser cortados por uma fonte
de fotbes (fotdlise). O linker 2-alcoxifenoxi 3-, 4-, 5- ou 8-substituido ou o 4-alcoxifenoxi 2-,
3-, 5- ou 6-substituido podem ser cortados por Ce(NH,4)3(NO;)s (oxidagdo). Um linker de
NCO; (uretano) pode ser cortado por hidroxido (base), acido ou LiAlH, (redugio). Um grupo
linker de 3-pentenilo, 2-butenilo ou 1-butenilo pode ser cortado por Oj, 050410, ou KMnO,
(oxidagao). Um linker de 2-[furil 3-, 4- ou S-substituido]oxi pode ser cortado por O,, Br,,
MeOH ou &cido.

As condi¢bes para o corte de outros linkers labeis incluem: os linkers de t-alquiloxi
podem ser cortados por acido; os linkers de metil(dialquil)metoxi ou 2-alquil-1,3-dioxano-2-ilo
4-substituido podem ser cortados por H;O"; os grupos 2-sililetoxi podem ser cortados por
fluoretos ou acido; os linkers 2-(X)-etoxi (em que X = ceto, amida de éster, ciano, NO,,
sulfureto, sulféxido, sulfona) podem ser cortados sob condicbes ailcalinas; os linkers
benziloxi 2-, 3-, 4-, 5- ou 6-substituidos podem ser cortados por condigdes acidicas ou de
redugdo; os linkers de buteniloxi podem ser cortados por (Ph;P);RhCI(H); os linkers 2-
bromofenoxi 3-, 4-, 5- ou 6-substituidos podem ser cortados por Li, Mg ou BuLi; os linkers de
metiltiometoxi podem ser cortados por Hg®": os linkers de 2-(X)-etiloxi (em que X = um
halogénio) podem ser cortados por Zn ou Mg: os linkers de 2-hidroxietiloxi podem ser
cortados por oxidagao (p.ex., com Pb(OAc),).

Os linkers preferidos s&o os susceptiveis a corte por acido ou por fotdlise. Diversos
linkers que foram desenvolvidos para a sintese de péptidos em fase sélida tém utilidade na
ligacdo de marcadores as MOIs. Alguns destes linkers estdo descritos numa publicacéo
recente de Lloyd-Williams et al. (Tetrahedron 49:11065-11133, 1993). Um tipo util de linker é
baseado em alcoois p-alcoxibenzilicos, dois dos quais, o acido 4-hidroximetilfenoxiacético e
o acido 4-(4-hidroximetil-3-metoxifenoxi)butirico, sdo comercializados pela Advanced
ChemTech (Louisville, KY). Ambos os linkers se podem ligar a um marcador através de uma
ligacao éster ao benzildlcool, e a uma MOI que contenha uma amina através de uma ligacao
amida ao acido carboxilico. Os marcadores ligados a estas moléculas s3o libertados da MOI
por acgao de concentragdes variaveis de acido trifluoroacético. O corte de Iiga(;()‘es destes
linkers resulta na libertagdo de um écido carboxilico no marcador. O corte por acido das
ligagbes entre marcadores e linkers como o 2,4-dimetoxi-4'-(carboximetiloxi)-benzidrilamina
(fornecido pela Advanced ChemTech sob forma protegida por FMOC) resulta na libertacio
de uma amida carboxilica no marcador libertado.

Na sua maioria, os linkers fotolabeis com utilidade no ambito deste pedido de patente
foram também desenvolvidos para a sintese de péptidos em fase sélida (ver a publicacdo de

Lloyd-Williams). Estes linkers tém geralmente por base os 2-nitrobenzilésteres ou as 2-
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nitrobenzilamidas. Como exemplos de linkers fotolabeis recentemente referidos na literatura
encontram-se o acido 4-(4-(1-Fmoc-amino)etil)-2-metoxi-5-nitrofenoxi)butandico (Holmes e
Jones, J. Org. Chem. 60.2318-2319, 1995) e o Aacido (3-Fmoc-amino)3-(2-
nitrofenil)propiénico (Brown et al., Molecular Diversity 1:4-12, 1995). Ambos os linkers se
podem ligar por meio do &cido carboxilico a uma amina presente na MOI. A ligacdo do
marcador ao linker €& efectuada através da formacdo de uma amida entre um acido
carboxilico do marcador e a amina do linker. O corte de ligagdes dos linkers fotolabeis é
geralmente efectuado por meio de radiagdo UV com um comprimento de onda de 350 nm,
usando intensidades e periodos de tempo conhecidos da técnica. Como exemplos de fontes
comerciais de instrumentos que podem ser utilizados para o corte fotoquimico citam-se a
Aura Industries Inc. (Staten Island, NY) e Agrenetics (Wilmington, MA). O corte de ligagbes
dos linkers resulta na libertacdo de uma amida primaria no marcador. Os exemplos de
linkers fotolabeis incluem ésteres de nitrofenil-glicina, cloretos e metanosulfonatos de exo- e
endo-2-benzonorborneilo e o acido 3-amino-3(2-nitrofenil)propidnico. Como exemplos de
corte enzimatico de ligagdes encontram-se o corte de ligagdes éster pelas esterases, o corte
das ligagdes fosfodiéster por acg¢do das nucleases, o corte das ligacdes peptidicas pelas

proteases, etc.

E. DETECCAO DE MARCADORES

Os métodos de detecgdo baseiam-se tipicamente na absorcdo ou emissao em algum

tipo de zona do espectro de radiagdes. Quando os atomos ou as moléculas absorvem luz, a
energia recebida excita uma estrutura quéantica, fazendo-a passar para um nivel mais
elevado de energia. O tipo de excitacdo depende do comprimento de onda da luz. Os
electrdes sdo promovidos a orbitais mais elevadas através da luz ultravioleta ou visivel, as
vibragdes moleculares sdo excitadas pela luz infravermelha e as rotacbes sdo excitadas
pelas microondas. Um espectro de absorcio é dado pela absorgdo da luz em funcéo do
comprimento de onda. O espectro de um atomo ou molécula depende da sua estrutura de
- niveis de energia. Os espectros de absorcio tém utilidade na identificagcdo de compostos.
Os meétodos espectroscopicos de absorgéo incluem a espectroscopia de absorcao atomica
(AA), a espectroscopia de infravermelhos (IR) e a espectroscopia UV-vis (uv-vis).

Os atomos ou moléculas que sdo excitados até niveis energéticos elevados podem
decair até niveis mais baixos através da emissdo de radiacées. Esta emissdo de luz é
designada por fluorescéncia se a transicdo ocorrer entre estados com o mesmo spin, e
fosforescéncia se a transicdo ocorrer entre estados com spins diferentes. A intensidade de

emissao de um analito & linearmente proporcional a concentragdo (para concentracbes
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reduzidas), e € Util para a quantificacdo da espécie emissora. Os métodos espectroscopicos
de emissao incluem a espectroscopia de emissio atdémica (AES), a espectroscopia de
fluorescéncia atomica (AFS), a fluorescéncia molecular induzida por laser (LIF) e a
fluorescéncia a raios X (XRF).

Quando a matéria é atravessada por radiacio electromagnética, a maior parte da
radiagao continua na sua direcg&o original mas uma pequena fracgado é difractada em outras
direccdes. A luz que é difractada ao mesmo comprimento de onda que a luz incidente é
designada por difracgdo de Rayleigh. A luz que é difractada em sélidos transparentes devido
a vibragdes (fondes) é designada por difraccido de Brillouin. A luz difractada de Brillouin
encontra-se desfasada de 0,1 a 1 niUmero de onda relativamente a luz incidente. A luz que é
difractada devido a vibragdes das moléculas ou de fondes opticos em sdlidos opacos é
designada por difrac¢do de Raman. A |uz difractada de Raman encontra-se desfasada em
até 4000 numeros de onda relativamente 3 luz incidente. Os métodos espectroscopicos de
difraccdo incluem a espectroscopia de Raman.

A espectroscopia de IR consiste na medicao do comprimento de onda e da
intensidade» da absorc¢éo de luz da regido média do infravermelho por parte de uma amostra.
A luz da regido média do infravermelho (2,5 ~ 50 um, 4000 — 200 cm™) é suficientemente
energética para excitar a transferéncia das vibracées moleculares para niveis energéticos
mais elevados. O comprimento de onda das bandas de absorcéo em IR sao caracteristicas
de tipos especificos de ligagdes quimicas, e a espectroscopia de IR é geralmente muito Util
para a identificagdo de moléculas organicas e organometalicas.

A espectroscopia de absor¢cdo em infravermelho proximo (NIR) consiste na medicao
do comprimento de onda e da intensidade da absorcao de luz da regido do infravermelho
proximo por parte de uma amostra. A luz de infravermelho proximo abrange o intervalo de
comprimentos de onda de 800 nm- 2,5 um (12.500 — 4000 cm™), e & suficientemente
energética para excitar sobretons e combinagées de vibragdes moleculares até niveis mais
elevados de energia. A espectroscopia de NIR é tipicamente usada para a medigéo
quantitativa de grupos funcionais orgénicos, especialmente O-H, N-H e C=0. Os
componentes e a concepgao dos instrumentos de NIR s3o similares aos dos espectrometros
de absorgéo uv-vis. A fonte de luz € geraimente uma ldmpada de tungsténio e o detector é
geralmente um detector de PbS de fase solida. Os suportes da amostra poderdo ser de
vidro ou quartzo e os solventes tipicos sdo o CCl, e 0 CS,. A instrumentacéo conveniente da
espectroscopia de NIR torna esta técnica adequada a monitorizagao on-line e ao controlo de

processos.
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A Espectroscopia de Absorcao de Ultravicleta e Visivel (uv-vis) constitui a medicao
do comprimento de onda e da intensidade da absorgdo de luz da regido do ultravioleta
proximo e da luz visivel por parte de uma amostra. A absor¢&o no UV de vacuo ocorre a 100
— 200 nm (105-50.000 cm™): no UV de quartzo a 200-350 nm (50.000-28.570 cm™): e no
visivel a 350-800 nm (28.570-12.500 cm™), e é descrita pela lei de Beer-Lambert-Bouguet. A
luz ultravioleta e a luz visivel sdo suficientemente energéticas para promover os electrdes
externos a niveis energéticos mais elevados. A espectroscopia UV-vis pode geralmente ser
aplicada a moléculas e a ides ou complexos inorganicos -em solugdo. Os espectros uv-vis
sdo limitados pelas caracteristicas alargadas dos espectros. A fonte de luz corresponde
geralmente a uma lampada de hidrogénio ou deutério para medicdes UV e a uma lampada
de tungsténio para medigdes no visivel. Os comprimentos de onda destas fontes de Iuz
continua s&o seleccionados através de um separador de comprimentos de onda, tal como
um prisma ou um monocromador de grelha. Os espectros s3o obtidos através do varrimento
do separador de comprimentos de onda, e as medicdes quantitativas podem ser feitas a
partir de um espectro ou a um s6 comprimento de onda.

Os espectrometros de massa usam a diferenca entre as razdes massa/carga (m/z)
de atomos ou moléculas ionizados para os separar entre si. A espectrometria de massa e,
deste modo, utl para a quantificacdo de atomos ou moléculas e também para a
determinag@o de informagdes quimicas e estruturais sobre moléculas. As moléculas
possuem padrées distintos de fragmentacdoque proporcionam informacdes estruturais para
a identificacdo de compostos. As operacdes gerais de um espectrometro de massa sdo a
seguir descritas. S3o criados iGes em fase gasosa, os ibes sdo separados no espaco ou no
tempo com base na sua razao massa/carga, e a quantidade de ides correspondentes a cada
razao massa/carga é medida. A poténcia de separacdo de ides de um espectréometro de
massa € descrita pela resolugéo, a qual € definida pela formula R =m/deltam, em
que m € a massa do ido e delta m é a diferenca em massa entre dois picos resollveis de um
espectro de massa. Por exemplo, um espectrometro de massa com uma resolucao de 1000
pode distinguir um ido com uma m/z de 100,0 de outro ido com uma m/z de 100 1.

Em geral, um espectrometro de massa (MS) consiste em uma fonte de ides, um
analisador selectivo de massas e um detector de ides. Os espectrometros de sector
magnetico, quadrupolar e de tempo-de-voo requerem igualmente sistemas opticos de
extraccao e aceleragéo de ides para transferir os ibes para a regido de fonte do analisador
de massas. Os detalhes dos diversos tipos de analisadores de massa (para o MS de sector
magnético, o MS quadrupolar ou 0 MS de tempo-de-voo) sdo abaixo expostos. Os

analisadores de Focagem Simples para a MS de sector magnético utilizam uma trajectoria
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para o feixe de particulas de 180, 90 ou 60 graus. As varias forcas que influenciam as
particulas separam os ides com diferentes razées massa/carga. Com os analisadores de
focagem dupla, é adicionado um analisador electrostatico a este tipo de instrumento para
separar particulas com diferentes energias cinéticas.

Um filtro quadrupolar de massa para a MS quadrupolar consiste em quatro cilindros
metalicos dispostos em paralelo. As voltagens aplicadas afectam a trajectéria dos ides que
percorrem a trajectéria centrada entre os quatro cilindros. Para dadas voltagens AC e DC,
apenas os ibes com uma certa razdo massa/carga passam através do filtro quadrupolar, e
todos os outros ibes sdo desviados da sua trajectéria original. E obtido um espectro de
massa através da monitorizagdo dos ides que passam através do filtro guadrupolar a
medida que se fazem variar as voltagens nos cilindros.

Um espectrometro de massa de tempo-de-voo usa as diferencas no tempo de
4 transito através de uma “regido de flutuacdo” para separar os ides de diferentes massas. O
aparelho funciona num modo pulsado, de tal forma que os ides terdo de ser produzidos em
impulsos e/ou extraidos em impulsos. Um campo eléctrico 'pulsado acelera todos os ides até
que estes penetram numa regido de flutuacdo subtraida a acgdo do campo com uma
energia cinética de qV, em que q € a carga do ifo e V é a voltagem aplicada. Uma vez que a
energia cinética dos ides corresponde a 0,5 mV? os ides mais leves adquirirdao maior
velocidade do que os ides mais pesados e atingirdo mais depressa o detector localizado no
final da regido de flutuagdo. Os dados obtidos no detector de iGes sdo visualizados num
osciloscopio em fungdo do tempo, produzindo-se o espectro de massa.

O processo de formagao de ides constitui o ponto de partida para as analises por
espectrometria de massa. A ionizagdo quimica é um método que utiliza um reagente
formador de i6es que reage com as moléculas de analito (marcadores) para formar ides
através da transferéncia de um protdo ou hidreto. Os reagentes formadores de ides sdo
produzidos através da introdugdo de metano em grande excesso (relativamente ao
marcador) numa fonte de ides de impacto electronico (El). As colisGes electrénicas
produzem CH,” e CHs", que prosseguem a reacgdo com o metano para originar CHs* e
C;Hs". Outro método de ionizacdo de marcadores consiste no uso de plasma e de uma
descarga em tubo de electrées. O plasma é um gas quente parcialmente ionizado que excita
e ioniza atomos de modo eficaz. Uma descarga em tubo de electrdes corresponde a um
plasma a baixa pressdo mantido entre dois eléctrodos. A ionizagdo por impacto electrénico
utiliza um feixe de electres, usualmente gerado a partir de um filamento de tungsténio, para
ionizar atomos ou moléculas em fase gasosa. Um electrdo do feixe retira, por colisdo, um

electrdo dos atomos ou moléculas de analito, criando ides. A ionizagéo por electrospray
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utiliza uma agulha muito fina e uma série de divisores de fluxo. Uma solucdo de amostra é
vaporizada para a camara de fonte, formando-se goticulas. As goticulas transportam uma
carga ao sair do sistema capilar, e, a medida que o solvente se vaporiza, as goticulas
desaparecem deixando moléculas de analito altamente carregadas. A ESI é particularmente
util para grandes moléculas biolégicas que sao dificeis de vaporizar ou ionizar. O
bombardeamento por atomos rapidos (FAB) utiliza um feixe de elevada energia de atomos
neutros, tipicamente Xe ou Ar, que atingem uma amostra sélida causando desadsorcéo e
ionizagao. Esta técnica € usada para grandes moléculas biologicas que atingem dificilmente
a fase gasosa. A técnica de FAB provoca um pequeno grau de fragmentacao e proporciona
geralmente um pico de um grande ido molecular, o que a torna util para a determinacéo de
pesos moleculares. O feixe atomico & produzido através da aceleracio de ides provenientes
de uma fonte de ides através de uma célula de conversdo de cargas. Os ides captam um
electrdo em resultado de colisdes com atomos neutros, formando-se um feixe de atomos de
elevada energia. A ionizagdo por laser (LIMS) € um método em que um impulso de laser
remove material da superficie de uma amostra e cria um microplasma que ioniza alguns dos
constituintes da amostra. A ionizagdo por desadsorcdo com laser assistida por matriz
(MALDI) constitui um método LIMS para vaporizagéo e ionizagcdo de grandes moléculas
bioldgicas, tais como proteinas ou fragmentos de DNA. As moléculas biologicas sio
dispersas numa matriz sélida, como o acido nicotinico. Um impulso de laser UV remove a
matriz, que arrasta algumas das moléculas de grandes dimensdes para a fase gasosa sob
uma forma ionizada, o-que faz com que estas moléculas possam ser extraidas para um
espectrometro de massa. A ionizagdo por desadsor¢éo em plasma (PD) utiliza o decaimento
de **°Cf, o qual produz dois fragmentos de fissdo que se deslocam em direc¢Ges opostas.
Um dos fragmentos atinge a amostra, produzindo 1-10 ides de analito. O outfo fragmento
atinge o detector e desencadeia o processo de aquisicdo de dados. Este método de
ionizacdo & especialmente Ut para grandes moléculas biologicas. A ionizagdo por
ressonancia (RIMS) € um método em que um ou mais feixes de laser sao sintonizados em
ressonancia com transi¢ées de um atomo ou molécula em fase gasosa de modo a promové-
lo, num processo em etapas, a um nivel acima do seu potencial de ionizacéo, criando-se um
id0. A ionizacdo secundaria (SIMS) utiliza um feixe de iées, formado por *He*, '°0O* ou “°Ar* ,
que € focado sobre a superficie de uma amostra e langa material para a fase gasosa. A
ionizagao por faisca € um método que ioniza analitos em amostras solidas através da
aplicagao de uma corrente eléctrica pulsada entre dois eléctrodos.

Um marcador podera receber uma carga antes, durante ou apds o seu corte a partir

da molécula a que se encontra ligado. Os métodos de ionizacdo que se baseiam na
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“desadsorgao” de i6es, a formacao ou emissao directa de iGes a partir de superficies sélidas
ou liquidas, tém permitido a utilizagcdo crescente de compostos néo volateis e termolabeis.
Estes meétodos eliminam a necessidade de volatilizacdo das moléculas neutras antes da
ionizagdo e minimizam de maneira geral a degradagao térmica das espécies moleculares.
Estes metodos incluem a desadsorgcdo em campo (Becky, Principles of Field lonization and
Field Desorption Mass Spectrometry, Pergamon, Oxford, 1977), a desadsorgao por plasma
(Sundqvist e Macfarlane, Mass Spectrom. Rev. 4:421, 1985), desadsorcao por laser (Karas
e Hillenkamp, Anal. Chem. 60:2299, 1988); Karas et al., Angew. Chem. 101:805, 1989),
bombardeamento por particulas rapidas (p.ex., bombardeamento por atomos rapidos, FAB,
e espectrometria de massa de ides secundarios, SIMS, Barber et al., Anal. Chem. 54:645A,
1982), e ionizagdo por termospray (TS) (Vestal, Mass Spectrom. Rev. 2:447, 1983). A
técnica de termospray & largamente utilizada em combinagdo on-line com a cromatografia
liguida. Os métodos de FAB em fluxo continuo (Caprioli et al., Anal. Chem. 58:2949, 1986)
demonstraram igualmente possuir um potencial significativo. Uma lista mais completa de
combinacdes de ionizacdo/espectrometria de massa inclui a espectrometria de massa por
captura de iGes, espectrometria de massa com ionizagdo por electrospray, espectrometria
de massa com spray de ides, espectrometria de massa com ionizagdo em liquido,
espectrometria de massa com ionizagdo a pressao atmosférica, espectrometria de massa
com ionizacao por electrdes, espectrometria de massa com ionizacdo por bombardeamento
com atomos metaestaveis, espectrometria de massa com ionizagéo'por bombardeamento
com atomos rapidos, espectrometria de massa MALDI, espectrometria de massa de tempo-
de-voo com fotoionizagdo, espectrometria de massa com micro-sonda de laser,
espectrometria de massa MALDI-TOF, espectrometria de massa APCI, espectrometria de
massa por nanospray, espectrometria de massa com ionizagdo em spray nebulizado,
espectrometria de massa com ionizagdo quimica, espectrometria de massa com ionizagao
por ressonancia, espectrometria de massa com ionizagdo secundaria, espectrometria de
massa por termospray.

Os meétodos de ionizagdo adaptaveis a compostos bioldgicos ndo volateis possuem
intervalos de aplicabilidade sobreponiveis. As eficiéncias de ionizacdo sdo altamente
dependentes da composi¢do da matriz e do tipo de composto. Os resultados actualmente
disponiveis indicam que a massa molecular maxima analisavel por TS é de cerca de 8000
daltons (Jones e Krolik, Rapid Comm. Mass Spectrom. 1:67, 1987). Uma vez que a TS é
realizada principalmente em associagdo a espectrémetros quadrupolares de massa, a
sensibilidade € tipicamente afectada de modo desproporcionado por elevadas razées de

massa/carga (m/z). Os espectrometros de massa de tempo-de-voo (TOF) estdo disponiveis
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no mercado e possuem a vantagem de que o intervalo de razées m/z é limitado apenas pela
eficiéncia do detector. Foram recentemente introduzidos dois outros métodos de ionizagao.
Estes dois métodos sdo agora designados por desadsorgéo por laser assistida por matriz
(MALDI, Karas e Hillenkamp, Anal. Chem. 60:2299, 1988; Karas et al., Angew. Chem.
101:805, 1989) e ionizagdo por electrospray (ESI). Ambas as metodologias exibem uma
eficiéncia de ionizagdc muito elevada (ie., uma razdo de [ides moleculares
produzidos]/[moléculas consumidas] muito elevada). A sensibilidade, que define em Ultima
analise o potencial da técnica, esta dependente da dimens&o da amostra, da quantidade de
ibes, da taxa de fluxo, da eficiéncia de deteccao e da eficiéncia real de ionizacgao.

A MS por electrospray baseia-se numa ideia inicialmente proposta nos anos 60 (Dole
et al., J. Chem. Phys. 49,2240, 1968). A ionizagao por electrospray (ESI) constitui um meio
de produgéo de moléculas carregadas para andlise por espectrometria de massa.
Abreviadamente, a ionizagdo por electrospray produz goticulas altamente carregadas
através da nebuliza¢ao de liquidos num campo electrostatico forte. As goticulas altamente
carregadas, geralmente formadas num banho seco de gas & pressdo atmosférica,
diminuem de tamanho por evaporagdo do solvente neutro até que a repulsio de cargas se
sobrepde as forcas de coesdo, conduzindo a uma “explosdo de Coulomb”. O mecanismo
exacto de ionizagdo € controverso, tendo sido sugeridas varias hipoteses por diversos
grupos de trabalho (Blades et al, Anal. Chem. 63:2109-14,‘1991; Kebarle et al., Anal. Chem.
65:A972-86, 1993; Fenn, J. Am. Soc. Mass Spectrom:524-35, 1993). Independentemente do
processo de formacao de ides utilizado, a ESI produz moléculas carregadas sob condicdes
suaves a partir de uma solucao.

A capacidade de obter dados uteis por espectrometria de massa a partir de
pequenas quantidades de uma molécula orgénica depende da produgéo eficiente de ides. A
eficiéncia de ionizagdo da ESI esta relacionada com a extenséo do processo de associacao
de uma carga positiva a molécula. Um outro método de melhoramento da ionizagao consiste
em usar aminas quaternarias quando tal se mostra possivel (ver Aebersold et al., Protein
Science 1:494-503, 1992; Smith et al., Anal. Chem. 60:436-41, 1988).

A ionizagao por electrospray € em seguida descrita em maior detalhe. A producao de
ides por electrospray requer dois passos: dispersdo de goticulas altamente carregadas a
pressao proxima da atmosférica, seguida de condigdes que induzem a evaporacdo. E
passada uma solugdo de moléculas de analito através de uma agulha mantida a um
potencial eléctrico elevado. Na extremidade da agulha, a solugdo dispersa-se num spray de
goticulas pequenas e altamente carregadas contendo as moléculas de analito. As pequenas

goticulas evaporam-se rapidamente e, através de um processo de desadsorgdo em campo
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ou de evaporagao residual, as moléculas protonadas de proteinas séo libertadas para a fase
gasosa. O electrospray & geralmente produzido por aplicacdo de um campo eléctrico
elevado a um pequeno fluxo de liquido (geralmente 1-10 pl/min) num tubo capilar. E
tipicamente aplicada uma diferenca de potencial de 3-3 kV entre o capilar e um contra-
eléctrodo situado a uma distancia de 0,2-2 cm (zona a partir da qual os ides, os agregados
moleculares carregados e até as goticulas carregadas, dependendo da extensdo da
dessolvatacgéo, poderdo ser recolhidos pelo MS através de um pequeno orificio). O campo
eléctrico resulta numa acumulagdo de cargas a superficie do liquido na extremidade do
capilar; desta forma, a taxa de fluxo do liquido, a resistividade e a tensao superficial sdo
factores importantes na produgédo de goticulas. O elevado campo eléctrico resulta numa
quebra de continuidade da superficie do liquido e na formacdo de goticulas liquidas
altamente carregadas. Podem produzir-se goticulas com carga positiva ou negativa,
dependendo da tendéncia conferida pelo capilar. O modo de ides negativos requer a
presenca de um captador de electrées, como o oxigénio, para inibir a descarga eléctrica.
Pode utilizar-se uma grande variedade de liquidos para produzir eleétrostaticamente
um spray para um vacuo, sendo também possivel utilzar um agente nebulizador. O uso de
campos exclusivamente eléctricos para a nebulizacdo debate-se com algumas restricdes
praticas a nivel do intervalo de condutividade do liquido e da constante dieléctrica. E
necessario ter uma condutividade da solugdo menor do que 10° ohms a temperatura
ambiente para que seja possivel obter um electrospray estavel a taxas de fluxo de liquido
uteis correspondendo a uma solugdo aquosa de electrolito de concentracdo < 10* M. No
modo considerado mais Util para a ESI-MS, uma taxa de fluxo de liquido apropriada resulta
na dispersao do liquido numa névoa fina. A uma curta distancia do capilar, o diametro das
goticulas €& frequentemente bastante uniforme e da ordem de 1 pm. Reveste-se de
importancia particular o facto de a corrente total de ides no electrospray sofrer apenas um
aumento ligeiro com taxas de fluxo de liquido superiores. Existem indicagdes de que o
aquecimento & util para a manipulagdo do electrospray. Por exemplo, um ligeiro
aquecimento possibilita uma produgéo rapida de electrospray a partir de solugbes aquosas,
presumivelmente devido a diminuicdo da viscosidade e da tensdo superficial. Tanto o
electrospray termicamente assistido como o electrospray assistido por nebulizagdo de gas
permitem a utilizagdo de taxas mais elevadas de fluxo de liquido, mas diminuem a
intensidade da carga das goticulas. A formagao de ides moleculares requer condigbes que
proporcionem a evaporagdo da populagao inicial de goticulas. Isto pode ser conseguido a
pressdes mais elevadas através de um fluxo de gas seco a temperaturas moderadas (<

60°C), através de aquecimento durante o transporte através da interface, ou
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(particularmente no caso dos métodos de captura de ides) por colisdes energéticas a
pressao relativamente baixa.

Se bem que os processos detalhados subjacentes & ESI permanecam obscuros, as
goticulas muito pequenas produzidas pela ESI parecem possibilitar que praticamente
qualquer espécie em solugédo que transporte uma carga residual seja transferida para a fase
gasosa apos a evaporagdo do solvente residual. A deteccdo por espectrometria de massa
requer, entao, que os ides possuam uma razdo m/z apropriada (< 4000 daltons para os
instrumentos quadrupolares) apoés a dessolvatagdo, e que a sua producdo e transmissio
sejam suficientemente eficientes. A larga gama de solutos que se verificou ja adequar-se a
ESI-MS, e a auséncia de uma dependéncia substancial da eficiéncia de ionizacéo
relativamente ao peso molecular, sugerem que este processo de ionizac3o é altamente néo-
discriminante e largamente aplicavel.

A “fonte” de ides do electrospray funciona a uma presséo proxima da atmosférica. A
“fonte” de electrospray consiste tipicamente num capilar de vidro ou metal que incorpora um
meétodo para imprimir uma tendéncia eléctrica & solugéo liquida relativamente a um contra-
eléctrodo. As solugbes, tipicamente misturas de metanol-agua que contém o analito e
frequentemente outros aditivos como o &cido acético, fluem para a extremidade do terminal.
Foi descrita uma fonte de ESI (Smith et al., Anal. Chem. 62:885, 1990) que pode adaptar-se
a essencialmente qualquer sistema de solventes. As taxas de fluxo tipicas em ESI
encontram-se entre 1-10 pl/min. O principal requisito de uma interface ESI-MS & o de que a
recolha e transporte de ides a partir da regifo de alta pressao para o MS se faca da maneira
mais eficiente possivel.

A eficiéncia da ESI pode atingir niveis muito elevados, fornecendo uma base para
medicbes extremamente sensiveis, o que se torna Util no contexto do invento aqui descrito.
A performance do instrumento pode fornecer uma corrente idnica total a nivel do detector de
cerca de 107? A, ou cerca de 10’ contagens/s para as espécies de carga Unica. Com base
na performance do instrumento, concentragdes tdo baixas como 107'° M ou cerca de 1078
mol/s de uma espécie de carga Unica fornecerdo uma corrente idnica detectavel (de cerca
de 10 contagens/s) se o analito se encontrar compbletamente ionizado. Por exemplo,
obtiveram-se limites de deteccdo da ordem das atomoles com iées de amdnio quaternario
usando uma interface entre ESI e a electroforese capilar de zona (Smith et al., Anal. Chem.
59:1230, 1988). Para um composto com um peso molecular de 1000, o nimero médio de
cargas € igual a 1, o nimero aproximado de estados de carga é 1, a largura de picos (m/z) é

1 e a intensidade maxima (ido/s) é de 1 x10'2.
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O consumo de amostra necessario para a obtencdo de um espectro de ESI &
notavelmente baixo (Smith et al., Anal. Chem. 60:1948, 1988). Poderzo igualmente obter-se
ganhos substanciais através do uso de um conjunto de detectores em instrumentos de
sector, permitindo a detecgdo em simultdneo de porgdes do espectro. Uma vez que
actualmente apenas cerca de 10° de todos os ides formados por ESI sdo detectados, a
atengdo dedicada aos factores que limitam a performance do instrumento poderao fornecer
a base para uma sensibilidade melhorada. Tornar-se-a evidente aos peritos na técnica que o
presente invento contempla e se adapta a melhoramentos das tecnologias de ionizagao e
deteccao.

E preferencialmente colocada uma interface entre a instrumentagao de separagdo
(p.ex., geli) e o detector (p.ex., espectrometro de' massa). A interface possui
preferencialmente as seguintes propriedades: (1) a capacidade para recolher os fragmentos
de DNA em curtos intervalos de tempo, (2) concentrar os fragmentos de DNA, (3) remover
os fragmentos de DNA a partir dos tampdes de electroforese e do meio, (4) cortar as
ligacbes entre o marcador e o fragmento de DNA, (5) separar o marcador do fragmento de
DNA, (6) descartar o fragmento de DNA, (7) colocar o marcador numa solugdo volatil, (8)
volatilizar e ionizar o marcador, e (9) colocar ou transportar o marcador para um dispositivo
de electrospray que introduza o marcador no espectrometro de massa.

A interface possui também a capacidade de “recolher’ os fragmentos de DNA a
medida que estes vao sendo eluidos a partir do fundo de um gel. O suporte de gel podera
ser composto por uma placa de gel, um gel tubular, um capilar, etc. Os fragmentos de DNA
poderdo ser recolhidos por meio de diversos métodos. O primeiro método corresponde ao
uso de um campo eléctrico, sendo os fragmentos de DNA recolhidos a partir do eléctrodo ou
na vizinhanca deste. Num segundo método, os fragmentos de DNA séo recolhidos fazendo
passar um fluxo de liquido pelo fundo do gel. Poderdo combinar-se aspectos dos dois
meétodos, sendo o DNA recolhido a partir de um fluxo de liquido que pode posteriormente ser
concentrado através do uso de um campo eléctrico. O resultado final &€ o de que o0s
fragmentos de DNA s3o removidos do meio ao qual foi aplicado o método de separacéo.
Assim, os fragmentos de DNA poderao ser “arrastados’de um tipo de solugdo para outro
através do uso de um campo eléctrico.

Uma vez colocados os fragmentos de DNA em solugéo apropriada (compativel com o
electrospray ou a espectrometria de massa), o marcador pode ser cortado do fragmento de
DNA. O fragmento de DNA (ou seus residuos) pode entdo ser separado do marcador

através da aplicagdo de um campo eléctrico (de preferéncia, o marcador possui uma carga
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oposta a do fragmento de DNA). O marcador é em seguida introduzido no dispositivo de
electrospray por meio de um campo eléctrico ou de um fluxo de liquido.

Os marcadores fluorescentes podem ser identificados e guantificados mais
directamente através dos seus comprimentos de onda e intensidades de absorgcao e de
emissao de fluorescéncia.

Se bem que um espectrofluorometro seja um aparelho extremamente flexivel,
fornecendo intervalos continuos de comprimentos de onda de excitagao e emissdo (lgx, ls1,
Is2), 0s instrumentos mais especializados, tais como os citdometros de fluxo e 0s
microscopios de varrimento por laser, requerem sondas que sejam excitaveis a um Unico
comprimento de onda fixo. Nos instrumentos actuais, isto corresponde geralmente a linha de
488 nm do laser de argon.

A intensidade da fluorescéncia por molécula de sonda é proporcional ao produto de e
e QY. O intervalo destes pardmetros, para os fluoroforos de importancia pratica,
corresponde a cerca de 10.000 a 100.000 cm'M™”" para ¢ e de 0,1 a 1,0 para QY. Quando a
absorcéo ¢ levada até a saturacéo através do uso de iluminacéo de elevada intensidade, a
destruicao irreversivel do fluoréforo excitado (fotolexiviagédo) torna-se o factor limitante da
detectabilidade da fluorescéncia. O impacto pratico da fotolexiviacdo depende da técnica de
detecgdo de fluorescéncia envolvida.

Tornar-se-a evidente a um técnico que é possivel colocar um dispositivo (uma
interface) entre os passos de separacdo e de deteccdo para permitir o funcionamento
continuo da separacéo por dimensées e da detecgdo do marcador (em tempo real). Este
procedimento reune a metodologia e instrumentagéo de separacao com a metodologia e
instrumentacéo de detecgdo, formando um so6 dispositivo. Por exemplo, € interposta uma
interface entre uma técnica de separacdo e a deteccio por espectrometria de massa ou
amperometria potenciostatica.

A funcéo da interface & primariamente a libertagdo do marcador (p.ex., de
espectrometria de massa) a partir do analito. Existem diversas implementacgdes
representativas da interface. A concepcdo da interface esta dependente da escolha dos
linkers susceptiveis ao corte. No caso da luz ou dos linkers susceptiveis ao corte fotolitico, &
necessaria uma fonte de energia ou de fotées. No caso de um linker acido-labil. de um linker
labil a bases ou de um linker de dissulfureto, é necessaria a adicao do reagente a interface.
No caso dos linkers labeis ao calor, é necessaria uma fonte de energia calorifica. E
requerida a adicado de enzimas para um linker sensivel a enzimas, como acontece com uma
protease especifica e um linker de péptidos, uma nuclease e um linker de DNA ou RNA,

uma glicosilase, HRP ou fosfatase e um linker que é instavel apds o corte (p.ex., similar aos
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substratos quimioluminescentes). Outras caracteristicas da interface incluem um
alargamento minimo das bandas e a separacgdo entre o0 DNA e os marcadores antes da
injeccao destes num espectrometro de massa. As técnicas de separacéo incluem as que se
baseiam em métodos e técnicas electroforéticas, técnicas de afinidade, retengao por
dimensdes (dialise), filtragdo e semelhantes.

E igualmente possivel concentrar os marcadores (ou a construgao de acido nucleico-
linker-marcador), captura-los electroforeticamente e liberta-los entdo para uma corrente
alternativa de reagente que seja compativel com o tipo particular de método de ionizagao
seleccionado. A interface podera igualmente possuir a capacidade de capturar os
marcadores (ou a construgdo de acido nucleico-linker-marcador) em microesferas, langando
a(s) esfera(s) para a camara e realizando entdo a desadsor¢io por laser/vaporizacdo. E
tambem possivel fazer uma extracg¢do por fluxo para um tampao alternativo (p.ex., de um
tampao de electroforese capilar para um tampéao hidrofébico através de uma membrana
permeavel). Em alguns casos podera igualmente ser desejavel a libertacdo intermitente de
marcadores para o espectrometro de massa, o que acrescentaria uma outra funcdo a
interface. Outra das fungbes da interface consiste na libertagdo de marcadores a partir de
multiplas colunas para um espectrémetro de massa, através de uma fenda de introducio
rotativa em funcéo do tempo para cada coluna. Adicionalmente, é possivel promover a
libertacdo de marcadores a partir de uma sé coluna .para detectores MS multiplos, de uma
forma espacada no tempo, recolher cada conjunto de marcadores durante alguns
milisegundos, e liberta-los em seguida pra um espectrometro de massa.

E a seguir apresentada uma lista de fornecedores representativos de tecnologias de
separacdo e deteccdo que podem ser usadas no ambito do presente invento. A Hoefner
Scientific Instruments (San Francisco, CA) fabrica equipamentos de electroforese (Two
Step™, Poker Face™ ll) para aplicagbes em reacgdes de sequenciacdo. A Pharmacia
Biotech (Piscataway, NJ) fabrica equipamentos de electroforese para separacdes e
sequenciacao de DNA (PhastSystem para andlise por PCR-SSCP, MacroPhor System para
a sequenciacao de DNA). A Perkin Elmer/Applied Biosystems Division (ABI, Foster City, CA)
fabrica sequenciadores semi-automatizados baseados em corantes fluorescentes (ABI373 e
ABI377). A Analytical Spectral Devices (Boulder, CO) fabrica espectréometros de UV. A
Hitachi Instruments (Toquio, Jap&o) fabrica espectrometros de Absorcdo Atdmica,
espectrometros de Fluorescéncia, Espectrometros de Massa LC e GC, espectrometros de
NMR e Espectrometros de UV-VIS. A PerSeptive Biosystems (Framingham, MA) produz
Espectrometros de Massa (Voyager™ Elite). A Bruker Instruments Inc. (Manning Park, MA)

fabrica Espectrometros FTIR (Vector 22), Espectrometros FT-Raman, Espectrometros de
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Massa de Tempo-de-Voo (Reflex lI™) Espectémetro de Massa de Captura de Electrdes
(Esquire™) e um Espectrémetro de Massa MALDI. A Analytical Technology Inc. (ATI,
Boston, MA) produz unidades de Electroforese Capilar em Gel, detectores UV e Detectores
de Conjunto de Diodos. A Teledyne Electronic Technologies (Mountain View, CA) fabrica um
Espectrometro de Massa de Captura de I6es (3DQ Discovery™ e 3DQ Apogee™). A Perkin
Elmer/Applied Biosystems Division (Foster City, CA) fabrica um Espectrometro de Massa
Sciex (quadrupolo triplo LC/MS/MS, API 100/300) que é compativel com o método de
electrospray. A Hewlett-Packard (Santa Clara, CA) produz Detectores Selectivos de Massa
(HP 5972A), Espectrémetros de Massa MALDI-TOF (HP G2025A), Detectores de Conjunto
de Diodos, unidades de CE, unidades de HPLC (HP1090) e Espectrémetros de UV. A
Finigan Corporation (San Jose, CA) fabrica espectrometros de massa (de sector magnético
(MAT 95 S™), quadrupolares (MAT 95SQ™) e quatro outros tipos de espectrémetros
associados). A Rainih (Emeryville, CA) fabrica instrumentos de HPLC.

Os métodos e composi¢des aqui descritos possibilitam que os marcadores cortados
sejam usados como mapas de um tipo de amostra em particular e da identidade de
nucleotidos. No inicio de cada método de sequenciagdo, é atribuido um primer particular
(seleccionado) a um marcador particular individualizado. Os marcadores mapeiam um tipo
de primer, que por sua vez mapeia um tipo de vector, que por seu lado mapeia uma
identidade de amostra. O marcador podera também mapear um tipo de terminador didesoxi
(ddTTP, ddCTP, ddGTP, ddATP), sendo o primer marcado colocado na respectiva reaccao
didesoxinucleotidica para funcionar como referéncia. A reaccado de sequenciacio é entdo
realizada e os fragmentos resultantes sio sequencialmente separados por dimensdes ao
longo do tempo.

Os marcadores sao cortados a partir dos fragmentos numa estrutura temporal e sdo
medidos e registados numa estrutura temporal. A sequéncia € construida através da
comparagao do mépa do marcador com a estrutura temporal. Isto significa que todas as
identidades dos marcadores sao registadas ao longo do tempo apés o passo de separacéao
por dimensdes e se relacionam entre si numa estrutura temporal. O passo de separacio por
dimensdes separa os fragmentos de acido nucleico por incrementos de um nucleédtido, e
desta forma as identidades de marcador relacionadas encontram-se separadas entre si por
um sé nucledtido. Por meio do conhecimento prévio do mapa do terminador didesoxi ou do
mapa de nucledtidos e do tipo de amostra, a sequéncia & prontamente deduzida de modo

linear.
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Os exemplos que se seguem sao fornecidos com fins ilustrativos e nao pretendem
limitar o ambito do invento.

Salvo indicagcdo em contréario, os produtos quimicos usados nos exemplos poderao
ser adquiridos a Aldrich Chemical Company, Milwaukee, W!. S3o usadas as abreviaturas

que se seguem, com os significados indicados:

ANP = acido 3-(Fmoc-amino)-3-(2-nitrofenil)propionico

NBA = acido 4-(Fmoc-arﬁinometiI)-3-nitrobenzc’)ico

HATU = Hexafluorofosfato de O-7-azabenzotriazol-1-il-N,N, N’ N’-tetrametilurdnio
DIEA = diisopropiletilamina

MCT = monoclorotriazina

NMM = 4-metilpirrolidona

ACT357 = sintetizador de péptidos ACT357 da Advanced ChenTech, Inc., Louisville, KY
ACT = Advanced ChenTech, Inc., Louisville, KY

NovaBiochem = CalBiochem-NovaBiochem International, San Diego, CA

TFA = Acido trifluoroacético

Tfa = Trifluoroacetilo

INIP = acido N-metilisopecético

Tfp = Tetrafluorofenilo

DIAEA = 2(Diisopropilamino)etilamina

MCT = monoclorotriazeno

5'-AH-ODN = oligonucleétido marcado com aminohexilo em 5’
EXEMPLOS
EXEMPLO 1
PREPARACAO DE LINKERS ACIDO-LABEIS PARA USO EM SEQUENCIACAO COM

MARCADORES SUSCEPTIVEIS DE CORTE

A. Sintese de Esteres de Pentafluorofenilo de Marcadores de Espectroscopia de Massa

Susceptiveis ao Corte por Via Quimica, para Libertar Marcadores com Extremidades de

Amida Carboxilica

A Figura 1 apresenta o esquema de reacgio.

102




Passo A. A resina TentaGel S AC (composto II; comercializada pela ACT; 1 eq.) é suspensa
em DMF no vaso de recolha do sintetizador de péptidos ACT357 (ACT). S&o adicionados o
composto | (3 eq.), HATU (3 eq.) e DIEA (7,5 eq.) em DMF, e o vaso de recolha é agitado
durante 1 h. O solvente é removido e a resina € lavada com NMP (2X), MeOH (2X) e DMF
(2X). O acoplamento de | a resina e os passos de lavagem sdo repetidos para originar o

composto .

Passo B. A resina (composto Ill) € misturada com piperidina a 25% em DMF e agitada
durante 5 min. A resina é filtrada, sendo ent&o misturada com piperidina a 25% em DMF e
agitada durante 10 min. O solvente é removido e a resina é lavada com NMP (2X), MeOH

(2X) e DMF (2X), sendo entdo directamente usada no passo C.

Passo C. A resina desprotegida obtida no passo B é suspensa em DMF e € adicionada a
suspensao um aminoacido protegido por FMOC, contendo uma funcionalidade amina na sua
cadeia lateral (composto IV, p.ex. alfa-N-FMOC-3-(3-piridil)-alanina, comercializado pela
Synthetech, Albany, OR; 3 eq.), HATU (3 eq.) e DIEA (7,5 eq.) em DMF. O vaso é agitado
durante 1 hora. O solvente é removido e a resina € lavada com NMP (2X), MeOH (2X) e
DMF (2X). O acoplamento do composto IV a resina e os passos de lavagem sao repetidos

para originar o composto V.

Passo D. A resina (composto V) é tratada com piperidina tal como descrito no passo B para
remover o grupo FMOC. A resina desprotegida é entdo dividida em 16 partes iguais pelo

ACT357 a partir do vaso de recolha e passado para 16 vasos de reacg3o.

Passo E. As 16 aliquotas de resina desprotegida obtida no passo D sio suspensas em
DMF. A cada vaso de reaccdo € adicionado o &cido carboxilico apropriado Vi (R1.16
COzH; 3 eq.), HATU (3 eq.) e DIEA (7,5 eq.) em DMF. Os vasos de reacgio sio agitados
durante 1 hora. O solvente é removido e as aliquotas de resina s3o lavadas com NMP (2X),
MeOH (2X) e DMF (2X). O acoplamento de Vl_s as aliquotas de resina e os passos de

lavagem sao repetidos para originar os compostos Vll;.4.

Passo F. As aliquotas de resina (compostos Vll;4) sdo lavadas com CH,Cl, (3X). E
adicionado a cada vaso de reaccdo TFA a 1% em CH,Cl, e os vasos de reacgdo sdo
égitados durante 30 min. O solvente é filtrado a partir dos vasos de reaccdo para tubos

individuais. As aliquotas de resina séo lavadas com CH,Cl, (2X) e MeOH (2X) e os filtrados
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sao combinados nos tubos individuais. Os tubos individuais sio evaporados em vacuo,

fornecendo os compostos VIi;_.

Passo G. Cada um dos acidos carboxilicos livres Vllii4s € dissolvido em DMF. A cada
solugao € adicionada piridina (1,05 eq.), seguindo-se a adicdo de trifluoroacetato de
pentafluorofenilo (1,1 eq.). As misturas s&o agitadas vdurante 45 min. a temperatura
ambiente. As solugdes sdo diluidas com EtOAc, lavadas com acido citrico em solucao
aquosa a 1 M (3X) e com NaHCO3 em solugdo aquosa a 5% (3X), secadas em Na,SO,,

filtradas e evaporadas em vacuo, fornecendo os compostos 1X;.s.

B. Sintese de Esteres de Pentafluorofenilo de Marcadores de Espectroscopia de Massa

Susceptiveis ao Corte por Via Quimica, para Libertar Marcadores com Extremidades de

Acido Carboxilico

A Figura 2 apresenta o esquema de reaccao.

Passo A. O acido 4-(hidroximetil)fenoxibutirico (composto I: 1 'eq.) € combinado com DIEA
(2,1 eq.) e brometo de alilo (2,1 eq.) em CHCI; e aquecido até refluxo durante 2 h. A mistura
€ diluida com EtOAc, lavada com HCI 1 N (2X), tampado de carbonato a pH 9,5 (2X) e
solugcao concentrada de sal (1X), secada em Na,SO, e evaporada em vacuo para fornecer o

ester de alilo do composto |.

Passo B. O éster de alilo do composto | obtido no passo A (1,75 eq.) é combinado em
CH2CI2 com um aminoacido protegido por FMOC contendo uma funcionalidade amina na
sua cadeia lateral (composto Il, p.ex. alfa-N-FMOC-3-(3-piridil)-alanina, comercializado pela
Synthetech, Albany, OR; 1 eq.), N-metilmorfolina (2,5 eq.) e HATU (1,1 eq.), com agitacao a
temperatura ambiente durante 1 h. A mistura ¢ diluida com CH,Cl,, lavada com acido citrico
em solugdo aquosa a 1 M (2X), agua (1X) e NaHCO3 ém solucao aquosa a 5% (2X), secada
em Na,SO, e evaporada em vacuo. O composto Ill & isolado por cromatografia de flash
(CH.Cl, — EtOAc).

Passo C. O composto 3 € dissolvido em CH,Cl,, adicionando-se entdo Pd(PPhs), (0,07 eq.)
e N-metilanilina (2 eq.), sendo a mistura agitada a temperatura ambiente durante 4 horas. A

mistura e diluida com CH,Cl,, lavada com acido citrico em solucdo aquosa a 1 M 2X) e
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agua (1X), secada em Na,SO, e evaporada em vacuo. O composto IV é isolado por
cromatografia de flash (CH,CI, — EtOAc + HOAG).

Passo D. A resina TentaGel S AC (composto V; 1 €d.) € suspensa em DMF no vaso de
recolha do sintetizador de péptidos ACT357 (Advanced ChemTech Inc. (ACT), Louisville,
KY). Sao adicionados o composto 1V (3 eq.), HATU (3 eq.) e DIEA (7,5 eq.) em DMF, e o
vaso de recolha € agitado durante 1 h. O solvente é removido e a resina é lavada com NMP
(2X), MeOH (2X) e DMF (2X). O acoplamento de IV a resina e os passos de lavagem séo

repetidos para originar o composto VI.

Passo E. A resina (composto VI) é misturada com piperidina a 25% em DMF e agitada
durante 5 min. A resina é filtrada, sendo entdo misturada com piperidina a 25% em DMF e
agitada durante 10 min. O solvente é removido e a resina é lavada com NMP (2X), MeOH
(2X) e DMF (2X). A resina desprotegida é ent&o dividida em 16 partes iguais pelo ACT357 a

partir do vaso de recolha e passado para 16 vasos de reaccao.

Passo F. As 16 aliquotas de resina desprotegida obtida no passo E sdo suspensas em DMF.
A cada vaso de reaccao é adicionado o acido carboxilico apropriado Vlly45 (Ry.1s CO,H: 3
eq.), HATU (3 eq.) e DIEA (7,5 eq.) em DMF. Os vasos de reaccao sao agitados durante 1
hora. O solvente & removido e as aliquotas de resina sdo lavadas com NMP (2X), MeOH
(2X) e DMF (2X). O acoplamento de VI, s as aliquotas de resina e os passos de lavagem

sao repetidos para originar os compostos Vil 6.

Passo G. As aliquotas de resina (compostos Villi46) s@o lavadas com CH,Cl, (3X). E
adicionado a cada vaso de reacgdo TFA a 1% em CH,Cl, e os vasos de reacgao sao
agitados durante 30 min. O solvente é filtrado a partir dos vasos de reaccao para tubos
individuais. As aliquotas de resina s&o lavadas com CH,Cl; (2X) e MeOH (2X) e os filtrados
sao combinados nos tubos individuais. Os tubos individuais s&o evaporados em vacuo,

fornecendo os compostos 1X;_.

Passo H. Cada um dos acidos carboxilicos livres [X;.15 € dissolvido em DMF. A cada solucao
€ adicionada piridina (1,05 eq.), seguindo-se a adicio de trifluoroacetato de pentafluorofenilo
(1,1 eq.). As misturas sdo agitadas durante 45 min. a temperatura ambiente. As solucdes

sdo diluidas com EtOAc, lavadas com acido citrico em solugdo aquosa a 1 M (3X) e com

105




NaHCO3 em solugdo aquosa a 5% (3X), secadas em Na,SO,, filtradas e evaporadas em

vacuo, fornecendo os compostos X;.ss.

EXEMPLO 2
DEMONSTRACAO DO CORTE FOTOLITICO DE T-L-X

Um composto T-L-X como o preparado no Exemplo 11 foi irradiado com luz de UV
proximo durante 7 minutos a temperatura ambiente. E usada uma lampada de fluorescéncia
UV Rayonett (Southern New England Ultraviolet Co., Middletown, CT) com um pico de
emissdo a 350 nm como fonte de luz UV. A lampada é colocada a uma distancia de 15 ecm
das caixas de Petri que contém as amostras. A electroforese em gel de SDS mostra que

>85% do conjugado é cortado nestas condicées.

EXEMPLO 3
PREPARACAO DE PRIMERS COM MARCADOR FLUORESCENTE E DEMONSTRAGCAO
DO CORTE DO FLUOROFORO

Sintese e Purificacdo de Oligonucledtidos

Os oligonucleétidos (ODNs) sfo preparados em sintetizadores automatizados de
DNA usando os reagentes quimicos convencionais de fosforamidito comercialmente
disponiveis, ou os reagentes quimicos de H-fosfonato (Glenn Research Sterling, VA). Os
fosforamiditos de dA, dG, dC e T bloqueados encontram-se comercialmente disponiveis
nestas formas, e os nucledsidos sintéticos podem facilmente ser convertidos a uma forma
apropriada. Os oligonucleédtidos sao preparados usando o fosforamidito convencional
existente no mercado ou o reagente quimico de H-fosfonato. Os oligonucleotidos sio
purificados através de adaptacdes dos métodos convencionais. Os oligonucleotidos com
grupos 5'-tritilo sdo submetidas a cromatografia de HPLC usando uma coluna de fase
reversa de 12 micrometros e 300 # Rainin (Emeryville, CA) Dynamax C-8 com 4,2x250 mm,
usando um gradiente de 15% a 55% de MeCN em Et;NH OAC, pH 7,0, durante 20 minutos.
Apds a realizagao da destritilacdo, os oligonucledtidos s&o adicionalmente purificados por
cromatografia de exclusdo em gel. As verificacbes analiticas relativas a qualidade dos
oligonucledtidos sao efectuadas numa coluna de PRP (Alltech, Deerfield, IL) a pH alcalino e
por PAGE.
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- Preparagéo de oligonucledtidos derivatizados com 2 4 6-triclorotriazina: fazem-se
reagir 10 a 1000 ng de oligonucledtido ligado a amina pela extremidade 5' com um excesso
de cloreto cianurico recristalizado em n-metil-pirrolidona a 10% em tampao alcalino (pH 8,3
a 8,5, de preferéncia), a 19 — 25°C, durante 30 a 120 minutos. As condicdes de final de
reacgao consistem em borato de sédio 0,15 M, pH 8,3, cloreto ciantrico recristalizado a 2
mg/ml e respectivo oligonucleétido a 500 pg/ml. O cloreto cianGrico que nio reagiu é
removido por cromatografia de exclusdo por dimensdes numa coluna de Sephadex G-50
(Pharmacia, Piscataway, NJ).

Em seguida, faz-se reagir o oligonucledtido activado purificado com um excesso
molar de 100 vezes de cistamina em borato de sodio 0,15 M, pH 8,3, durante 1 hora a
temperatura ambiente. A cistamina que nao reagiu é removida por cromatografia de
exclusao por dimensdes numa coluna de Sephadex G-50. Fazem-se entio reagir os ODNs
derivatizados com fluorocromos reactivos a aminas. A preparacdo de ODNs derivatizados &
dividida em trés porgdes e cada porgdo é posta em reaccio com (a) um excesso molar de
20 vezes de cloreto de sulfonilo de Texas Red (Molecular Probes, Eugene, OR), com (b) um
excesso molar de 20 vezes de cloreto de sulfonilo de Lissamina (Molecular Probes, Eugene,
OR) ou (c) um excesso molar de 20 vezes de isotiocianato de fluoresceina. As condi¢des de
final de reaccéo consistem em borato de sédio 0,15 M, pH 8,3, durante 1 hora a temperatura
ambiente. Os fluorocromos que nao reagiram s&o removidos por cromatografia de excluséo
por dimensées numa coluna de Sephadex G-50.

Para cortar o fluorocromo a partir do oligonucledtido, os ODNs sao ajustados a uma
concentragio de 1 x 10®° molar e s&o entio feitas diluicbes (diluicoes de 12,3 vezes) em TE
(TE corresponde a Tris 0,01 M, pH 7,0, EDTA 5 mM). A volumes de 100 pl de ODNs sao
adicionados 25 pl de ditiotreitol (DTT) 0,01 M. A um conjunto idéntico de controlos no é
adicionado DTT. A mistura & incubada durante 15 minutos a temperatura ambiente. A
fluorescéncia é medida numa placa negra de microtitulagio. A solugdo é removida dos tubos
de incubagéo (150 microlitros) e colocada numa placa negra de microtitulagdo (Dynatek
Laboratories, Chantilly, VA). As placas sdo entdo lidas directamente por meio de um
fluorometro Fluoroskan Il (Flow Laboratories, McLean, VA) utilizando um comprimento de
onda de excitacdo de 495 nm e monitorizando a emissdo a 520 nm para a fluoresceina,
utilizando um comprimento de onda de excitacdo de 591 nm e monitorizando a emiss3o a
612 nm para o Texas Red, e utilizando um comprimento de onda de excitacdo de 570 nm e

monitorizando a emissdo a 590 nm para a lissamina.
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Moles de RFU RFU RFU
Fluorocromo nao cortado cortado Livre
1,0x10°M 6,4 1200 1345
3,3x10°M 2,4 451 456
1,1x 10° M 0,9 135 130
3,7x 10" M 0,3 44 48
12x10"M 0,12 15,3 16,0
41x10'M 0,14 4,9 51
1,4x 108 M 0,13 2,5 2,8
45x10°M 0,12 0,8 0,9

Os dados indicam que se verifica um aumento de cerca de 200 vezes na

fluorescéncia relativa quando o fluorocromo é cortado a partir do ODN.

EXEMPLO 4
PREPARACAO DE PRIMERS DE SEQUENCIA M13 MARCADOS E DEMONSTRAGAO DO
CORTE DOS MARCADORES

Preparacéo de oligonucledtidos derivatizados com 2,4 B-triclorotriazina: fazem-se
reagir 1000 pg de oligonucledtido ligado a amina pela extremidade 5’ (5'-hexilamina-
TGTAAAACGACGGCCAGT-3') (ID da Seq. N° 1) com um excesso de cloreto cianurico
recristalizado em n-metil-pirrolidona a 10% em tampao alcalino (pH 8,3 a 8,5, de
preferéncia), a 19 — 25°C, durante 30 a 120 minutos. As condigbes de final de reaccéo
consistem em borato de sédio 0,15 M, pH 8,3, cloreto cianurico recristalizado a 2 mg/ml e
respectivo oligonucledtido a 500 ug/mi. O cloreto cianurico que nao reagiu é removido por
cromatografia de exclusao por dimensdes numa coluna de Sephadex G-50 (Pharmacia,
Piscataway, NJ).

Em seguida, faz-se reagir o oligonucleétido activado purificado com um excesso
molar de 100 vezes de cistamina em borato de sddio 0,15 M, pH 8,3, durante 1 hora a
temperatura ambiente. A cistamina que nido reagiu é removida por cromatografia de
exclusao por dimensdes numa coluna de Sephadex G-50. Fazem-se entio reagir os ODNs
derivatizados com diversas aminas. A preparacido derivatizada de ODNs ¢é dividida em 12
porcées e cada porgdo é posta em reacgcdo (em excesso molar de 25 vezes) com os ésteres
de pentafluorofenilo de: (1) acido 4-metoxibenzdico, (2) acido 4-fluorobenzoico, (3) acido
toluico, (4) acido benzoéico, (5) acido indol-3-acético, (6) acido 2,6-difluorobenzdico, (7) N-

oxido de acido nicotinico, (8) acido 2-nitrobenzéico, (9) acido S-acetilsalicilico, (10) &cido 4-
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etoxibenzoico, (11) acido cinamico, (12) acido 3-aminonicotinico. A reacgdo é efectuada
durante 2 horas a 37°C em borato de Na 0,2 M, pH 8,3. Os ODNs derivatizados sao
purificados por cromatografia de exclusido em gel numa coluna de Sephadex G-50.

Para cortar o marcador a partir do oligonucleétido, os ODNs s&o ajustados a uma
concentracdo de 1 x 10° molar e séo entdo feitas diluicGes (diluicdes de 12,3 vezes) em TE
(TE corresponde a Tris 0,01 M, pH 7,0, EDTA 5 mM) com 50% de EtOH (V/V). A volumes de
100 ul de ODNs s&o adicionados 25 ul de ditiotreitol (DTT) 0,01 M. A um conjunto idéntico
de controlos n&o é adicionado DTT. A mistura é incubada durante 30 minutos a temperatura
ambiente. E adicionado NaCl a 0,1 M e séo adicionados 2 volumes de EtOH para precipitar
os ODNs. Os ODNs sao removidos da solugdo por centrifugacao a 14.000 x G a 4°C
durante 15 minutos. Os sobrenadantes sio reservados e secos por completo. O pellet é
entao dissolvido em 25 pl de MeOH. O pellet é entéo testado por espectrometria de massa
guanto a breseng:a de marcadores.

O espectrometro de massa usado neste trabalho & um espectrometro de massa de
transformacao de Fourier com fonte externa de ides (FTMS). As amostras preparadas para
analise MALDI sao depositadas na ponta de uma sonda directa e inseridas na fonte de ides.
Quando a amostra & irradiada com um impulso de laser, sdo extraidos ides da fonte que
passam para um longo canal quadrupolar de guia de ides, que focaliza e transporta os ides
para uma celula de analisador FTMS localizada no interior do orificio de um magneto
supercondutor.

Os espectros fornecem a informacdo que se segue. S&o encontrados picos de
intensidade que varia entre 25 a 100 unidades de intensidade relativa para os seguintes
pesos moleculares: (1) 212,1 amu indicando um derivado do acido 4-metoxibenzoico, (2)
200,17 amu indicando um-derivado do acido 4-fluorobenzoico, (3) 196,1 amu indicando um
derivado do &cido toluico, (4) 182,1 amu indicando um derivado do acido benzdico, (5) 235,2
amu indicando um derivado do acido indol-3-acético, (6) 218,1 amu indicando um derivado
do &cido 2,6-difluorobenzéico, (7) 199,1 amu indicando um derivado N-6xido do acido
nicotinico, (8) 227,1 amu indicando 2-nitrobenzamida, (9) 179,18 amu indicando um
derivado do acido 5-acetilsalicilico, (10) 226,1 amu indicando um derivado do écidb 4-
etoxibenzoico, (11) 209,1 amu indicando um derivado do acido cindmico, (12) 198,1 amu
indicando um derivado do acido 3-aminonicotinico.

Os resultados indicam que os marcadores sdo cortados a partir dos primers e sdo

detectaveis por espectrometria de massa.
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EXEMPLO 5
PREPARAGAO DE UM CONJUNTO DE COMPOSTOS COM A FORMULA
R1.36-LYS(e-INIP)-ANP-TFP

A Figura 3 ilustra a sintese em paralelo de um conjunto de 36 compostos T-L-X (X =
Ln), em que L, € um éster activado (especificamente, o éster de tetrafluorofenilo), L? & um
grupo orto-nitrobenzilamina e L* € um grupo metileno que liga L, e L T possui uma
estrutura modular em que o grupo de &cido carboxilico da lisina foi ligado ao atomo de azoto
do grupo benzilamina de L? para formar uma ligagdo amida, e um componente de peso
variavel Rq35 (em que estes grupos R correspondem a T2 tal como aqui definido, e podem
ser introduzidos por meio de qualquer um dos acidos carboxilicos aqui listados) se encontra
ligado através do grupo a-amino da lisina, existindo também um grupo melhorador da
sensibilidade da espectrometria de massa (introduzido através do acido N-

metilisonipecotico) que se encontra ligado através do grupo g-amino da lisina.

Por referéncia a Figura 3:
Passo A. A Resina NovaSyn HMP (comercializada pela NovaBiochem: 1 eq.) & suspensa
em DMF no vaso de recolha do ACT357. Sio adicionados o composto | (ANP,
comercializado pela ACT; 3 eq.), HATU (3 eq.) e NMM (7,5 eq.) em DMF, e o vaso de
recolha € agitado durante 1 h. O solvente é removido e a resina é lavada com NMP (2X),
MeOH (2X) e DMF (2X). O acoplamento de | & resina e os passos de lavagem sao repetidos

para originar o composto Il

Passo B. A resina (composto Il) € misturada com piperidina a 25% em DMF e agitada
durante 5 min. A resina é filtrada, sendo entdo misturada com piperidina a 25% em DMF e
agitada durante 10 min. O solvente & removido e a resina & lavada com NMP (2X), MeOH
(2X) e DMF (2X), sendo entao directamente usada no passo C.

Passo C. A resina desprotegida obtida no passo B é suspensa em DMF e é adicionada a
suspensao um aminoacido protegido por FMOC, contendo uma funcionalidade amina na sua
cadeia lateral (Fmoc-Lys-(Aloc)-OH, comercializado pela PerSeptive Biosystems; 3 eq.),
HATU (3 eq.) e NMM (7,5 eq.) em DMF. O vaso é agitado durante 1 hora. O solvente é
removido e a resina é lavada com NMP (2X), MeOH (2X) e DMF (2X). O acoplamento de
Fmoc-Lys-(Aloc)-OH a resina e os passos de lavagem sio repetidos para originar o

composto V.
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Passo D. A resina (composto 1V) é lavada com CH,Cl, (2X), sendo entio suspensa numa
solugao de (PPhs),Pd (O) (0,3 eq.) e PhSiH; (10 eq.) em CH,Cl,. A mistura é agitada durante
1 hora. O solvente € removido e a resina ¢ lavada com CH,Cl, (2X). O passo de paladio &
repetido. O solvente é removido e a resina € lavada com CHzClz (2X), dietilditiocarbamato de

N,N-diisopropiletilaménio em DMF (2X) e DMF (2X) para originar o composto V.

Passo E. A resina desprotegida do passo D é acoplada ao acido N-metilisonipecético tal

como descrito no passo C para originar o composto VI.

Passo F. A resina VI protegida por Fmoc ¢ dividida em 36 partes iguais pelo ACT357 a partir

do vaso de recolha para 36 vasos de reaccéo, originando os compostos Vl.s.

Passo G. A resina (compostos Vl,35) € tratada com piperidina como descrito no passo B,

para remover o grupo FMOC.

Passo H. As 36 aliquotas de resina desprotegida obtida no passo G s&o suspensas em
DMF. A cada vaso de reacgdo € adicionado o acido carboxilico apropriado (Ry36 CO.H; 3
eq.), HATU (3 eq.) e NMM (7,5 eq.) em DMF. Os vasos de reaccao sao agitados durante 1
hora. O solvente & removido e as aliquotas de resina sio lavadas com NMP (2X), MeOH
(2X) e DMF (2X). O acoplamento de R;4s CO,H as aliquotas de resina e os passos de

lavagem sao repetidos para originar os compostos VIll,_s.

Passo |. As aliquotas de resina (compostos VIil,s) sdo lavadas com CH,Cl, (3X). E
adicionado a cada vaso de reacgdo TFA:H,0:CH,Cl, a 90:5:5 e os vasos de reaccao sao
agitados durante 120 min. O solvente é filtrado a partir dos vasoé de reaccado para tubos
individuais. As aliquotas de resina sao lavadas com CH,Cl, (2X) e MeOH (2X) e os filtrados
sdo combinados nos tubos individuais. Os tubos individuais sdo evaporados em vacuo,

fornecendo os compostos 1X;_z.

Passo J. Cada um dos acidos carboxilicos livres 1X;_55 € dissolvido em DMF. A cada solucao
€ adicionada piridina (1,05 eq.), seguindo-se a adicdo de trifluoroacetato de tetrafluorofenilo
(1,1 eq.). As misturas sdo agitadas durante 45 min. a temperatura ambiente. As solucdes
sao diluidas com EtOAc, lavadas com NaHCO; em solugcdo aquosa a 5% (3X), secadas em

Na,SQ,, filtradas e evaporadas em vacuo, fornecendo os compostos Xq.z.
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EXEMPLO 6
PREPARACAO DE UM CONJUNTO DE COMPOSTOS COM A FORMULA
R1.36-LYS(e-INIP)-NBA-TFP

A Figura 4 ilustra a sintese em paralelo de um conjunto de 36 compostos T-L-X (X =
Ln), em que L, € um éster activado (especificamente, o éster de tetrafluorofenilo), L? & um
grupo orto-nitrobenzilamina e L* é uma ligagao directa entre L, e L% em que L, se encontra
directamente ligado ao anel aromatico do grupo L% T possui uma estrutura modular em que
0 grupo de acido carboxilico da lisina foi ligado ao atomo de azoto do grupo benzilamina de
L? para formar uma ligacdo amida, e um componente de peso variavel Ri.36 (em que estes
grupos R correspondem a T? tal como aqui definido, e podem ser introduzidos por meio de
qualquer um dos acidos carboxilicos aqui listados) se encontra ligado através do grupo o-
amino da lisina, existindo também um grupo melhorador da sensibilidade da espectrometria
de massa (introduzido através do acido N-metilisonipecotico) que se encontra ligado através

do grupo g-amino da lisina.

Por referéncia a Figura 4:
Passo A. A Resina NovaSyn HMP é acoplada ao composto | (NBA preparado de acordo
com o procedimento de Brown et al., Molecular Diversity, 1, 4 (1995)), de acordo com o

procedimento descrito no passo A do Exemplo 5, para originar o composto |l

Passos B-J. A resina (composto |l) é tratada tal como descrito nos passos B-J do Exemplo 5

para originar os compostos X _s.

EXEMPLO 7
PREPARACAO DE UM CONJUNTO DE COMPOSTOS COM A FORMULA
INIP-LYS(e-R1.36)-ANP-TFP

A Figura 5 ilustra a sintese em paralelo de um conjunto de 36 compostos T-L-X (X =
L), em que L, & um éster activado (especificamente, o éster de tetrafluorofenilo), L? & um
grupo orto-nitrobenzilamina e L* é um grupo metileno que liga L, a L% T possui uma
estrutura modular em que o grupo de acido carboxilico da lisina foi ligado ao atomo de azoto
do grupo benzilamina de L? para formar uma ligagdo amida, e um componente de peso
variavel Ry3 (em que estes grupos R correspondem a T2 tal como aqui definido, e podem

ser introduzidos por meio de qualquer um dos acidos carboxilicos aqui listados) se encontra
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ligado através do grupo s-amino da lisina, existindo também um grupo melhorador da
sensibilidade da espectrometria de massa (introduzido através do 4&cido N-

metilisonipecotico) que se encontra ligado através do grupo o-amino da lisina.

Por referéncia a Figura 5:

Passos A-C. Tal como no Exemplo 5.

Passo D. A resina (composto 1V) é tratada com piperidina, como descrito no passo B do

Exemplo 5, para remover o grupo FMOC.

Passo E. A a-amina desprotegida na resina do passo D é acoplada com o acido N-

metilisonipecotico, tal como descrito no passo C do Exemplo 5, para originar o composto V.
Passo F. Tal como no Exemplo 5.

Passo G. A resina (compostos Vl,_55) é tratada com paladio, tal como descrito no passo D do

Exemplo 5, para remover o grupo Aloc.
Passos H-J. Os compostos X;.35 40 preparados do mesmo modo que no Exemplo 5.

EXEMPLO 8
PREPARACAO DE UM CONJUNTO DE COMPOSTOS COM A FORMULA

R1.35-GLU(y-DIAEA)-ANP-TFP

A Figura 6 ilustra a sintese em paralelo de um conjunto de 36 compostos T-L-X X=
L), em que L, é um éster activado (especificamente, o éster de tetrafluorofenilo), L? & um
grupo orto-nitrobenzilamina e L* é um grupo metileno que liga L, a L? T possui uma
estrutura modular em que o grupo de acido a-carboxilico do acido glutamico foi ligado ao
atomo de azoto do grupo benzilamina de L2 para formar uma ligacdo amida, e um
componente de peso variavel Ry.;5 (em que estes grupos R correspondem a T2 tal como aqui
definido, e podem ser introduzidos por meio de qualquer um dos acidos carboxilicos aqui
listados) se encontra ligado através do grupo a-amino do acido glutamico, existindo também
um grupo melhorador da sensibilidade da espectrometria de massa (introduzido através da
2-(diisopropilamino)etilamina) que se encontra ligado através do grupo de acido y-carboxilico

do acido glutamico.




Por referéncia a Figura 6:

Passos A-B. Tal como no Exemplo 5.

Passo C. A resina desprotegida (composto Ill) & acoplada a Fmoc-Glu-(OAl)-OH |, usando o

método de acoplamento descrito no passo C do Exemplo 5, para originar o composto IV.

Passo D. O éster de alilo da resina (composto V) é lavada com CH,Cl, (2X), sendo entio
suspensa numa solugdo de (PPh;),Pd (0) (0,3 eq.) e N-metilanilina (3 eq.) em CH,Cl,. A
mistura e agitada durante 1 hora. O solvente € removido e a resina & lavada com CH,Cl,
(2X). O passo de paladio € repetido. O solvente é removido e a resina é lavada com CH,Cl,
(2X), dietilditiocarbamato de N,N-diisopropiletiiamonio em DMF (2X) e DMF (2X) para

originar o composto V.

Passo E. A resina desprotegida do passo D € suspensa em DMF e activada através da
mistura com HATU (3 eq.) e NMM (7,5 eq.). Os vasos sdo agitados durante 15 minutos. O
solvente € removido e a resina é lavada com NMP (1X). A resina € misturada com 2-
(diisopropilamino)etilamina (3 eq.) e NMM (7,5 eq.). Os vasos sdo agitados durante 1 hora.
O acoplamento entre a 2-(diisopropilamino)etilamina e a resina e os passos de lavagem s&o

repetidos, para originar o composto VI.
Passos F-J. Tal como no Exemplo 5.

" EXEMPLO 9
PREPARAGAO DE UM CONJUNTO DE COMPOSTOS COM A FORMULA
R1-36-LYS(e-INIP)-ANP-LYS(e-NH,)-NH

A Figura 7 ilustra a sintese em paralelo de um conjunto de 36 compostos T-L-X X=
Lh), em que L, € uma amina (especificamente, o grupo e-amino de uma porgdo molecular
derivada da lisina), L* & um grupo orto-nitrobenzilamina e L® é um grupo
alquilenoaminoacilalquileno carboxamido-substituido que liga L, a L? T possui uma estrutura
modular em que o grupo de acido carboxilico da lisina foi ligado ao atomo de azoto do grupo
benzilamina de L? para formar uma ligagado amida, e um componente de peso variavel Ry
(em que estes grupos R correspondem a T? tal como aqui definido, e podem ser introduzidos
por meio de qualquer um dos acidos carboxilicos aqui listados) se encontra ligado através

do grupo a-amino da lisina, existindo também um grupo melhorador da sensibilidade da
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espectrometria de massa (introduzido através do acido N-metilisonipecotico) que se
encontra ligado através do grupo e—amino da lisina.

Por referéncia a Figura 7:
Passo A. A Resina Fmoc-Lys(Boc)-SRAM (comercializada pela ACT; composto 1) é
misturada com piperidina a 25% em DMF, agitando-se durante 5 minutos. A resina & filtrada
e em seguida misturada com piperidina a 25% em DMF, agitando-se durante 10 min. O
solvente € removido, a resina é lavada com NMP (2X), MeOH (2X) e DMF (2X), e é usada

directamente no passo B.

Passo B. S&o adicionados a resina (composto 1l), ANP (comercializado pela ACT; 3 eq.),
HATU (3 eq.) e NMM (7,5 eq.) em DMF, e o vaso de recolha é agitado durante 1 h. O
solvente € removido e a resina é lavada com NMP (2X), MeOH (2X) e DMF (2X). O
acoplamento de | & resina e os passos de lavagem sao repetidos para originar o composto
1.

Passos C-J. A resina (composto Ill) é tratada tal como nos passos B-l no Exemplo 5 para

formar os compostos X;_ss.

EXEMPLO 10
- PREPARACAO DE UM CONJUNTO DE COMPOSTOS COM A FORMULA
R1.35-LYS(e-TFA)-LYS(e-INIP)-ANP-TFP

A Figura 8 ilustra a sintese em paralelo de um conjunto de 36 compostos T-L-X (X =
L), em que L, é um éster activado (especificamente, o éster de tetrafluorofenilo), L? & um
grupo orto-nitrobenzilamina e L® é um grupo metileno que liga L, a L% T possui uma
estrutura modular em que o grupo de acido carboxilico de um primeiro residuo de lisina foi
ligado ao atomo de azoto do grupo benzilamina de L? para formar uma ligacao amida, um
grupo melhorador da sensibilidade da espectrometria de massa (introduzido através do
acido N-metilisonipecético) esta ligado através do grupo s—amino da primeira lisina, uma
segunda molécula de lisina esta ligada a primeira lisina através do grupo a-amino da
primeira lisina, um grupo ajustador do peso molecular (contendo uma estrutura de
trifluoroacetilo) esta ligado ao grupo e-amino da segunda lisina, e um componente de peso
variavel Ry (ém que estes grupos R correspondem a T2 tal como aqui definido, e podem
ser introduzidos por meio de qualquer um dos acidos carboxilicos aqui listados) se encontra

ligado através do grupo a-amino da segunda lisina.
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Por referéncia a Figura 8:

Passos A-E. Estes passos sao idénticos aos passos A-E do Exemplo 5.

Passo F. A resina (composto VI) é tratada com piperidina, tal como descrito no passo B do

Exemplo 5, para remover o grupo FMOC.

Passo G. A resina desprotegida (composto VII) é acoplada a Fmoc-Lys-(Tfa)-OH , usando o

metodo de acoplamento descrito no passo C do Exemplo 5, para originar o composto VIII.

Passos H-K. A resina (composto VIII) é tratada tal como nos passos F-J do Exemplo 5 para

originar os compostos Xl_ss.

EXEMPLO 11
PREPARACAO DE UM CONJUNTO DE COMPOSTOS COM A FORMULA
R1.36-LYS(e-INIP)-ANP-5-AH-ODN

A Figura 9 ilustra a sintese em paralelo de um conjunto de 36 compostos T-L-X (X =
MOI, em que MOI é um fragmento de acido nucleico, ODN) derivados dos ésteres do
exemplo 5 (podera recorrer-se ao mesmo procedimento utilizado com outros compostos T-L-
X em que X & um éster activado). A MOI é conjugada com T-L através da extremidade 5’ da
MOI por meio de um grupo fosfodiéster-alquilenoamina.

Por referéncia a figura 9:
Passo A. S&o preparados compostos Xlli35 de acordo com um procedimento de biotinilacao
modificado descrito em Van Ness et al., Nucleic Acids Res., 19, 3345 (1991). A solugao de
um dos oligonucledtidos de 5'-aminohexilo (compostos Xl.35, 1 mg) em borato de sodio 200
mM (pH 8,3 , 250 mL) é adicionado um dos ésteres de tetrafluorofenilo (compostos X35 do
exemplo 5, excesso molar de 100 vezes em 250 mL de NMP). A reacgdo é incubada
durante doze horas a temperatura ambiente. Os ésteres de tetrafluorofenilo hidrolisados e
0s que nao reagiram sao removidos dos compostos XlI, 35 por cromatografia com coluna de
Sephadex G-50.

116




]

y
e % o e __‘,,/"""
e Pt e

EXEMPLO 12
PREPARACAO DE UM CONJUNTO DE COMPOSTOS COM A FORMULA
R1.36-LYS(e-INIP)-ANP-LYS(e-(MCT-5"-AH-ODN))-NH,

A Figura 10 ilustra a sintese em paralelo de um conjunto de 36 compostos T-L-X (X =
MOI, em que MOI & um fragmento de acido nucleico, ODN) derivados dos ésteres do
Exemplo 9 (podera recorrer-se ao mesmo procedimento utilizado com outros compostos T-
L-X em que X & uma amina). A MOI é conjugada com T-L através da extremidade 5’ da MOI
por meio de um grupo fosfodiéster-alquilenoamina.

Por referéncia a figura 10:
Passo A. Os oligonucleétidos 5'-[6-(4,6-dicloro-1,3,5-triazin-2-ilamino)hexil] Xll;5s sdo
preparados como descrito em Van Ness et al., Nucleic Acids Res., 19, 3345 (1991).
Passo B. A solugdo de um dos oligonucledtidos 5'-[6-(4,6-dicloro-1,3,5-triazin-2-
itamino)hexil] (compostos Xlli.35) @ uma concentracido de 1 mg/mL em borato de sodio 100
mM (pH 8,3) foi adicionado um excesso molar de 100 vezes de uma amina primaria
seleccionada a partir dos compostos Ry_ss-Lys(e-iNIP)-ANP-Lys(e-NH,)-NH, (compostos X136
do Exemplo 11). A solugdo é misturada durante doze horas a temperatura ambiente. A
amina que nao reagiu é removida por ultrafiitracéo através de uma membrana com cutoff de
PM 3000 (Amicon, Beverly, MA) usando H,O como solucéo de lavagem (3X). Os compostos

XMWl 36 80 isolados por reducdo do volume até 100 mL.

EXEMPLO 13
DEMONSTRACAO DA DETECGAO SIMULTANEA DE MARCADORES MULTIPLOS POR
ESPECTROMETRIA DE MASSA

Este Exemplo proporciona uma descricdo da capacidade de detectar em simultaneo
multiplos compostos (marcadores) por espectrometria de massa. Neste Exemplo em
particular, 31 compostos sdo misturados com uma matriz, depositados e secos sobre um
suporte sodlido e entdo desadsorvidos com um laser. Os ifes resultantes sdo entdo
introduzidos num espectrémetro de massa.

Os compostos que se seguem (comercializados pela Aldrich, Milwaukee, WI) séo

misturados numa base equimolar a uma concentracéo final de 0,002 M (por composto):

benzamida (121,14), nicotinamida (122,13), pirazinamida (123,12), acido 3-amino-4- -

pirazolcarboxilico (127,10), 2-tiofenocarboxamida (127,17), 4-aminobenzamida (135,15),
toluimida (135,17), 6-metilnicotinamida (136,15), 3-aminonicotinamida (137,14), N-dxido de
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nicotinamida  (138,12), 3-hidropicolinamida  (138,13), 4-fluorobenzamida (139,13),
cinamamida (147,18), 4-metoxibenzamida (151,17), 2,6-difluorobenzamida (157,12), 4-
amino-5-imidazol-carboxiamida  (162,58),  3,4-piridina-dicarboxiamida (165,16), 4-
etoxibenzamida (165,19), 2,3-pirazinadicarboxamida (166,14), 2-nitrobenzamida (166,14),
acido 3-fluoro-4-metoxibenzdico (170,4), indol-3-acetamida (174,2), 5-acetilsalicilamida
(179,18), 3,5-dimetoxibenzamida (181,19), 1-naftalenoacetamida (185,23), 8-cloro-3,5-
diamino-2-pirazinacarboxiamida (187,59), 4-trifluorometilo-benzamida (189,00), 5-amino-5-
fenil-4-pirazol-carboxamida (202,22), 1-metiI-2-benzilma|oﬁamato (207,33), 4-amino-2,3,5,6-
tetrafluorobenzamida (208,11), acido 2,3-naftalenodicarboxilico (212,22). Os compostos sao
colocados em DMSO a concentragéo acima descrita. Um pL do material é entio misturado
com uma matriz alfa-ciano de acido 4-hidroxicinamico (apés uma diluicdo de 1:10.000) e
depositados sobre um suporte solido de aco inoxidavel.

O material & entdo desdsorvido com um laser utilizando um Espectrometro de Massa
TOF para Proteinas (Brucker, Manning Park, MA) e os iées resultantes sdo medidos tanto
no modo de funcionamento linear como no modo de reflectrdo. SAo observados os
seguintes valores para a razdo m/z (Figura 11):
1211 -—-->  benzamida (121,14)
122,1 ---->  nicotinamida (122,13)
123,1 -—-—-> pirazinamida (123,12)
1241
125,2
127,3 ---->  acido 3-amino-4-pirazolcarboxilico (127,10)
127,2 > 2-tiofenocarboxamida (127,17)
135,1 ---—->  4-aminobenzamida (135,15)
135,1 ——-—> toluimida (135,17)
136,2 ---->  B-metilnicotinamida (136,15)
137,1 -—-->  3-aminonicotinamida (137,14)
138,2 ----> N-6xido de nicotinamida (138,12)
138,2 ---->  3-hidropicolinamida (138,13)
139,2 ---->  4-fluorobenzamida (139,13)
140,2
1473 > cinamamida (147,18)
148,2
149,2

4-metoxibenzamida (151,17)
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152,2

158,3

163,3

165,2 ~--->
165,2 ---->
166,2 ---->
1166,2 --—->

1711
172,2
173,4

178,3

179,3 --—->
181,2 >
182,2 >

186,2

188,2
189,2 ---->
190,2
191,2
192,3

203,2
203,4

212,2 «-->
219,3
2212
2282

2,6-difluorobenzamida (157,12)
4-amino-5-imidazol-carboxiamida (162,58)
3,4-piridina-dicarboxiamida (165, 16)
4-etoxibenzamida (165,19)
2,3-pirazinodicarboxamida (166,14)

2-nitrobenzamida (166,14)
acido 3-fluoro-4-metoxibenzoico (170,4)

indol-3-acetamida (174,2)

S-acetilsalicilamida (179,18)
3,5-dimetoxibenzamida (181,19)

1-naftalenoacetamida (185,23)

8-cloro-3,5-diamino-2-pirazinocarboxiamida (187,59)

4-trifluorometil-benzamida (189,00)

S-amino-5-fenil-4-pirazol-carboxamida (202,22)

1-metil-2-benzil-malonamato (207,33)

4-amino-2,3,5,6-tetrafluorobenzamida (208,11)

acido 2,3-naftalenodicarboxilico (212,22)
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2342
2374
2414

Os dados indicam que 22 dos 31 compostos apareceram no espectro com a massa
prevista, enquanto 9 dos 31 compostos apareceram no espectro com uma massa de n + H
(1 unidade de massa atémica, amu) acima do valor de massa previsto. Este fendmeno é
provavelmente devido a protonagio de uma amina existente nos compostos. Assim sendo,
31 de 31 compostos s&o detectados por espectroscopia de massa MALDI. Mais importante
que isto, o exemplo demonstra que mdltiplos marcadores podem ser detectados em
simultdneo por um método espectroscopico.

A matriz alfa-ciano por si sé (Figura 11) exibe picos a 146,2, 1641, 1721, 1731,
189,1, 190,1, 191,1, 1921, 2121, 224,1, 2280 e 234,3. Outras massas identificadas no
espectro sdo devidas a contaminantes dos compostos comercializados, ja que nenhum

esfor¢o foi feito para purificar mais completamente os compostos.

EXEMPLO 14
ENSAIO DA EXPRESSAO GENETICA UTILIZANDO SONDAS MULTIPLAS

Foram extemporaneamente preparados tampées de borato de sédio (SBB) a partir
de acido bérico e de hidroxido de sodio. O tampao APB & constituido por NaCl 0,18 M, Tris
0,05 M, pH 7,6, EDTA 5 mM e Tween 20R a 0,5 %. O tampao TMNZ é constituido p(;r Tris
0,05 M, pH 9,5, MgCI2 1 mM, ZnCI2 0,5 mM. FW (lavado do filtro) & formado por NaCl 0,09
M, Tris 50 mM, pH 7,6, EDTA 25 mM. SDS/FW corresponde a FW com dodecilsulfato de
sodio (SDS) a 0,1 %. A solugdo de lise e hibridacdo & constituida por tiocianato de
guanidinio 3 M, N-lauroilsarcosina (sarcosil) a 2 %, Tris 50 mM, pH 7.6, e EDTA 25 mM. O
tampao CAP é formado por citrato de sédio 0,1 M e fosfato de sodio 02 M, pH 65 A
sblugéo de substrato de HRP (peroxidase de rabano) corresponde a citrato de sodio 0,1 M,
pH 6,5, fosfato de sddio 0,2 M, 4-metoxi-1-naftol 2,87 mM, cloridrato de hidrazona 3-metil-2-
benzotiazolinona 0,093 mM e peréxido de hidrogénio 4 mM. A solucdo de substrato de AP
(fosfatase alcalina) é constituida por 5-bromo-4-clorindoil-3-fosfato 1 mM, nitroazul de
tetrazolio 1 mM e Tween 20 a 0,01% em TMNZ. O substrato fluorescente para a fosfatase
alcalina & constituido por fosfato de 4-metil-umbeliferona 0,5 mM, tris 0,05 M, pH 9,5, MgClI2

1 mM, ZnCi2 0,5 mM. A poli(etileneimina) foi adquirida a empresa Polysciences (Warrington,
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PA). As esferas de nylon polidas ou n&o polidas foram adquiridas a empresa The Hoover
Group (Sault St. Marie, MI). O tetrafluoroborato de trietiloxénio, o anidrido succinico e a 1-
metil-2-pirrolidinona foram adquiridas a Aldrich Chemical (Milwaukee, WI). O Tween 20R e a
NHS-LC-Biotina foram adquiridas @ empresa Pierce (Rockford, IL). O tiocianato de guanidina
(GUSCN) foi adquirido a Kodak (Rochester, NY). O cloreto cianurico foi adquirido a Aldrich

Chemical Co. (Milwaukee, WI) e foi recristalizado a partir do tolueno.

A. Sintese de ODNs ,.
Foram sintetizados ODNs complementares (5'CCTTAGGACAGTCTTCTTCACGC) de

regides conservadas ou hipervariaveis do RNA ribossomal 16S (rRNA) da Porphyromonas

gingivalis (Pg), por meio de um sintetizador de DNA automatizado ABI380B ou Milligen 7500
utilizando a quimica convencional do cianoetiI-N,N-diisbpropilamino-fosforamidito (CED-
fosforamidito). Foram incorporadas caudas de amina na extremidade 5 usando o N-
monometoxitritilaminoihex-6-iloxi-CED-  fosforamidito. Os ODNs com grupos 5'-
monometoxitritilo foram submetidos a cromatografia por HPLC utilizando uma coluna de fase
reversa (7,0 x 305 mm) Hamilton PRP-1 aplicando um gradiente de 5% a 45% de CH3CN
em Et3NH+OAc- 0,1 M, pH 7,5, durante 20 minutos. Apés detritilagdo com acido acético a
80%, os ODNs foram precipitados por adicdo de acetato de sédio 3 M e 1-butanol. As
verificagbes analiticas da qualidade dos ODNs foram efectuadas por HLPC de troca idnica
usando uma coluna Toso-Haas DEAE-NPR e por electroforese em gel desnaturante de
poliacrilamida (PAGE).

B. Preparacao da esfera de nylon revestida a polimero

Foram agitadas durante 5 min. e & temperatura ambiente esferas de nylon nao polidas
(25.000, 3/32 polegadas de diametro) em 1-metil-2-pirrolidinona anidra (1800 mL). Adicionou-
se tetrafluoroborato de trietiloxénio (200 mL, 1 M em diclorometano), agitando-se durante 30
min. a temperatura ambiente). O liquido foi decantado e as esferas foram rapidamente
lavadas com 1-metil-2-pirrolidinona (4 X 500 mL). As esferas foram ento agitadas durante
12-24 h em 1 L de uma solugdo de poli(etileneimina) de PM 70.000 a 3% (p/v) em 1-metil-2-
pirrolidinona (preparada a partir de uma solugéo aquosa de poli(etileneimina) a 30%). Apds a
decantacdo da solugdo de poli(etileneimina), as esferas foram lavadas com 1-metil-2-
pirrolidinona (2 x 1 L, SDS/FW (2 x 1 L), H20 (10 x 2 L), e finalmente com etanol a 95% (1 x
500 mL). As esferas foram secas em vacuo elevado durante 4 a 5 h. O conteldo em aminas

das esferas foi determinado através de reacgéo com o acido picrilsulfénico.
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C. Preparacéo de ODNs de 5-[6-(4,6-dicloro-1,3,5-triazin-2-ilamino)-hexilo]

A uma solucdo de ODNs de 5-aminohexilo (1 mL, 10 mg/mL) em SBB 0,1 M preparado
extemporaneamente (pH 8,3, 3,2 mL) e H20 (1,8 mL) foi adicionada uma solucao de cloreto
cianurico recristalizado em acetonitrilo (1 mL, 50 mg/mL).' A solucao foi misturada durante
30-120 minutos a temperatura ambiente. O cloreto cianurico que nao reagiu foi removido por
ultrafitracdo através duma membrana com um cutoff de PM 3.000 (Amicon, Beverly, MA)
usando SBB de preparacdo extempordnea a 0,1 M (pH 9,3, 4x10 mL) como solucdo de
lavagem. Apos a lavagem final, o volume foi reduzido para 1 mL. Os ODNs de 5-[6-(4,6-
dicloro-1,3,5-triazin-2-ilamino)-hexilo] sdo estaveis durante uma semana a 4°C em SSB 0, 1

M (pH 8,3) sem que ocorra uma decomposicao detectavel.

D. Ligacao dos ODNs as esferas de nylon

As esferas de nylon revestidas por PEIl (500 esferas), acima descritas, foram colocadas
num igual volume de SBB preparado extemporaneamente a 0,1 M (pH 9,3) e agitadas
vigorosamente durante 30 minutos para re-hidratar as esferas. A solucdo de borato foi
decantada e as esferas foram lavadas uma vez com SBB 0,1 M (pH 8,3), e entao tratadas
com igual volume de SBB 0,1 M fresco. A solugéo de ODNs 5'-[6-(4,6-dicloro-1,3,5-triazin-2-
ilamino)-hexilo] em borato (1 mL, 500 mg/mL) foi entdo adicionada as esferas. A mistura foi
vigorosamente agitada a temperatura ambiente durante 60 minutos. A solugéo foi decantada
e as esferas foram entdo lavadas com SSB 0,1 M (pH 8,3, 2x500 mL). As esferas foram
tratadas com anidrido succinico (10 mg/mL) em 9:1 de 1-metil-2-pirrolidinona: SBB 1,0 M
(pH 8,3), utilizando-se um volume equivalente a trés vezes o volume das esferas. A mistura
de reacc¢ao foi agitada durante 1 h a temperatura ambiente. As esferas foram entio lavadas
com um 1-metil-2-pirrolidinona (3x250 mL), dH20 (2x1 L), SDS/FW (5x250 mL) e entdo com

dH20 (4x1 L). As esferas foram guardadas em EDTA 25 mM.

E. Concepcdo e marcacio das sondas

Nesta parte do Exemplo 5 sdo concebidas sondas que permitirdo a expressao diferencial
de mRNA de células estimuladas versus células ndo estimuladas de linffoma humano de
células T Jurkat (JRT 3,5). '

Fazem-se reagir 100 pg de cada um dos oligonucledtidos ligados a amina pela
extremidade 5’ (acima descritos) com um excesso de cloreto cianurico recristalizado em n-
metil—pirrolidona a 10 % em tampao alcalino (de preferéncia a pH 8,3 - 8,5) a 19°C — 25°C
durante 30 a 120 minutos. As condi¢des de final de reacgdo consistem em borato de sédio

0,15 M a pH 8,3, cloreto cianurico recristalizado a 2 mg/ml e respectivo oligonucleotido a 500
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ug/ml. O cloreto cianurixo que nao reagiu por cromatografia de exclusdo por dimensées
numa coluna de Sephadex G-50. O oligonucleétido activado purificado & entdo posto em
reacgao com um excesso molar de 100 vezes de cistamina em borato de sodio 0,15 M a pH
8,3, durante 1 hora, a temperatura ambiente. A cistamina que n&o reagiu é removida por
cromatografia de exclusdo por dimensdes numa coluna de Sephadex G—SO. Os ODNs
derivatizados sdo entdo postos em reacgdo com fluorocromos reactivos a aminas. A
preparagao derivatizada de ODNs € entao dividida em 3 por¢des e cada porgédo é posta em
reac¢do com (a) um excesso molar de 20 vezes de cloreto de sulfonilo de Texas Red
(Molecular Probes, Eugene, OR) , com (b) um excesso molar de 20 vezes de cloreto de
sulfonilo de Lissamina (Molecular Probes, Eugene, OR) ou (c) um excesso molar de 20
vezes de isotiocianato de fluoresceina. As condigdes de final de reaccdo consistem em
borato de sodio 0,15 M, pH 8,3, durante 1 hora a temperatura ambiente. Os fluorocromos
que nao reagiram sao removidos por cromatografia de excluséo por dimensées numa coluna
de Sephadex G-50. Foram marcadas moléculas de IL-2, IFN-g, e GM-CSF com Texas Red.
As moléculas de IL-4 c-fos e de PKC-g foram marcadas com lissamina e as moléculas de
CTLA4/CD28 e de GMP quinase foram marcadas com fluoresceina. As sondas de IL-2, c-
fos e CTLA4 foram reunidas num pool. As sondas de IFN-g, IL-4 e GMP quinase foram

reunidas num pool, e as sondas de GM-CSF e PKC-g foram igualmente reunidas num pool.

F. Sintese de cDNA em suporte sélido para ensaio da e_xpresséo genética
Oligo DMO 596 5'-ACTACTGATCAGGCGCGCCTTTTTTITTITTTTITTTTITITT =3’
Espacador Asc | (poli dT)20

G. Estimulacdo e preparacdo de RNA

A linha celular Jurkat JRT 3.5 é estimulada durante 6 horas, a uma densidade celular de
1 x 10° células/ml, em meio RPMI isento de soro (Life Technologies, Gaithersburg, MD) na
presenca de forbol-12-miristato-13-acetato a 10 ng/ml (Calbiochem, San Diego, CA) e
ionomicina a 100 ng/ml (Calbiochem). E preparado um pellet de células que € lavado em 1x
PBS (Life Technologies), fazendo-se entdo nova preparagéo de um pellet que é em seguida
lisado em tampé&o, a 0,5 ml por 10®° células, contendo isotiocianato de guanidina 4 M/N-
laurilsarcosina a 1%/citrato de sédio 25 mM, pH 7,1 (Fisher Scientific, Pittsburg, PA). E
adicionado um décimo de volume de acetato de sédio 2 M a pH 4,2 (Fisher Scientific),
seguido da adigado de um volume de fenol saturado com agua (Amresco, Solon, OH). Apds a
mistura é adicionado um quarto de volume de cloroférmiq:alcool isoamilico (29:1) (Fisher

Scientific) e a solugdo & vigorosamente misturada, sendo ent&o incubada em gelo durante
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10 minutos. O lisado € entéo recolhido, a fase aquosa & removida e extraida com igual
volume de cloroformio:alcool isoamilico. E feito entdo um 'pool da fase aquosa e 0o RNA é
precipitado com 2 volumes de EtOH (Quantum Chemical Corp., Tuscola, IL). Apds
centrifugacgao, o EtOH € decantado e o RNA é brevemente seco ao ar , sendo ressuspenso
em seguida em agua isenta de RNase para obter uma concentracdo situada entre 1 e 5

mg/ml.

H. Captura e sintese da primeira cadeia

Uma esfera de nylon ligada por ligagdo covalente ao oligonucledtido 5 -
ACTACTGATCAGGCGCGCCTTTTTTTITTTITTTTTTTITIT -3’ (GenSet, La Jolla, CA) é
adicionada a 10 ug de RNA celular total, diluido numa quantidade de agua isenta de RNase

suficiente para cobrir a esfera, num tubo esterilizado de microcentrifuga de 1,5 ml (Fisher
Scientific). O RNA e a esfera sdo incubados a 65°C durante 5 minutos. E adicionado um
igual volume de tampé&o de hibridizagdo de 2X RNA consistindo em Tris 50 mM, pH 7,5,
NaCl 1 M (Fisher Scientific) e BSA acetilado a 20 png/ml (New England Biolabs, Beverly, MA)
a cada tubo, sendo os tubos agitados suavemente durante 2 horas a temperatura ambiente.
O sobrenadante é removido e a esfera é entdo lavada 3 vezes em tampéo de hibridizacao
de 1X mRNA. Apds completada a Ultima lavagem, é adicionada a cada tubo uma mistura de
transcricao reversa constituida por 1 X tampao de MMLV-transcriptase reversa, uma mistu.ra
de dNTPs a 1 mM, DTT 2 mM (Life Technologies), 20 unidades de RNasina (Promega,
Madison, WI) e BSA acetilado a 10 ug/ml (New England Biolabs), seguindo-se a adicao de
600 unidades de MMLV-transcriptase reversa (Life Technologies). Esta reaccio é agitada
suavemente a 42°C durante 2 horas. E entdo adicionada uma unidade de RNase H
(Boehringer Manheim, Indianapolis, IN) e a reacgdo prossegue durante mais 0,5 h. O
sobrenadante € novamente removido e cada esfera é lavada trés vezes em Tris 10 mM, pH
8,0, EDTA 1 mM, pH 8 (Fisher Scientific). O molde remanescente de RNA é removido ao

levar as esferas a ebulicdo em TE com SDS a 0,01% (Fisher Scientific).

O suporte solido de nylon foi entdo hibridizado com 100 nanogramas por ml das
seguintes sondas oligonucleotidicas marcadas:
(5'-GAACTCAAACCTCTGGAGGAAGTG-3', IL-2,
5-CAGTGCAGAGGCTCGCGAGCTATA-3', IFN-gama
5-CTTGACCATGATGGCCAGCCACTA-3', GM-CSF
5-CATTCCCACGGTCACTGCCATCTC-3, c-fos
5-GCGACTGTGCTCCGGCAGTTCTAC-3, IL-4
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S-GTGGTTCATCGACGATGCCACGAA-3', PKC-gama
S-GAGCTCATGTACCCACCTCCGTAC-3', CTLA4/CD28
S-ATCTTCGTGCAGCCGCCCTCACTG-3’, GMP quinase)

(Todos os oligos correspondem aos homologos humanos com excepcao da GMP
quinase, que se baseou na sequéncia bovina). A hibridizagéo foi efectuada em GuSCN 3 M
durante 8 horas a 37°C. A mistura de reaccdo foi misturada suavemente durante a
hibridizacdo para promover a difusdo da sonda para o suporte solido. Apds o periodo de
incubacao de 1 hora, o suporte solido foi lavado duas vezes com GuSCN 3 M, 5 vezes com
0,17x SSC e foi entdo colocado em ditiotreitol 0,01 M para cortar o fluorocromo a partir do
oligonucledtido. A mistura é incubada durante 15 minutos a temperatura ambiente. A
fluorescéncia € medida numa placa negra de microtitulagao (Dynatek Laboratories, Chantilly,
VA). As placas sdo entao lidas directamente por meio de um fluorémetro Fluoroskan || (Flow
Laboratories, McLean, VA) utilizando um comprimento de onda de excitacdo de 495 nm e
monitorizando a emissdo a 520 nm para a fluoresceina, utilizando um comprimento de onda
de excitagdo de 591 nm e monitorizando a emiss&o a 612 nm para o Texas Red, e utilizando
um comprimento de onda de excitagdo de 570 nm e monitorizando a emisso a 590 nm para

a lissamina. Os resultados da sondagem sdo os seguintes:

Nao estimulados Estimulados

IL-2 1,2 rfu 230 rfu

IFN 0,8 rfu 120 rfu
GM-CSF 21 rfu 38 rfu

c-fos 16 rfu 76 rfu

IL-4 33 rfu 12 rfu

PKC 10 rfu 130 rfu
CTLA-4 ND ND

GMP guinase 450 rfu 420 rfu

EXEMPLO 15
DETECCAO DE UM EMPARELHAMENTO INCORRECTO DE UM SO PAR DE BASES
NUMA FASE SOLIDA

Este Exemplo descreve a detecgdo de um emparelhamento incorrecto de um sé par

de bases numa sonda imobilizada usando oligonucleétidos complementares marcados por
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fluorescéncia. O conjunto de oligonucledtidos de sonda consiste numa sonda que forma um
emparelhamento perfeito de pares de bases e num oligonucledtido que apresenta o
emparelhamento incorrecto quando é hibridizado. Os dois oligonucleétidos sdo marcados
com diferentes fluorocromos, e apés se permitir a ocorréncia da hibridizacao a T, do
emparelhamento incorrecto é determinada a razao de fluorocromos hibridizados.

Um oligonucleétido “alvo” (DMO501: S-TTGATTCCCAATTATGCGAAGGAG-3)) foi
imobilizado num conjunto de suportes solidos. As esferas de ODN (3/32 polegadas de
didmetro) foram preparadas como anteriormente descrito (Van Ness et al., Nucl. Acids Res.
19:3345, 1991). As esferas de ODN contiveram entre 0,01 e 1,2 mgl/esfera de ODN
imobilizado por via covalente. DMO578 constitui o complemento de DMO501
(complementaridade perfeita). DMO1969 constitui o complemento de DMO501 com uma
alteracdo de G—T a nivel da posicdo 11. DMO1971 constitui o complemento de DMO501
com uma alteragdo de A—T a nivel da posicdo 12. Cada sonda de oligonucleétido foi
marcada com BIODIPY, TAMRA ou Texas Red. As feacg:c”)es de hibridizacdo foram
efectuadas em GuSCN 3 M, Tris 0,01 M, pH 7,6, EDTA 5 mM a 50 ng/ml com cada sonda
respectiva. Foram usadas razbes molares iguais de bada tipo de sonda ém cada
hibridizacao, na presenca de 3 suportes sdlidos por tubo. As hibridizacbes sio realizadas a
42°C durante 30 minutos com agitacdo constante. As esferas foram lavadas duas vezes
com GUSCN 3 M e em seguida com SDS/FW por cinco vezes.

Para desnaturar o oligonucledtido da sonda, os suportes sélidos sdo colocados em
200 ul de TE (TE corresponde a Tris 0,01 M, pH 7,0, EDTA 5 mM). A mistura & incubada
durante 10 minutos a 100°C. A fluorescéncia é medida numa placa negra de microtitulag3o.
A solugdo € removida dos tubos de incubagao (200 microlitros) e colocada numa placa
negra de microtitulagdo (Dynatek Laboratories, Chantilly, VA). As placas sdo entdo lidas
directamente por meio de um fluorémetro Fluoroskan i (Flow Laboratories, McLean, VA)
utilizando um comprimento de onda de excitacdo de 495 nm e monitorizando a emissao a
520 nm para a fluoresceina, utilizando um comprimento de onda de excitagdo de 591 nm e
monitorizando a emissdo a 612 nm para o Texas Red, e utilizando um comprimento de onda
de excitacéo de 570 nm e monitorizando a emissdo a 590 nm para a lissamina ou 0 TAMRA.

Os resultados obtidos sdo os apresentados a seguir;

Tabela 10
Mistura de Sondas Razao entre fluorocromos na Razao entre fluorocromos
mistura de hibridizacéo apos a desnaturacao
578TR/578BD 1,9/1 1,9/1




578TR/1969BD ‘ 2,01 25/1
578TR/M971TA 0,025/1 0,581
578BD/1971TA 0,014/1 0,48/1

Os resultados indicam que o fluorocromo nao exerce qualquer efeito sobre a
hibridizagdo; assim, tal como indica a linha 1, o oligonucledtido 578 marcado com Texas
Red (TR) e o 578-BD (BIODIPY) competiram de modo uniforme para a hibridizacdo com o
alvo imobilizado, uma vez que a razéo entre marcadores nao se alterou apos a hibridizagéo.
O enriguecimento médio do GUSCN de cerca de 20 vezes em sondas com emparelhamento
perfeito entre bases relativamente as sondas de emparelhamento imperfeito permite a

deteccdo certa dos emparelhamentos incorrectos entre pares de bases.
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REIVINDICACOES

1- Um meétodo para a deteccdo da ligagdo de um primeiro membro a um segundo

membro de um par de ligandos, caracterizado pelo facto de compreender os passos de:

(a) combinar um conjunto de primeiros membros marcados com uma amostra
biolégica que podera conter um ou mais segundos membros, sob condicdes e durante o
tempo suficiente para permitir a ligagdo de um primeiro membro a um segundo membro,
sendo que o dito marcador se correlaciona com um primeiro membro em particular e é
detectavel por espectrometria ou potenciometria;

(b)  separar os primeiro e segundo membros ligados dos membros n&o ligados;

(c) separar o dito marcador do dito primeiro membro marcado; e

(d) detectar o dito marcador por espectrometria ou potenciometria, e deste modo

detectar a ligagdo do dito primeiro membro ao dito segundo membro.
2- Um metodo, conforme reivindicado pela reivindicagdo 1, caracterizado pelo facto de
os ditos primeiros membros se encontrarem ligados a um suporte solido.
3- Um método, conforme reivindicado pela reivindicagdo 2, caracterizado pelo facto de
compreender, subsequentemente ao passo de separacédo dos primeiro e segundo membros
ligados, a remocéo por lavagem dos membros néo ligados a partir do dito suporte sélido.
4- Um metodo, conforme reivindicado nas reivindicagdes 1-3, caracterizado pelo facto
de a deteccdo do marcador é feita por espectrometria de massa, espectrometria de
infravermelhos, espectrometria de ultravioleta ou amperometria potenciostatica. '
5- Um metodo, conforme reivindicado nas reivindicagdes 1-4, caracterizado pelo facto
de ser combinado um numero superior a 4 primeiros membros marcados e sendo cada
marcador exclusivo de um fragmento de acido nucleico seleccionado.
6- Um metodo, conforme reivindicado por qualq>uer das reivindicagbes 1 e 4-5,
caracterizado pelo facto de os ditos primeiro e segundo membros ligados serem separados
dos membros nao ligados, através de um método seleccionado a paftir do grupo que
consiste em electroforese em gel, electroforese capilar, electroforese em micro-canais,
HPLC, cromatografia de exclusdo por dimensées e filtracéo.
7- Um método, conforme reivindicado pelas reivindicagbes 1-6, caracterizado pelo facto
de os ditos primeiros membros marcados sdo cortados por um método seleccionado a partir
do grupo que inclui os métodos de oxidagdo, reducio, labilidade a acidos, labilidade a
bases, enzimatico, electroquimico, térmico e de fotolabilidade.
8- Um metodo, conforme reivindicado pelas Reivindicagdes 1-7, caracterizado pelo

facto de o marcador ser detectado por espectrometria de massa de tempo-de-voo,
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espectrometria de massa quadrupolar, espectrometria de massa de sector magnético e
espectrometria de massa de sector eléctrico.

9. Um método, conforme reivindicado nas reivindicacdes 1-7, caracterizado pelo facto
de o dito marcador ser detectado por amperometria potenciostatica utilizando detectores
seleccionados a partir do grupo formado por detectores coulométricos e detectores |
amperométricos. '

10-  Um metodo, conforme reivindicado nas reivindicagées 1-9, caracterizado pelo facto
de os passos b, ¢ e d serem efectuados em modo continuo.

11- Um método, conforme reivindicado nas reivindicacées 1-10, caracterizado pelo facto
de os passos b, ¢ e d serem efectuados em modo continuo num so dispositivo.

12- -Um método, conforme reivindicado nas reivindicagdes 1-11, caracterizado pelo facto
de os passos b, ¢ e d serem automatizados.

13- Um metodo, conforme reivindicado nas reivindicagdes 1-12, caracterizado pelo facto
de o dito primeiro membro ser uma molécula de acido nucleico.

14- Um método, conforme reivindicado nas reivindicagdes 1-13, caracterizado pelo facto
de o dito segundo membro ser uma molécula de acido nucleico.

15- Um método, conforme reivindicado nas reivindicagcdes 1-14, caracterizado pelo facto
de os ditos primeiro e segundo membros serem moléculas de acido nucleico e diferindo em,
pelo menos, uma néo correspondéncia de um par de bases.

16- Um método, conforme reivindicado nas reivindicagbes 13-15, caracterizado pelo
facto de a dita molécula de acido nucleico ser gerada por extensio de primer.

17- Um meétodo, conforme reivindicado nas reivindicagdes 13-15, caracterizado pelo
facto de a dita molécula de acido nucleico ser gerada a partir de primers de oligonucledtidos
nao marcados em 3.

18- Um método, conforme reivindicado nas reivindicagdes 13-15, caracterizado pelo
facto de a dita molécula de acido nucleico € gerada a partir de terminadores de
didesoxinucledtidos marcados.

19- Um método, conforme reivindicado nas reivindicagdes 1-12, caracterizado pelo facto
de o dito primeiro membro é uma proteina, hormona ou uma molécula organica.

20- Um método, conforme reivindicado na reivindicacio 19, caracterizado pelo facto de a
dita proteina ser seleccionada a partir do grupo que consiste em anticorpos e receptores.

21- Um método, conforme reivindicado nas reivindicagbes 1-20, caaracterizado pelo
facto de o dito marcador ser detectado por espectrometria nao-fluorescente ou

potenciometria.
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22-  Um método para a analise do padrao de expressao genética a partir de uma amostra
biologica seleccionada, caracterizado pelo facto de compreender os passos de:
(a) expdr os acidos nucleicos de uma amostra bioldgica;
(b) combinar os ditos acidos nucleicos expostos com uma ou mais sondas
marcadas de acidos nucleicos seleccionadas, sob condigdes e durante o
tempo suficiente para que as ditas sondas se hibridizem com os ditos
acidos nucleicos, sendo que o dito marcador se correlaciona com uma
sonda de acidos nucleicos em particular e é detectavel por espectrometria
ou potenciometria;
(c) separar as sondas hibridizadas das n&o hibridizadas;
(d) separar o dito marcador do dito fragmenfo marcado; e
(e) detectar o dito marcador por espectrometria ou potenciometria, e desse
modo determinar o padrdo de expressdo genética da dita amostra
biolégica.
23- Um metodo, conforme reivindicado na reivindicagdo 22, caracterizado pelo facto de a
dita amostra biologica ser seleccionada a partir do grupo que consiste em células de
mamiferos, bactérias e leveduras.
24- Um método, conforme reivindicado na reivindicagdo 23, caracterizado pelo facto de as
ditas células de mamiferos conterem vifus.
25- Um método, conforme reivindicado nas reivindicagdes 22-24, caracterizado pelo facto de
os ditos acidos nucleicos expostos se encontrarem ligados a um suporte sdélido.
26- Um metodo, conforme reivindicado na reivindicacéo 25, caracterizado pelo facto de o
dito suporte solido ser um polimero.
27- Um método, conforme reivindicado na reivindicagio 25, caracterizado pelo facto de
compreender, subsequentemente ao passo de separacgéo, a lavagem do suporte soélido.
28- Um método, conforme reivindicado nas reivindicagdes 22-24, caracterizado pelo facto de
as ditas sondas hibridizadas serem separadas das sondas nao hibridizadas através de um
meétodo seleccionado a partir do grupo que consiste em electroforese em gel, electroforese
capilar, electroforese em micro-canais, HPLC, filtracdo e electroforese em gel de
poliacrilamida.
29- Um meétodo, conforme reivindicado nas reivindicagdes 22-28, caracterizado pelo facto de
as ditas sondas marcadas serem cortadas por um método seleccionado a partir do grupo
que inclui os métodos de oxidagdo, reducdo, labilidade a acidos, labilidade a bases,

enzimatico, electroquimico, térmico e de fotolabilidade.
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30- Um metodo, conforme reivindicado nas reivindicagdes 22-29, caracterizado pelo facto de
o dito marcador ser detectado por um método seleccionado a partir do grupo que consiste
em espectrometria de massa de tempo-de-voo, espectrometria de massa quadrupolar,
espectrometria de massa de sector magnético e espectrometria de massa de sector
electrico.

31- Um método, conforme reivindicado nas reivindicagbes 22-28, caracterizado pelo
facto de o dito marcador ser detectado por amperometria potenciostatica utilizando
detectores seleccionados a partir do grupo formado por detectores coulométricos e
detectores amperomeétricos.

32- Um meétodo, conforme reivindicado nas reivindicagdes 22-31, caracterizado pelo
facto de os passos ¢, d e e serem efectuados em modo continuo.

33- Um metodo, conforme reivindicado nas reivindicagdes 22-32, caracterizado pelo
facto de os passos ¢, d e e serem efectuados em modo continuo num sé dispositivo.

34- Um meétodo, conforme reivindicado na reivindicacdo 33, caracterizado pelo facto de o
dito dispositivo ser automatizado.

35- Um metodo, conforme reivindicado nas reivindicaces 22-29 e 32-34, caracterizado pelo
facto de o dito marcador ser detectado por espectrometria nao-fluorescente ou

potenciomaetria.
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