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A presente invengdc diz respeltc 2 ardliss da fre-

Fiércia de irreracidn de dnas o mais segiidncias de ruclect$-

Antecedentas da invercdo

Estudos na arquitetura nuclear de mamifero visam
entender como 2 metros de DNA sdo dobrados em um nucleo de
10 pn, permitindo ao mesmo tempo expressdo precisa dos genes
que especificam o tipo de c¢élula, e comc isto & confiavel-
mente propagado durante cada ciclo da célula. Progresso nes-
te campo vem amplamente dos estudos da microscopia, gue re-
velaram gue genomas ndo sao arranjados randomicamente no es-
pago nuclear. Por exemplo, heterocromatina densamente empa-
cotada ¢ separada de eucromatina mais aberta, e os cromosso-
mos ocupam territérios distintos no espago nuclear. Existe
um relacionamentc confuso entre posicdo nuclear e atividade
transcricional. Embora a transcrigdo ocorra por todo o inte-
rior nuclear, genes ativos gue agrupam em cromossomos prefe-
rencialmente localizam-se na borda ou fora de seu territério

de cromossomo. Genes individuais podem migrar mediante mu-
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dancas em seu estado de transcricido, medida contra m
nucleares relativamente malores, tals como territdrios de
cromossomo, centrémeros ou a periferia nuclear. Além do
mais, dezenas de genes transcritos ativamente de separados

dezeras de megabases no cromossome podem se agrupar no na-

cleo, demonstrado recentemente por hibridizacadoc in situ de
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tribuinte chave para a fungdoc gendémica.

Diferentes ensaios foram desenvelvides para permi-
tir uma percepgdo na organizacdo espacial de loci in vive
genémico. Um ensaio, denominado RNA-TRAP, fol desenvolvidoe
{Carter et al. (2002) Nat. Genet. 32, €23) que envclve alve-
jar percxidase do rabano silvestre (HRP) transcritos de RNA
embrionérios, seguido por quantificacgdo de deposigido de bio-
tina catalisada pcr HRP na cromatina por perto.

Um outro ensaio que foi desenvolvido é denominado
tecnologia de captura de conformagdo de cromossomo (3C), que
fornece uma ferramenta para estudar a organizacdo estrutural
de uma regidc gendmica. Tecnolegia 3C envolve andlise PCR
quantitativa de frequiéncias reticuladas entre dois fragmen-
tos de restrigidc de DNA determirnados, gque didoc uma medida de
sua preximidade no espago nuclear (ver Figura 1). Original-
mente desenvolvidos para analisar a conformacgdc de cromessc-
mes em levedura (Dekker et 31., 2002), esta tecnologia foi
adaptada para investigar ¢ relacicnamento entre expressac do
gene e dobra da cromatina em agrupamentos confusos de genes
de mamifero (ver, por exempio, Tclhuis et al., 2002; Palstra

et al., 2003; e Drissen et al., 2004). Resumidamente, tecno-
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las e digestdaoc nuclear de cromatina com uma enzima de res-

trigao, segu.doe por fragmentes de ligagac de INA gue foram
reticulados em um compiexo. Os procutcs de ligacgdo s3c 2m
Segulda guantaiifiicados por [ZR. A etapa do amplificagic d.o
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cada um des fragmentos de DNA gue devem ser amplificades.
Assim, tecnoleogia 3C fornece uma medida de freqiiéncias da
interagdo entre fragmentos de DNA selecionados.

Existe uma necessidade importante da tecnclogia de
alta producdo gue possa selecionar sistematicamente todo o©
genoma de uma manelra imparcial para loci de DNA gque fazem
contato uns com 0s outros no espago nuclear.

A presente invenc¢do procura Ifeornecer melhorias na
tecnologia 3C.

Sumario da invengdo

Tecnclogia 3C atualmente permite aplicar analise
apenas a um numero limitado de interacgdes de DNA-DNA sele-
cionadas devidc as limitagdes da etapa de amplificagdc de
PCR, que requer conhecimento de informacgdoc de seqiiéncia es-
pecifica pra cada fragmentoc a ser analisado. Além do mais, a
selecao de fragmentos de restricgdo como candidatos para in-
teracgdes de DNA de longo alcance reguer uma guantidade subs-
tancial de conhecimentc prévic !por exemplo, a localizagdo
de sitios hipersensiveis) do locus de interesse, gue ndo &
freqientemente disponivel. Dada a relevancia funcional de

muitas interagdes de DNA-DNA de longo alcance descrito dessa

maneira, a capacidade de selecionar randcmicamente elementos
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de DNA gue lacam uma seqgiéncia de interesse, tais como um
gene promotor, intensificador, isclante, silenciador, origem
de replicag¢do ou MAR/SAR - ou uma regido gendémica de inte-
resse - tais como uma regido densa em genes ou pobre em ge-
nes, ou elemento repetitivo - pode facilitar enormemente o
mapeamento de seqiiéncias envolvidas em uma rede regulatéria.

A presente invencdo diz respeito a tecnologia 4C
(isto &, captura e caracteriza cromatina co-localizada), que
permite a analise de alta produgdo da freqgiiéncia de intera-
¢ao de duas ou mais seqiéncias de nucleotideos no espag¢o nu-
clear.

Tecnologia 4C (captura e caracteriza cromatina co-
localizada) ¢é uma versdo modificada de tecnologia 3C que
permite uma pesquisa ampla de genoma imparcial de fragmentos
de DNA que interagem com um locus de escolha. Resumidamente,
analise 3C é realizada como usual, mas omitindo a etapa PCR.
O padrdo 3C contém um bait (por exemplo, um fragmento de
restrigdo de escolha que engloba um gene de interesse) liga-
do a muitas seqgiéncias de nucleotideos de interesse diferen-
tes (representando o ambiente gendmico deste gene). O padrao
€ clivado por uma outra enzima de restrigdo secundéaria, e
ligado. Vantajosamente, uma ou mais seqiéncias de nucleoti-
deos de interesse que sdo ligadas a seqliéncia de nucleoti-
deos alvo sdo amplificadas usando pelo menos um (preferivel-
mente, pelo menos dois) iniciador de oligonucleotideo, em
que pelo menos um iniciador hibridiza para uma seqliéncia de
DNA que flanqueia as seqiiéncias de nucleotideos de interes-

se. Tipicamente, isto produz um padrdo de fragmentos de PCR
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um arranio, Tipicamente COntra uUna amosStra de JONtrdie oon-
tendo DNA gendmico digerido com a mesma combinagic de enzi-
mas de restricdo.

Em uma modalidade preferida da presente invencdo,
os fragmentos ligados gue sdc c¢livadeos por uma enzima de
restrigdo secundaria sdo subseqlentemente religados para
formar pegquenos circulos de DNA.

A tecnologia 3C fol pertanto modificada de maneira
tal que todas as segléncias de nucleotideos de interesse gue
interagem com uma seqgiiéncia de nuclectideos alvo fossem am-
plificadas. Praticamente, 1isto significa gque, em vez de de-
senvolver uma reagac de amplificacdo com iniciadores gue s&o
especificos para os fragmentos que se deseja analisar, & re-
alizada uma amplificacgdc usando oligonucleotideco(s) inicia-
dor (s} gue hibridizam com uma seqliéncia de DNA que flangueia
as seqgiéncias de nucleotideos de interesse. Vantajosamente,
4C ndc é inclinado para © projeto de iniciadores PCR gue sdo
incluidos na etapa de amplificacdo do PCR e gue podem por-
tanto ser usadcs para pesguisar o gencma completo para ele-

mentos de DNA de interacdo.

Aspectos do sumdric da presente invencdo

Aspectos da presente invencdc sao apresentados nas

reivindicacdes anexas.
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restricgido primaria; (c) ligar as sequéncias de nuclectidecs
reticuladas; (d) reverter a reticulacdo; (e} digerir as se-
gqiiéncias de nucleotidecs com uma enzima de restricdc secun-
déria; (f) ligar uma ou mails seqiéncias de DNA de composicdo
de nucleotideos conhecida ac(s) sitio(s) de digestdc de en-
zima de restricdc secundédria disponivels que flangueiam uma
ou mals seqgléncias de nucleotideos de interesse; (g) ampli-
ficar uma ou mals seqUéncias de nucleotidecs de interesse
usando pelo mencs dois oligonucleotidecos iniciadores, em que
cada iniciadcr hibridiza para as seqiiéncias de DNA que flan-
gueiam as seqliéncias de nucleotideos de interesse; (h) hi-
bridizar as seqiéncia(s) amplificada(s) em um arranjo; e (i)
determinar a freqiéncia de interagdc entre as segiéncias de
DNA.

Em um segundo aspecto, ¢ fornecido um método para
analisar a fregléncia de lnteracdo de uma sequéncia de nu-
cleotideos alvo com uma ou mals seguéncias de nuclectideos
{por exemplc, um ou mais loci gendmices! gue compreende as
etapas de: {a) fornecer uma amostra de DNA reticulado; {b)
digerir o DNA reticulado com uma enzima de restrigdc prima-
riay; (¢) ligar as seqgiéncias de nuclectideos reticuladas;

{d) reverter a reticulagdc; (e) digerir as segiliéncias de nu-
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[regléncia de inreragac entre as seguénclas de LNA.

Em um terceirc aspecto & fornecida uma segléncia
de nucleotidecs circularizada que compreende uma primeira e
uma sagunda seqgiéncia de nucleotideos, em que as extremida-
des da primeira & de uma segunda seqiiéncia de nuclectidecs
sdo separadas por diferentes sitiocs de reconhecimento de en-
zima de restrigdo, e em que a dita primeira seqléncia de nu-
clectideos € uma segiiéncia de nucleotideos alvo e a dita se-
gunda seqgliéncia de nucleotideos & obtenivel por DNA gendmico
reticulado.

Em um quartc aspecto, é fornecido um metodc para
preparar uma seqUéncia de nucleotideos circularizada gue
compreende as etapas de: {a) fornecer uma amostra de DNA re-
ticulado, (b} digerir ¢ DNA reticulado com uma enzima de
restricdc primaria; {(c) ligar as seqléncilas de nucleotideos
reticuladas; (d) reverter a reticulacgdc; (e) digerir as se-
giéncias de nucleotidecs com uma enzima de restricdo secun-
daria; e (f) circularizar as seguéncias de nuclectideos.

Em um guinto aspecto, é feornecido um métcodo para
anralisar a fregiéncla de interagac de uma segléncia de nu-
cleotideos alvo com uma ou mais seqgiiéncias de nucleotideos
{por exemplo, um ou mals lcci gendmices} que compreende o

use da segiéncia de nucleotideos circularizada.
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cléico adjacente para cada um dos sitios de reccnhecimentoe
da enzima de restricgdo primdria de uma enzima de restricéc
primadria em DNA gendmico.

Em um olitave aspecte, € fornecido um processe para
preparar um conjunto de sondas que compreende as etapas de:
(a} identificar cada um dos sitics de recconhecimento da en-
zima de restricldo primdria para uma enzima de restricdo pri-
madria no DNA gendmico; (b} proietar sondas que sdo capazes
de hibridizar para a segiiéncia adjacente a cada um dos si-
tios de reconhecimento da enzima de restrigdo primaria no
DNA gendmico; (c) sintetizar as sondas; e (d}) combinar as
sondas entre si para formar um conjunto de sondas, cu subs-
tancialmente um conjunto de sondas.

Em um nono aspecto, & fornecido um conjunto de
sondas, ou substancialmente um conjunto de scondas, obtido ou
obtenivel peloc processc aqul descrito.

Em um décimc aspecto, & fornecido um arranjo gue
compreende arranjo de scndas, ou substancialmente o conjunto
de sondas agul descrito

Em um décimo primeiro aspecto, é fornecido um ar-
ranjo que compreende © conjuntc de scondas de acordo com O

aqui descrito.
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cesso para preparar um arranjo gue compreende a etapa de 1i-
mopilizar em um supcrte sdlido substancialmente © arran;c de

sondas ou substancialmente o conjunto de sondas aqui descri-
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Em um décimo
cesso para preparar um arranjo que compreende a etapa de 1-
mobilizar em um suporte soélido o arranjo de sondas ou O con-
junto de sondas agui descrito.

Em um décimo quarto aspecto, é fornecido um arran-
0 obtido ou obtenivel pelo método aqui descrito.

Em um décime quinto aspecto, é fornecido um método
para identificar uma ou mais interacdes de DNA-DNA que sS&o
indicativas de um estado da doenca particular gue compreende
a etapa de realizar as etapas (a)-(i) do primeiro e segundo
aspectos da presente invengdo, em que, na etapa (a}, uma a-
mostra de DNA reticulado é fornecida de uma célula doente e
uma nao doente, e em que uma diferenga entre a freqiéncia de
interacdo entre as seqgléncias de DNA das células doentes e
nio doentes indica gque a interagdo de DNA-DNA & indicativa
de um estado de doen¢a particular.

Em um décimo sexto aspecto, é fornecido um metodo
de diagnéstico ou prognéstico de uma doenca ou sindrcme cau-
sada ou associada com uma mudanca em uma interacdo de DNA-
DNA que compreende a etapa de realizar as etapas fa)=-({1) do
primeiro e segundo aspectos da presente invencac, em Jue a
etapa ({(a) compreende fornecer uma amcstra de DNA reticulado

de um sujeito; e em gque a etapa (1) conpreende comparar a
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Em oum JeClme Serime daspecly, e furnecide um ménodo
de diagnésticce ou progndstico de uma deenga ou sindreome cau-
sada ou associada com uma mudan¢a em uma interacdo de DNA-
DNA que compreende a etapa de: realizar as etapas (a)-{(i) do
primeiro e segunde aspectos da presente invengaoc, em dgue a
etapa (a) compreende fornecer uma amostra de DNA reticulado
de um sujeito; e em gue o dito método compreende a etapa a-
diciocnal de: (j) identificar um ou mais loci que fol subme-
tido a um ré-arranjo gendmicc gque é associade com uma doen-
ca.

Fm um décimo oitavo aspecto, é fornecido um método
de ensaio para identificar um ou mais agentes que modulam
uma interacdo de DNA-DNA gue compreende as etapas de: (a)
colocar uma amostra em contato com um ou mals agentes; e (b)
realizar as etapas (a) a (1) do primeiro e segundoc aspectos
da presente invengdo, em que a etapa (a) compreende fornecer
DNA reticuladeo da amcstraj

em gue uma diferenga entre (1) a fregidéncia de in-
teracdc entre as segiiéncias de DNA na presenga do agente e
iii) a freqiiéncia de interacdo entre as seqiéncias de DNA na
auséncia do agente é indicativa de um agente que modula a

interacdo de DNA-DNA.

m um décimc nono aspecto, & fornecido um métcdo
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JNA com a de um centro.e; em gue UMa Liansogdu Jde Ddixd o
alta freqgiéncia de interacdo de DNA-DCNA na amestra comparado
ccm o contrele e indicativa da localizagdo de um pento de
ruptura.

Em um vigésimo aspecto, & fornecido um método para
detectar a localizagidc de uma inversido equilibrada e/ou de-
sequilibrada que compreende as etapas de: (a) realizar as
etapas (a) a (1) do primeiroc e segundo aspectos da presente
invencao; e (b) comparar a freqléncia de interacdo entre as
seqliéncias de DNA com a de um contrcle; em que um padrio in-
verso de fregiéncias de interagdo de DNA-DNA para a amostra
comparadas com o ccntrole € indicativo de uma inversido.

Em um vigésimo primeiro aspecto, é fornecido um
método para detectar a localizagdo de uma delegdo gue com-
preende as etapas de: (a) realizar as etapas {(a}) a (1) do
pcrimeiro e segundo aspectos da presente invencac; (k) compa-
rar a freqgiéncia de interagdo entre as seqgiéncias de DNA com
a de um contrcle; em que uma reducdo na interacgdoc de fre-
qiiéncia de DNA-DNA para a amcstra comparada com o controle €
indicativa de deiecac.

Em um vigeésimo segundo aspecte, é fornecido um mé-
todo para detectar a localizagdoc de uma duplicacdo gue com-

preende as etapas de: (a}) realizar as etapas (a) a (i) do
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comparado com o controle & ‘indimative de uma Adunlicaz
insercac.

Em um vigésimo tercelirc aspecto, € fornecido um
agente cbtidco ocu obtenivel pelo método de arranjo aqui des-
crito.

Fm um vigésimo gquarto aspecto, & possibilitado o
uso da sequéncia de nucleotideos circularizada para identi-
ficar uma ou mais interacdes de DNA-DNA em uma amcstra.

Em um vigésimo gquinto aspecto, €& possibilitado o
uso da segUéncia de nucleotideos circularizada para o diag-
néstico ou prognéstico de uma doenga ou sindrome causada ou
associada com uma mudanca em uma interagao de DNA-DNA.

Em um vigésimo sexto aspecto, ¢é possibilitado o
uso do arranjo de sondas ocu o conjunto de sondas aqgui des-
crito para identificar uma ou mais interagdes de DNA-DNA em
uma amcstra.

Em um vigésimo sétimo aspecto, ¢ possibilitado ¢
Lso do arranjo de scndas ou o conjunto de scondas agui des-
crito para o diagndstico ou progndstico da dcenga ou sindro-
me causada ou associada com uma mudanga em uma interacao de
DNA-DNA.

Em um vigésimo oitavo aspectc, & possibilitado o
uso do arranijo aqui descrito para identificar uma ou mais

interacdes de DNA-DNA em uma amostra.
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Em um vigésimo nono aspecto, é possibilitado o uso
do arranjo aqui descrito para o diagnéstico ou prognéstico
de uma doenca ou sindrome causada ou associada com uma mu-
danga em uma interacdo de DNA-DNA.

5 Em um trigésimc aspecto, é fornecido um método,
s um arranjo de sondas, um conjunto de sondas, um processo,
um arranjo, um método de ensaio, um agente, ou um uso subs-
tancialmente da forma aqui descrita e com referéncia a
qualgquer dos Exemplos ou Figuras.

10 Modalidades preferidas

Preferivelmente, a reacdo da ligag&o na etapa (f)
resulta na formacdo de circulos de DNA.
Preferivelmente, a seqliéncia de nucleotidecs alvo
é selecionada do grupo que consiste em um ré-arranjo gendmi-
15 co, promotor, um intensificador, um silenciador, um isolan-
te, uma regido de anexacdoc de matriz, uma regido de controle
de locus, uma unidade de transcrigdo, uma origem de replica-
¢do, um ponto de acesso de recombinacdo, um ponto de ruptura
de translocag¢do, um centrdmero, um teldmero, uma regido den-
20 sa em genes, uma regido pobre em genes, um elemento repeti-
tivo e um sitio de integracdo (viral).
Preferivelmente, a seqiiéncia de nucleotideos alvo
é uma seqiliéncia de nucleotideos que é associada com uma do-
enga, oOu gue causa a mesma, ou ¢é localizada até 15 Mb ou
25 mais em um padrdo de DNA linear de um locus que é associado
com uma doen¢a ou gue causa a mesma.
Preferivelmente, a seqliéncia de nucleotideos alvos

é selecionada do grupo que consiste em: AML1, MLL, MYC, BCL,
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ou cutros lcci associados com doenca como descrito em "Cata-
iogue of unbalanced Chromossome Aberrations in Man" Znd edi-
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tion. Albert Schinzel. Berlin: Waiter de Gruyter, 2001.

Freferivelmente, a e€nzita de restrligdo primaria &
uma enzima de restrigdo gque reconhece um sitio de reconheci-
mento de 6-8 bp.

Preferivelmente, a enzima de restrigdc primaria é
selecionada do grupo gue ccnsiste em BgllI, HindIII, EcoRI,
BamHI, Spel, Pstl e Ndel.

Preferivelmente, a enzima de restricdo secundaria
& uma enzima de restricdo gue reconhece um sitio de reconhe-
cimento de seqiéncia de nuclectideos de 4 ou 5 bp.

Preferivelmente, o sitic de reconhecimento da en-
zima de restricdo secundaria é localizado em mais que cerca
de 350 bp do sitioc de restricgdo primaric na segliéncia de nu-
clectideos alvo.

Preferivelmente, a seqgliéncia de nucleotideos é
marcada.

Preferivelmente, as sondas sdo complementares em
seqgiéncia a seqiéncia de acido nucléico adjacente a cada la-
do de cada um dos sitios de reccnhecimentoc da enzima de res-
tricdo priméria de uma enzima de restrigdc primaria no DNA
gendmico.

Preferivelmente, as scndas sdo complementares em
seqliéncia a segléncia de acido nucléicec gue esta mencs que

300 pares de base de cada um dos sitios de reconhecimento da
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enizima de restrigdoc primaria de uma enzima de restrigdo pri-
maria no DNA gendmico.

Preferivelmente, as sondas sdc complementares a
seqliéncia que esta mencs gue 300 bp de cada um dos sitios de
reccnhecimento da enzima de restrigdo priméria de uma enzima
de restricdo primaria no DNA gendmico.

Preferivelmente, as scndas sdo complementares a
seqiiéncia que esta entre 200 e 300 bp de cada um dos sitiocs
de reconhecimento da enzima de restricdoc primédria de uma en-
zima de restrigdo primaria nc DNA genémico.

Preferivelmente, as sondas s3c complementares a
segiiéncia que esta entre 100 e 200 bp ou 0 a 100 bp de cada
um dos sitios de reconhecimento da enzima de restrigio pri-
maria de uma enzima de restricgdo primédria no DNA gendmico.

Preferivelmente, duas ou mais as scndas s&o capa-
zes de hibridizar para a seqgiiéncia adjacente a cada sitio de
reconhecimento da enzima de restrigdo primaria de uma enzima
de restrigdo primaria no DNA genémico.

Preferivelmente, as sondas sobrepdem-se, ou sobre-
pdem-se parcialmente.

Freferivelmente, a sobreposigdo & mencs gue 10 nu-
cleotideocs.

Preferivelmente, a segliéncia de sonda corresponde
a toda ou parte da segléncila entre cada um dos sitios de re-
conhecimentc da enzima de restricdc primaria de uma enzima
restrigdc de primaria e cada um dos primeiros sitics de re-
conhecimento de enzima de restri¢do secundaria vizinhos de

uma enzima de restricidoc secunddaria.
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Preferivelmente, cada sonda € pelo menos 25 mer.

Preferivelmente, cada uma das sondas & 25-60 mer.

Preferivelmente, as sondas sdo produtos de ampli-
ficacdo PCR.

Preferivelmente, o arranjo compreende cerca de
300.000-400.000 sondas.

Preferivelmente, o arranjo compreende cerca de
385.000 ou mais sondas, preferivelmente, cerca de 750.000
sondas, mais preferivelmente, 6 x 750.000 sondas.

Preferivelmente, o arranjo compreende ou consiste
em uma representagdo do genoma completo de uma dada espécie
em baixa resolucéo.

Preferivelmente, uma a cada 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9
ou 10 sondas ordenadas em um padr&do de cromossomo linear é
contida no arranjo.

Preferivelmente, uma transicdo de freqiéncias da
interagdo baixa para alta é indicativa da localizagdo de um
ponto de ruptura equilibrado e/ou desequilibrado.

Preferivelmente, um padrdo inverso de freqiéncias
da interacdo de DNA-DNA para a amostra do sujeito comparada
com o controle é indicativo de uma inversdo equilibrada e/ou
desequilibrada.

Preferivelmente, uma redugdo na interag¢do da fre-
gqliéncia de DNA-DNA para a amostra do sujeito comparada com o
controle, em combinagdo com um aumento na interacgdo de fre-
gliéncia de DNA-DNA para regides mais distantes, é indicativa
de uma delecgdo equilibrada e/ou desequilibrada.

Preferivelmente, um aumento ou uma diminuic&o na
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comparade com o controle € indicativo de uma duplicacdo ou
insercdoc equilibrada e/0u desequilibrada.

Preferivelmente, cariotipagem espectral e/ou FISH

(T

& usado antes de realizzar o dite métcods.

1Cca.

rT

Freferivelmente, a doenca € uma doenca gené

Preferivelmente, a dcoenca & clncer.

Preferivelmente, as duas ou mais seqgiiéncias ampli-
ficadas sdc diferencialmente marcadas.

Preferivelmente, as duas ou mais sequéncias ampli-
ficadas sdo identicamente marcadas quande as seqlidncias re-
sidem em diferentes cromossomos.

Preferivelmente, as duas ou mais seqiéncias ampli-
ficadas sdc identicamente marcadas quando as segiiéncias re-
sidem no mesmc cromossomo a uma distédncia que é grande o
bastante para minima sobreposic¢do entre interacdc de sinais
de DNA-DNA.

Preferivelmente, em que ¢ diagnéstico ou prognés-—
tico é diagndstico ou prognéstico pré-natal.

Vantagens

A presente inveng3c tem inumeras vantagens. Estas
vantagens ficam aparentes na descric¢do seguinte.

A titulo de exemplc, a presente invencdo & vanta-
josa uma vez gue 2la fornece Iinter alia seqgiidncias de nucle-
otideocs, processos, scndas e arranjos comercialmente titeis.

A titulo de exemplo adicional, a presente invencao
€& vantajosa uma vez que ela fornece a analise de alta produ-

¢adoc da freqguéncia de interacdc de duas ou mails segléncias de
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nucleotideos no espa¢o nuclear.

A titulo de exemplo adicional, a presente invencio
€ vantajosa uma vaz Jue, usando tecnologia 3C convencicnal,
cada interagdo simples de DNA-DNA deve ser analisada COr uUma
unica reag¢ido de PCR contendo um dnico tar de iniciadores.
Analise de alta produgioc € portanto possive: somente se o
PCR fcr automatizado, mas o custo de tantos iniciadores sera
muito alto. Desta maneira, alta preducdo (genoma amplo) ana-
lise de interacgdes de DNA-DNA nio é viavel com tecnologia 3C
convencional. Ao contrdrio, a presente invencdo permite ago-
ra a selecdo simultdnea de milhares de interacdes de DNA-
DNA. Analise de alta produgdc de interacdes de DNA-DNA de
acordoc com a presente invencio aumentard bastante a escala e
resolugdo de analise,

A titulo de exemplo adicional, a presente invencio
¢ vantajosa uma vez qgue, usando tecnologia 3C convencional,
a selegdo & voltada para as seqiéncias de DNA cujos cligonu-
cleotideos iniciadores foram designados, sclicitados e in-
cluidos na an&lise. A escolha de tais oligonucleotideocs ini-
cladores & tipicamente com base no conhecimento concernente
a posicdo, por exemplo, (distante) de sitios melhoradores
e/cu cutros siticos elementcs/ hipersensivel reguladores que
acredita-se serdo reticulados com a segiiéncia de nucleoti-
decs gue esta sendo investigada. Assim, 2C convencional &
voltado para o projeto de iniciadores PCR que s&0 incluidos
na etapa de amplificagdo de PCR, ao passo gque 4C nao & vel-
tade e pode ser usade para pesguisar o genoma completc para

elementcs de DNA de interacdoc. Isto se da em virtude de a
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ampliilcagdo de seqliéunclas retliculadas no 4C nao ser baseaaa
no conhecimento previste de seqgiéncias gue reticulam com a
sequiéncia de nucleotidecs sendo investigada. Particularmen~

te, em uma mcdalidade de 4C, seqiéncias gue reticulam com a
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[icadas usando iniciadores rCR gque nipridaizam para a seqlén-—

cla de nucleotidecs. Assim, a presente invengio permite uma
selegdo ampla de genoma ndo voltado para interacgdes de DNA-
DNA .

A titulo de exemplo adicional, a presente invencéaoc
& vantajosa porgue usando tecnologia 3C convencional somente
permite a amplificagido seletiva de uma interacdo simples de
DNA-DNA. Isto ndc € informativo guando hibridizado em um ar-
ranjo. A tecnologia foli melhorada de maneira que todos o©s
fragmentos gue interagem com uma primeira seqgiiéncia de nu-
cleotideos (visada) sejam agora amplificados, por exemplo,
amplificados seletivamente.

A titulo de exemplo adicional, a presente invencao
€ vantajosa porgue a tecnologia 4C pode ser usada para de-
tectar aberra¢des genéticas balanceadas cu nac balanceadas -
tais come todes os tipos de translocacdes, delecdes, inver-
sdes, duplicagdes e outros ré-arranjos gendmicos - em acido
nucleico, por exemplo, cromossomos. Tecnologia 4C (gue mede
a proximidade de fragmentos de DNA) pcde ainda determinar a
predisposicao de um sujeito para adquirir certas transloca-
cdes, delegdes, inversdes, duplicagdes e outros ré-arranjos
gendmicos (por exemplo, translocacdes, delecdes, inversdes,

duplica¢ées e outros ré-arranjos gendémices balanceados ou
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nac balanceados). Uma vantagem em relacdo as estratégias a-

tuals & que ndo € necessarioc cecrhecer a posicdo

ot

a da mu-

m

xa

danga em virtude de a3 resc_ucac de tecrnclogia 4C ser d2 ma-

el

neira tai gue ela pode ser usada para detectar ré-arranijocs
mesmo quandc & "4C-pbait'  definido pelos sitios de reconhe-
cimento de enzima de restrigac priméria e secunaaria gue 34ao0

anallisades) & localizada fora (po

[

exemplc, até uma megabase
ou ainda mais) da mudanca. Uma outra vantagem & gue tecnolo-
gia 4C permite o mapeamento preciso de mudancas, uma vez que
ela pode ser usada para definir cs dois sitios de restrigao
(primdria) entre os quais as mudancas ocorreram. Uma outra
vantagem & que células ndo precisam ser cultivadas antes da
fixagac. Assim, tumores sélidos, por exemplo, podem também
ser analisados pcr ré-arranjos gendmicos.

A titulo de exemplo adicional, a presente invengaoc
¢ vantajecsa em virtude de a tecnologia 4C poder também de-
tectar mudangas (por exemplo, ré-arranjos) em um estadc pré-
maligno, 1isto é, antes de todas as células conterem estas
mudancas. Assim, a tecnologia pode ser usada nao somente no
diagnéstico de doenca, mas também no prognoéstico de doencga.

A titulo de exemplo adicicnal, o desenho do arran-
jo de acordec com a presente invencao é particularmente van-
tajosc comparado ccom ¢s arranjcs de ladrilhnamento gendmico
existentes -~ tais como arranios de ladrilhamento gendmice
Nimblegen - uma vez que o desenho permite representacidc de
uma parte muito grande do gencma por arranjc simples. A ti-
tulo de exemplo, para uma enzima de restricdo que reconhece

Jma seqiéncia de hexa-nucleotidecs, cerca de 3 arranjos com
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verca de 385.000 sondas cada serdc suficientes cobrir, po

=

exemplo, o genoma humano ou de camundongo completo. Para ura
snzira Jde restrijdo gue reconhece mals que 6 bp, um arranjo
simples de c¢erca de 385.000 sondas pcde ser usado para co-
brir, por exemplo, o genoma humanc ou de camundengo comple-
tc. As vantagens do aesennc do arranjo sac gue: (1l; cada
sonda ¢ informativa uma vez gue cada gual analisa um evento
de ligagac independente, facilitande muito a interpretacio
do resultado; e (2) uma grande representagdc do genoma pode
ser localizada em um arranjo simples que é barato,

Tecnologia 4C pode ser vantajosamente usada para o
mapeamento fino de ré-arranjos pouco caracterizados origi-
nalmente detectados por abordagens citogenéticas (microsco-
pia lumincsa, FISH, SKY, etc.).

Tecnclogia 4C pode ser vantajosamente usada para a
selecdo simultarea em um arranjo simples para combinacdes de
ré-arranjos que ocorreram prdéximo aos multiplos loci.

Descrigdo resumida das figuras

Figura 1

0 principioc da tecnoleogia 3C
Figura 2

(a) O principio de uma modalidade de tecnolcgia
4C. Analise 3C € realizada da maneira usual, como, por exem-
plo, HindIII {H) como enzima de restrigido. Apds reversio de
reticulacdes, a mistura de DNA conterd uma primeira sequén-
cia de nuclecotideos (visada) ligada a muitos fragmentos di-

ferentes. Estes fragmentos serdo amplificados e marcados u-

sando métodes de amplificagdc -~ tal como PCR inverso - em
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por exemplo, circulos DpnlII, usando primeiramente iniciado-
res especificos de seqgliéncia de nucleotideo (visados). Pro-
dutos de amplificacdo marcados podem ser hibridizados com os
arranjos aqui descritos. HindIII e DpnlIl s&o dados como e-
xemplos, mas outras combinacdes de enzimas de restrigdo -
tals como 6 ou 8- e 4 ou 5-cortadores - podem também ser u-
sadas. (b) Resultado de PCR separado por eletroforese de gel
de duas amostras de figado (L1, L2) e cérebro (Bl, B2) fe-
tais independentes. (c) Representacdo esquemdtica da locali-
zagao das sondas de microarranjo. Sondas foram projetadas em
100 bp de sitios HindII. Assim, cada sonda analisa um possi-
vel parceiro de ligacéo.

Figura 3

Tecnologia 4C detecta o ambiente gendmico de B-
globina (cromossomo 7). Razdes ndo processadas s&o apresen-
tadas (sinais 4C para P-globina em HS2 divididos por sinais
obtidos para amostra de controle) para sondas localizadas em
regides gendmicas ~35 Mb em cromossomo de camundongo 10, 11,
12, 14, 15, 7 e B (do topo até a base; regides apresentadas
sdo em disténcia idéntica de cada centrdmero corresponden-
te). Note o grande agrupamento de fortes sinais em torno do
bait (globina) no cromossomo 7 (fileira 6), que demonstra
que tecnologia 4C detecta fragmentos gendmicos préximo do
padrdo de cromossomo linear (de acorde com o fato de gue
freqliéncias da interagdo sdo inversamente proporcionais a
separacdo do sitio gendémico). Note que a regido ligada em
cis em torno do bait que apresenta altas intensidades de si-

nal é grande (>5Mb), implicando, por exemplo, que transloca-
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¢bes podem ser detectadas mesmo com baits afastados mais que
1 MB do ponto de ruptura.

Figura 4

Tecnologia 4C detecta o ambiente gendmico de
Rad23A (cromossomo 8). Raz®es ndo processadas sdo apresenta-
das (sinais 4C para Rad23A divididos por sinal obtido para
amostra de controle) para sondas localizadas em regides ge-
némicas de ~15 Mb ou mais em cromossomo de camundongo 10,
11, 12, 14, 15, 7 e 8 (do topo até a base; regides apresen-
tadas sdo em disténcia idéntica de cada centrémero corres-
pondente). Note o grande agrupamento de fortes sinais em
torno do bait (Rad23A) no cromossomo 8 (fileira 7), que de-
monstra que tecnologia 4C detecta fragmentos gendmicos pré-
ximo do padrao de cromossomo linear (de acordo com o fato
que freqiéncias da interacdo sdo inversamente proporcionais
a separacgdo do sitio gendmico). Note que a regido ligada em
cis em torno do bait que apresenta altas intensidades de si-
nal é grande (>5Mb), implicando por exemplo que transloca-
¢8es podem ser detectadas mesmo com baits afastados mais que
1 MB do ponto de ruptura.

Figura 5

Interagbes 4C de f-globina no cromossomo 7
(~135Mb) para um tecido de transcricdo (figado fetal) e um
tecido de ndo transcrigdo (cérebro fetal) (analisado por uma
abordagem de meio de corrida). Note que interacgdes de longo
alcance com f-globina diferem entre tecidos (provavelmente
dependente do estado de transcrigdo do gene). Independente

do tecido, fortes sinais 4C limitam uma grande regido (>5
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Mb em torno do bailt.

(S

e arEel:]
igura

Uros e Fraf interagem com (-gliobina em celulas de
figade fetal. A abordagem 4C revela gque dols genes, Eraf e

Ures, 1interagem 30 Mb com e lecus B-giobina localizadoe z-
fastado ~30 Mb. fstas auas interacgdes foram previamente en-
contradas por uma tecnologlia diferente (Flucrescence In situ
Hybridisation) descrito em Osborne et al., Nature Genetics
36, 1065 (2004). Este exemplec mostra que interagdes de longo
alcance detectadas pela tecnologia 4C pcdem ser verificadas
por FISH e refletem verdadeiramente a proximidade nuclear.

Figura 7

Tecnclogia 4C identifica precisamente transicgdes
entre regides gendmicas ndo relacicnadas que s3o ligadas em
cis. Para westes experimentos, foram usados camundongos
transgénicos que ccontém um cassete da regido de controle de
locus de B-globina humanc (LCR) (~20 kb) inserido (por meio
de recombinagdoc homdéloga) no locus Rad23A em cromessomo de
camundengo 8. Tecnologla 4C foi realizada em figados fetais
El14.5 de camundongos transgénicos que foram homozigotos para
esta insercdc. Um fragmento HindIII no cassete da integracgdoc
{HS2) fol usado como " 4C-bait'. 0Os dados mostram que a tec-
noleogia 4C define precisamente tanto extremidades do cassete
transgénico (fileira de base: scmente as sondas no LCR huma-
no (~20kb; da sinais 4C & ndo scndas no restante de ~380 kb
da segiéncia de PB-globina humano}, e revela claramente a po-
sigdo de integragdo em cromossomo de camundonge 8§ (painel

superior: comparar ©S sinais no cromossomo 8 (para posicao
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de integracdo, ver seta) com sinais em 6 outros Cromossomo
de camundongos) (cromossomos completos sdo representados).
Este exemplo mostra que a tecnologia 4C pode ser usada para
detectar a posigdo gendmico de fragmentos de DNA etopicamen-
te integrados (virus, transgene, etc.). Ele mostra que tran-
si¢gdes entre regides gendmicas n&o relacionadas que sdo li-
gadas em cis podem ser identificadas precisamente, que podem
ser usadas para identificar parceiros de pontos de ruptura
gendmico e localizacgéo.

Figura 8

Tecnologia 4C produz dados reprodutiveis, uma vez
que o perfil para HS2 e B-globina sd&o muito similares. Qua-
tro experimentos 4C biologicamente independentes foram rea-
lizados em figados fetais E14.5, usando tanto o gene -
globina B-principal (2 fileiras superiores) quanto B-globina
HS2 (base de duas fileiras) como o bait. Estes baits s&o ~40
kb separados no padrdo de cromossomo linear mas mostraram
previamente estar perto do espaco nuclear (Tolhuis et al.,
Molecular Cell 10, 1453 (2002)) Uma regido -5 Mb é descrita
em cromossomo de camundongo 7 que é 20-20 Mb fora do locus
B-globina. Os dados mostram alta reprodutibilidade entre ex-
perimentos independentes e demonstram que dois fragmentos
perto do espag¢o nuclear compartilham parceiros de interacgéo
localizados em outro lugar no genoma.

Figura 9

A tecnologia 4C é aplicada para medir frequiéncias
da interagdo de DNA-DNA com seqiéncia X (em cromossomo A) em

células de uma pessoa saudadvel (topo) e um paciente com
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translocagdao (A;B) (base). Intensidades de sinal represen-
tando freqiiéncias da interacdo de DNA-DNA (eixo-Y) sé&do colo-
cadas em grafico para sondas solicitadas em padrdes de cro-
mossomo lineares (eixo-X) Em células normais, interacdes de
DNA-DNA freqlientes sdao detectadas em cromossomo A em torno
da seqliéncia X. Em células de paciente, uma redugdo de 50 %
nas freqiiéncias da interacdo é observada para sondas em cro-
mossomo A localizadas no outro lado do ponto de ruptura (BP)
(comparar curva cinza (paciente) com linha preta (pessoca
saudéavel). Além do mais, o translocacdo traz parte do cro-
mossomo B na proximidade fisica imediata para a seqiiéncia X,
e interagdes de DNA-DNA freqglientes s&o agora observadas para
esta regido no cromossomo B. A transigdo abrupta das fre-
gliéncias da interacdo baixa para alta neste cromossomo marca
a localizagao de seu ponto de ruptura.

Figura 10

Inversdo(s) (balanceada(s)) podem ser detectadas
pela tecnologia 4C. Parceiros inversos de freqgiiéncias da in-
teragdo de DNA-DNA (medidos pela tecnologia 4C como intensi-
dades de sinal de hibridizac8o) s&c observados em sujeito
doente (curva cheia) comparado com ndao doente (curva ponti-
lhada), que revela a presenca e tamanho da inversdo.

Figura 11

Deteccdo de delecgdo(s) heterozigoto pela tecnolo-
gia 4C. Sondas com freqliéncias da interagdo de DNA-DNA redu-
zidas (medidas pela tecnologia 4C como intensidades de sinal
de hibridizacdo) em sujeitos doentes (curva cinza) comparado

com ndo doentes (curva preta), revelam a posicdo e tamanho
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da regido deletada. 3inais de hibridizacdo residuals na re-
gido deletada do sujeito doente proveniente de alelo 1ntactc
(delecdo heterczigoto). Celecdo £ tipicamente acompanhada
por um aumento nas intensidades de sinal para sondas lccali-
zadas diretamente além da regido deletada (note que a curva
cinza esta al.ma da curve preta no lado direito da delecao),
ama vez Jgue estas reglides ficam em proximidade fisica imedi-
ata com a seqgiiéncia 4C (bait).

Figura 12

Cuplicagidc detectada pela tecnologia 4C. Sondas
com maiores sinals de hibridizacdo em um paciente (curva
cheia) comparadas com um sujeito normal {(curva pontilhada)
indicam a posigdo e tamanho de duplicacgdoc. Duplicagdc detec-
tada pela tecnologia 4C é tipicamente acompanhada por meno-
res sinails de hibridizacgidc em doente em funcgdc de sujeito
ndo doente para scndas alem da regidoe duplicada (duplicagdo
aumenta suz separacdo do sitioc gendmico da segliéncia 4C).

Figura 13

Interacdes de longo alcance com B-globina revela-
das pela tecnologia 4C. a, Razdes nac processadas de 4C so-
bre sinais de hibridizacdo de controle, revelando interagdes
de P-globina HSZ com cromossomo 7 & dols Cromos$scomos Ao re-
lacicnados (8 e 14). b-c, Dados naoc processados para duas
amostras de figado fetal (topo, em vermelho) e cérebro fetal
‘basea, =m azul) independentes colccados em grafice junte com
duas diferentes regides 1-2 Mb em cromossomc /. Agrupamentos
altamente prcdutiveis de interacdes sdo observados tanto nas

duas amcstras de figade fetal (b)) guanto nas duas amostras
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ontl hada; . £, Representagic ssguematica de regilfes de in-
teracao com p-glcbina ativa (figade fetal, teopo! e inativa
(cérebro Zo.zil, base! noc cromosscme

Figura L4

e}

P-glokbina ativa e ZInativa interage com regides
cromesscmals ativas e inativas, respectivamente. a, Compara-
¢ao entre interag¢des f-globina de longo alcance em figado
fetal (melo de corrida 4C, topo), analise de expressido de
microarranjo em figado fetal (escala log, meic) e a locali-
zagdo de genes (base) colocados em grafico junto com uma re-
gide 4 Mb que contém o gene Uros (30 Mb fora de B-globina),
mostrande que B-globina ativa interage preferencialmente com
cutros genes ativamente transcritos. b, A mesma comparacao
em cérebro fetal em torno um agrupamentc de gene OR locali-
zado - 38 distante de globina, mostrando que B-globina ina-
tiva interage preferencialmente com regides inativas. ¢, Ca-
racterizagado de regides interagindo com B-globina em figado
fetal (esquerdo) e cérebro. (direito) em termcs de teor do
gene e atividade.
rigura 15
Rad23A unipresentemente expresso interage com re-
1des ativas muito similares, em figado e <érebro fetal. a,
Representagao esguematica de regifes em cromossomo 8 intera-
gindo com Rad23A ativo em figadeo fetal (topo, vermelho) e
ceérebro (base, azul). b, Comparacdc entre interacdes Rad2lA

de longo alcance (meio de corrida 4C) e an&dlise de expressac



10

15

20

29

de microarran

jo {escala lcg em figade fetal .L.opo de dois

rairéis) interacfes Rad?3A de lonco alcance {(meio de corri-
I r = =

em cereprce fetal (painel 2 e 47 e a localizagao de genes
irainel inferior, colocados em grificzc Junto com uma regido
3 ML de Cromossomc ©. C, Laracterizaciac de regides intera-
gindo com RadZ3A em figade (esguerdo) e cérebro (direito)
fetal em termos de teor de gene e atividade.

Figura 16

Cryo-FI3H confirma gque tecnclogia 4C identifica
verdadeiramente regides de interac¢do. a, exemplo de parte de
uma segdac cryo (200 nm) mostrando mais que 10 nucleos, al-
guns dos guais contendo o locus B-glcobina (verde) e/cu Uros
{(vermelho). Por causa d¢ seccionamento, muites ntclecs ndo
contém sinais para esses dois loci. b-d, exemplos de sinais
sobrepostos completamente (b) e parcialmente (c) e sinais de
contato (d), que foram todos pontuados como positivo para
interagao. e-g, exemplos de nuclecs contendc em alelos de
ndo contatec (e-f) e um nuclec contendo somente B-globina
(g), que foram teodos pontuades comoe negativoes para intera-
¢ao. Representacdo esquematica de resultade c¢ryo-FISH. Por-
centagens de interagdc cem f-glcbina (h) e Rad23A (1) sao
indicadas acima dos cromossomos para regides positivamente
identificadas (pcnta de flecha vermelha) e negativamente i-
dentificadas ({(ponta de flecha azul! pela tecnologia 4C. Os
mesmos BACs foram usados para os dols tecidos. Freqiéncias
da interacdo medidas por cryo-fISH entre dois agrupamentos

de gene OR distantes em figado fetal e cérebrc sido indicados
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de k52 e {@-principal deu resultadc al-

tamente similar. (a( Dadcs 4C nic processadas de gquatroc a-
Tosuiras deo flgade Z14.0 Indspendentos aproscontaram um podric
MUlITC 3iMliar ae 1nteragac Com Moz Lope; € b-principal ipa-
se). (b) Um Existe uma grande scbreposigidoc entre scndas pon-

tuadas positivo para interacgic no experimento HS-2 e sondas
que pontuam positivo para interagdc no experimento f-
principal.

Figura 18

Uma comparacgdo entre interacdes em cis e em trans.
(a) Dados 4C n&ao processados de dois experimentos indepen-
dentes mostrando interagdes B-globina com uma regido positi-
vamente identificada em cis (cromessomo 7, topo) e uma regi-
a0 em trans contendo o locus «-globina (chr.l11l, base). (b)
Dados 4C ndo processadas de dols experimentos independentes
mostrando interagSes Rad23A com uma regifo positivamente i-
dentificada em cis (cromossomo &, topo) e uma regido em
trans que aparece em topce quando classificada de acordo com
¢ maicr valor do meic de corrida. Nenhuma das regides em
trans atendeu as condig¢les rigorosas gue permitiram a iden-
tificacdo de regides de longa interacdo em cis.

Figura 19

Regides gue interagem com B-globina também fazem
contato freglentemente umas com as cutras. Duas regides (se-
paradas uma da outra quase 60 Mb), contendo genes ativamente

transcritcs e identificadas pela tecnologia 4C para intera-
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gir com B-globina em figado fetal, mostraram freqiéncias de
co-localizagdo por cryo-FISH de 5,5 %, que foi significati-
vamente mais que as freqiiéncias de co-localizacdo de fundo.

Descricdo detalhada da invencéo

Tecnologia 3¢

C método 3C foi descrito com detalhe em Dekker at
al. (2002), Tolhuis at al. (2002), Palstra at al. (2003),
Splinter at al. (2004) and Drissen at al. (2004). Resumida-
mente, 3C é realizado digerindo DNA reticulado com uma enzi-
ma de restrigdo primaria seguido por ligagdo em concentra-
¢oes de DNA muito baixas. Nestas condicgdes, ligacdo de frag-
mentos reticulados, que é intramolecular, é fortemente favo-
recida em relagdo a ligagdo de fragmentos aleatdérios, que €
intermolecular. A reticulacéo é em seguida revertida, e pro-
dutos de ligagdo individuais s&o detectados e quantificados
pela reacgdo da cadeia polimerase (PCR) usando iniciadores
especificos de locus. A freqléncia da reticulacdo (X) de
dois loci especificos é determinada por reacdes PCR quanti-
tativas usando controle e padrdes reticulados, e X é expres-
so como a razdo da guantidade do produto obtido com o padréao
reticulado e com o padrdo de controle.

De acordo com a presente inveng¢do, um padrdo 3C é
preparado usando os métodos descritos por Splinter et at.,
(2004) Methods Enzymol. 375, 493-507. (isto é, fixacdo de
formaldeido, digestdo de enzima de restricdo (primaria), ré-
ligagdo de fragmentos de DNA reticulados e purificagdo de
DNA). Resumidamente, uma amostra - tal como células, tecidos

ou R nucleos - é fixada usando um agente de reticulacdo -
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tal como formaldeido. A digestdo de enzima de restricédo pri-
maria é em seguida realizada de maneira que o DNA é digerido
no contexto dos nucleos reticulados. Ligacdo intramolecular
&€ em seguida realizada em baixas concentragdes de DNA (por
exemplo, cerca de 3,7 ng/pL), que favorece ligagdo entre
fragmentos de DNA reticulados (isto é, ligag¢do intramolecu-
lar) relacionados a ligagdo entre fragmentos de DNA n&o re-
ticulados (isto é, ligacdo intermolecular ou aleatdédria). Em
seguida, as reticulagdes s&o revertidas e o DNA pode ser pu-
rificado. O padrdo 3C que é produzido contém fragmentos de
restrigdo que sdo ligados em virtude de eles estarem origi-
nalmente perto do espacgo nuclear.

Uma vez gue uma enzima de restricdo primdria é u-
sada para digerir o DNA antes da etapa de ligacdo intramole-
cular, um sitio de reconhecimento de enzima para a enzima de
primaria restrigdo separard a primeira seqiiéncia de nucleo-
tideos (visada) e a seqliéncia de nucleotideos que foi liga-
da. Desta maneira, o sitio de reconhecimento primario é lo-
calizado entre a primeira seqliéncia de nucleotideos (visada)
e a seqgliéncia de nucleotideos ligada (isto é, a segunda se-
qiéncia ligada).

Seqgliéncia de nucleotideos

A presente invencdo envolve o uso de segiiéncias de
nucleotideos (por exemplo, padrdo 3Cs, padrdo 4Cs, padrdes
de DNA, padrdes de amplificacdo, fragmentos de DNA e DNA ge-
némico), que podem ser disponiveis em bases de dados.

A seqgiiéncia de nucleotideos pode ser DNA ou RNA de

origem gendmica, sintética ou recombinante, por exemplo, cD-
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NA. Por exemplo, seqléncias de nucleotideos recombinantes
podem ser preparadas usando técnicas de clonagem PCR. Isto
envolvera fazer um par de iniciadores flanquear uma regido
da seqgiéncia a qual se deseja clonar, colocar os iniciadores
em contato com mMRNA ou cDNA obtido, por exemplo, de um mami-
fero (por exemplo, célula animal ou humana) ou célula né&o
mamifero, desenvolver uma reacdo da cadeia polimerase (PCR)
em condigdes que realizam amplificacdo da regido desejada,
isolar o fragmento amplificado (por exemplo, purificando a
mistura da reagdo em um gel de agarose) e recuperar o DNA
amplificado. Os iniciadores podem ser projetados para conter
sitios de reconhecimento de enzima de restricdo adequados
para que o DNA amplificado possa ser clonado em um vetor de
clonagem adequado.

A seqiéncia de nucleotideos pode ser fita dupla ou
fita uUnica, quer representando a fita de sentido como anti-
sentido, ou suas combinacdes.

Para alguns aspectos, prefere-se que a seqiéncia
de nucleotideos seja DNA de fita Unica - tais cémo iniciado-
res de fita Unica e sondas.

Para alguns aspectos, prefere-se que a segliéncia
de nucleotideos seja DNA de fita dupla - tais como padrdes
3C e 4C de fita dupla.

Para alguns aspectos, prefere-se que a seqliéncia
de nucleotideos seja DNA gendmico - tais como um ou mais lo-
ci gendmicos.

Para alguns aspectos, prefere-se que a seqléncia

de nucleotideos seja DNA cromossdémico.
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A segiiéncia de nucleocotidecos pode wcompresnaer uma
crimeira seqgiiéncia de nuclectideos (visada) e/ou uma segunda
seqiidncia de nuclectideos.

's sitics de reccnhecimento de enzima as restrigac
primaria = secundaria serdo diferentes uns dos outros & o~
correrdo tiplcamento somentae uma vez na seqidénceia de nuciec-—
Tideos.

Em um aspecto, € fornecida uma seqliéncia de nucle-
otideos circularizada que compreende uma primeira segiiéncia
de nuclectidecs e (por exemplo, ligada a) uma segunda se-
gqiéncia de nucleotideos separadas (por exemplo, divididas,
ou partidas) por um sitio de reconhecimento de enzima de
restricdc primaria e uma secundédria, em gue a dita primeira
seqiiéncia de nucleotideos é uma segliéncia de nucleotideos
alvo e a dita segunda seqguiéncia de nuclectidecs é obtenivel
reticulando DNA gendmico (por exemplo, Iin vivo ou Iin vitro).
Os sitios de reconhecimento de enzima de restrigdo primaria
e secundaria serdo diferentes uns dos outros e ocorrerdo ti-
picamente somente uma vez na segliéncla de nucleotideocs.

Em um aspecto adicional, é fornecida uma seqgliéncia
de nuclectidecs circularizada que compreende uma primeira
seqgiiédncia de nucleotidecs e (por exempio, ligada) uma segun-
da seqiidncia de nuclectidecs separada {por exemplo, dividi-
da, ou partida) por um sitio de reconhecimento de enzima de
restricido primarie e uma secundaria, em gue a dita primelra
seqgiiéncia de nucleotideos & uma seqiéncia de nuclectideos

alvo e em gue a dita primeira e segunda segiiéncias de nucle-

otideos sdc obtenlivels por um processo gue compreende as e-
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Yapas do o) rootlioular INA genlimico de (pol SXRenple, 40 Viwvo
DU In vitre); by digerir o LCNA reticulado com uma anzima de
restricaoc priméaria; ic; ligar as sequéncias de nuclectidecs
reticuladas; {d} reverter a reticulagidoc; e (e) digerir as

seqléncias de nucleotidecs com uma envima <= restrigido se-
cundéria para circularizar as seqiéncias de nucleotideos.

Preferivelmente, a segunda seqguéncia de nucleoti-
deos cruza {por exemplo, corta) a primeira seqléncia de nu-
cleotideos (visada). Desta maneira, & seqiéncia de nucleoti-
deos compreende a sequnda seqgiiéncia de nucleotideos, que se-
para a primeira seqiéncia de nuclectideos ({visada) em duas
porgdes ou fragmentos - tal come aproximadamente duas por-
¢des igualmente dimensicnadas ou fragmentos. Tipicamente, as
porcdes ou fragmentos terdo pelo menos cerca de 16 nucleoti-
deos de comprimento.

Primeira segténcia de nucleotidecs

A primeira seqliéncia de nucleotideos € uma seglén-
cia de nucleotideons alvo.

Da maneira aqui usada, o termo "sequéncia de nu-
cleotideos alvo" refere-se a segliénclia gue é usada ccmo uma
segiéncia bait a fim de identificar uma ou mais seqiéncias
ac gual ela reticula {por exemplo, uma ou mals segléncilas de
nuclecotideos de interesse ou uma ol mals seqlUénclas de com-
posicgdo de seqliéncia de nucleoctidecs desconhecida) .

A seqglénc:ia de nuclsctidecs alvc é& de seqgliéncia
conhecida.

Reticulacado é indicative de gue a segléncia de nu-

cleotidecs alvo e a segUéncia reticulada a ela estavam cri-
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-v3s, & pcssivel entender, por exemplo, a conformagaoc de

cromosscmes e regifes CromosSsSOomals nc Contexto espacizi do
1cl I 1¢ in vivo Ol i wvitrol Além e o~

nucleo ipor exemplo, in vivo ou In vitrol. bem dAn o mals, &

pngsivel er~-ender as organizaglios ostruturals oonludsas ne

gencma, por exemplo, guando melhoradores ou outrcs elementos
reguladores transcricionais comunicam com promotores distan-
tes localizados em cis ou mesmc em trans. Além do mais, €
ainda possivel entender o posicionamento de uma dada regiac
genémica em relagdo &s seqiiéncias de nucleotideos presentes
no mesmo cromossomo (em cis) bem como a segiéncias de nucle-
otideos em outros cromossomos (em trans). Assim, é possivel
mapear seqléncias de nucleotideos em diferentes Ccromcssomos
que freqiientemente compartilham sitios no espaco nuclear.
Além do mais, é ainda possivel detectar aberracdes genéticas
equilibradas e/ou desequilibradas - tails como translocagdes,
delecdes, inversdes, duplicagdes e outros ré-arranjos gend-
micos equilibrades e/ou desequilibradeos (por exemplo, dele-
¢des ou translocagdes em um ou mais cremossomes). A este
respeito, aberragdes genéticas resultam em mudancas nas in-
teragdes de DUDNA-CNA na posigdo gue a mudanga ocorreu, Jue
pocde ser detectada.

A primeira segléncia de nuclecotideos (visada) de
acordo com a presente invengdo pode ser gualquer seqgléncia
am que se deseja determinar a fregiéncia de interagdo no es-
paco nuclear com uma ou mais outras seguéncias.

Em uma modalidade, a primeira seqiéncia de nucleo-
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tideos (visada) <ori moiz suz cerca de 2Z0 Lo de comprimen-
to, uma vez gue uma enzima de restrigao secundaria & esco-
Lrida gue corta a primeira s=qgiéncila de nucleotideos (visa-
da' & cerca de Z25C bg ou mais do sitic de restricdo prima-
ric.

Tsto pode minimizi:s a progensdo a formagdo de o.oi-
culeo, vor causa das restrigdes topoldégicas (Rippe et al.
(2001 Trends em Biochern. Sciences 26, 733-40). Adequada-
mente, a2 primeira segiléncia de nucleotideos (visada) apds a

amplificacgdo compreende pelo
de gue o comprimento minimo
de amplificacdc usedos para

de nuclectideos ser cerca de

Em uma modalidade preferida,

de nucleoctideos (visada)

parcialmente (por exemplo,
(por exemplo,
ficador, um silenciador,
de matriz, uma
transcrigao,
ponte de acesso,
centrdmerc, um teldmero,
gidc fraca de gene,

tegragao (viral), uma

cées e/cu mutagdes sao relacionados com um efeitc,

vle, doencga,

tal comoc um SNP

guéncia(s)

um fragmento},
nas proximidades de)
um isolante,
regido de controle de locus,
uma origem de replicacgéao,
am ponto de ruptura de translccacdao,
uma regldo densa em genes,

um elemente repetitive,

efeito fisiclégico,

(pclimerfisme nuclectideocs

menos cerca de 32 bp pelo fato
de pelo mencs dois iniciadores
amplificar a segunda seqléncla
16 bases cada.

a primeira seqtiéncia

pode compreender completamente ou

ou estar perto de
um promotor, um intensi-
uma regido de anexagdo
uma unidade de
uma recombinacgac de
um

uma re-

um sitio de in-

seglidncia de nuclectideos em que dele-

por exem-
furncicnal ou estrutural -

simples), ou se-

de nucleotideos contendoe tais deleg¢des e/ou muta-
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¢bes, ou gqualguer seqliéncia em que se deseja determinar a
freqiiéncia de interagdo no espag¢o nuclear com outras seqiién-
cias.

Da maneira supramencionada, a primeira seqiiéncia
de nucleotideos (visada) pode compreender completamente ou
parcialmente (por exemplo, um fragmento), ou estar perto de

(por exemplo, nas proximidades) uma seqiéncia de nucleoti-

deos em que aberragdes genéticas - tals como delegdes e/ou
mutacdes - sdo relacionadas a um efeito (por exemplo, uma
doenga). De acordo com esta modalidade da invencdo a primei-

ra (seqiéncia de nucleotideos alvo) pode portanto ser uma
seqiéncia de nucleotideos (por exemplo, um gene ou um lo-
cus), adjacente (no padrdo de DNA fisico), ou na regido ge-
némica em que mudangas foram associadas ou correlacionados
com uma doenga - tal como uma doenga genética ou congénita.
Em outras palavras, a primeira seqiéncia de nucleotideos
(visada) pode ser, ou pode ser escolhida com base na sua as-
sociacdo com um fendétipo clinico. Em uma modalidade preferi-
da, as mudancas s&do mudangcas em um OuU mals cromossomos, € a
doenga pode ser como uma conseqiéncia, por exemplo, de uma
ou mais deleg¢des, uma ou mais translocac¢des, uma ou mais du-
plicagdes e/ou uma ou mais inversdes, etc.

Exemplos ndo limitantes de tais genes/loci sdo A-
MLi, MLL MYC, BCL, BCR, ABLl, imunoglobulina loci, LYLI,
TALl, TAL2, LMO2, TCR «a/d, TCRB, HOX e outros loci em varias
leucemias linfoblasticas.

Outros exemplos sdo descritos em bases de dados

eletrdnicos - tais como:
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pl7query=47, xy

http://www.possum.net.au/

http://www.Indatabases.com/

http://www.wiley.com/legacy/products/subject/life/
borgacnkar/index.html

http ://www.ncbi.nlm.nih. gov/entrez/query.fcgi?
db=0MIM

http://www.sanger.ac.uk/PostGenomics/decipher/

http://agserver(l.azn.nl:8080/ecaruca/ecaruca.Jsp

Outros exemplos sdo descritos em "Catalogue of un-
balanced Chromosome Aberrations in Man" 2Znd editicn. Albert
Schiuzel. Berlin: Walter of Gruyter, 2001. ISBN 3-11-011607-
3.

Em ume mcdalidade, o termo "adjacente" significa
"diretamente adjacente", de maneira que ndc haja nuclecti-
deos Interferentes entre duas seqgiéncilas adjacentes.

Em uma cutra modalidade, o© termo "adjacente”, no
contexto da seqgiéncia de Adcideo nucléico e do sitio de reco-
nhecimento da enzima de restri¢do primadria, significa "dire-
tamente adjacente”, de maneira gue ndo naja nuclectideos in-
terferentes entre a ssqléncia de acide nucléico e a sitio de

reconhecimento de enzima de restrigdc primario.
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Segunda seqgiiéncia de nucleotideos.

A segunda seqtiéncia de nucleotideos é obtenivel,
obtida, identificada, ou identificével para reticular DNA
gendmico de (por exemplo, in vivo ou in vitro).

A segunda seqiiéncia de nucleotideos (por exemplo,
seqliéncia de nucleotideos de interesse) torna-se ligada a
primeira seqgiiéncia de nucleotideos (visada) apds tratar uma
amostra com um agente de reticulacdo e digerir/ligar os
fragmentos de DNA reticulados. Tais seqliéncias sdo reticula-
das na primeira seqgiiéncia de nuclectideos (visada) em virtu-
de de eles estarem originalmente perto no espago nuclear e
ligados a primeira seqiiéncia de nucleotideos (visada) em
virtude das condigdes de ligagdo favorecerem ligacdo entre
fragmentos de DNA reticulados (intramolecular) nos eventos
de ligacdo aleatéria.

Doengas com base nas alteragdes - tais como trans-
locacgdes, delegbes, inversdes, duplicacbes e outros ré-
arranjos gendmicos - sdo de maneira geral causadas por inte-
rac8es de DNA-DNA aberrantes. Tecnologia 4C mede freqgiiéncias
de interag¢do de DNA-DNA, que primeiramente sdo funcdo da se-
paragdao do sitio gendémico, isto é, freqiéncias de interacao
de DNA-DNA sdo inversamente proporcionais a distdncia linear
(em quilobases) entre dois loci de DNA presentes no mesmo
padrdo de DNA fisico (Dekker et al., 2002). Assim, altera-
¢do(s) que cria(m) fisicamente novos e/ou diferentes padrdes
de DNA, é(sao) acompanhada(s) por interacdes de DNA-DNA al-
teradas, e isto pode ser medido pela tecnologia 4C.

Adequadamente, a segunda seqiéncia de nucleotideos
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Agentes de retlculazdc - ta. como formaldeido -
pedem ser usados para reticular proteinas em outras protei-

nas e acido nucleico vizinhos. Assim, duas ou mais sequdn-

Je Proielnds iiJadas a L dllle de, eslas seguenclas de nucleo-
tideos. Agesnctes de reticulacic sem ser formaldeide podem
tambem ser usados de acordo com a presente invencgao, inclu-
inde ©s agentes de reticulagdo que reticulam diretamente se-
qiéncias de nucleotidecs. Exemplos de agentes gque reticulam
DNA incluem, mas sem limitag¢des, luz UV, mitomicina C, ni-
trogénio mustarda, melfalano, diepdxide de 1,3 butadieno,
cis diaminadicloroplatina(Il) e ciclofosfamida.

Adequadamente, ¢ agente de reticulacidc formara re-
ticulados gue ligardc distdncias relativamente pequenas -
tal como cerca de 2 A - selecionando assim interagdes inti-
mas gque podem ser revertidas.

Reticulag¢des podem ser realizadas, por exemplo,
para incubar as células em formaldeido 2 % a temperatura am-
biente - tal como para incubar células 1 x 10’ em 10 mL de
OMEM~10 % FCS suplementado com formaldeido 2 % por 10 minu-
tos a temperatura ambiente.

Enzima de restricio primaria

Da maneira aquil usada, o termo "enzima de restri-
¢ao primaria" refere-se a uma vrimeira enzima de restricac
que & usada para digerir o DNA reticulado.

A enzima de restrigdo primaria serd escolhida de-

endendo do tipo de seqlérncia visada (por exemplo, locus) a
<] P p P
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bo de DNA incluem, mas sem limitagdes, AcII, HindII, 35spI,
BspLUIII, Agel, MIuI, Spel, BgIIi, Eccd?III, Stul, Scal, CI-
al, AvallIl, VspI, Mfel, PmaCI, PvulIl, NdeI, Ncol, Smal, Sa-
¢II, AvrII, Pvul, Xmall, SpII, XhoI, PstI, AfIII, EccRI, ARa-
tII, SacIl, EcoRV, SphI, Nael, BsePI, NheI, BamHI, NarI, A-
pal, KpnI, Snal, S5all, Apall, Hpal, 5naBI, BspHI, BspMII,
Nrul, Xbal, BcIlI, MstI, Ball, Bspld07I, Psil, Asull e Ahall-
I.

Enzimas de zrestricdc gue reconhecem mais que uma
seqligncia 6 bp de DNA incluem, mas sem limitagdes, BbvC I,
BAscI, AsiS I, Fse I, Not I, Pac I, Pme I, Sbf I, SgradA I, Swa
I, Sap I, Cci NI, FspA I, Mss I, Sgf I, Smi I, Srf I e
Ssed387 I.

Para alguns aspectos da presente invengdo, no caso
de enzimas de restrigdo reconhecerem segiiéncias 6 bp, BgIlII,
HindIII cu EcoRI sdo preteridos.

O termc "sitlo de recenhecimento de enzima de res-—
trigdo primaria" refere-se 2o sitio em uma seqgiéncia de nu-
clectideos gue € reconhecida e c¢livada pela enzima de res-
tricdo priméria.

Enzima de restricgdo secundaria

Da maneira agqul usada, ¢ termc "enzima de restri-
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a ligagao de segiiéncilas de composigdo de nucleotideos conhe-
cida nos sitios de reconhecimento de enzima de restrigac se-
cundaria gue flangueiam as segiiénclas de nucleotideos de in-
Teresse,

Em uma modalidade, ligacdc de seqiéncias de compo-
sicdoc de nucleotideos conhecida com os sitios de reconheci-
mento de enzima de restric¢ido secundaria que flangueiam (por
exemplo, estdo de cada lado ou extremidade) as seqléncias de
nucleotideos de interesse envolvem ligagdo em condigdes di-
luidas para favorecer a ligacdo intramclecular entre os si-
tios de reconhecimento de enzima de restrigdc secundaria que
flanqueiam sequéncias de nucleotideos visadas e as seqién-
cias de nucleotideos de interesse ligadas. Isto resulta efe-
tivamente na formacdo de circulcs de DNA em gue segléncias
de nuclectidecs visadas ccnhecidas flanqueiam segiéncias de
interesse desccnhecidas.

Em uma cutra modalidade, ligagdo de seqgiéncias de
composicdo de nuclectideos conhecida com os sitios de reco-
nhecimento de enzima de restrigdc secundaria gue flanqgueiam
{(por exemplo, estdc de cada lado ou extremidade) as seglén-
cias de nucleotidecs de interesse envelvem a adigao de se-

qiéncias de DNA dnicas de ccmpesigdo de nucleotidecs conhe-
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rucleotideos de interesse e introduzem segléncias de DNA G-

Em uma outra modalidade, = enzima de restrigao scounda-—
ria & escclhida de maneira gue renhum sitio de enzima de
restricdc secundaria figue em cerca de 350 bp (pcr exemplo,
350-4C0 bp) do sitio de restrigdo primario.

Em uma outra meodalidade, a enzima de restricac se-
cundaria é escolhida de maneira que © mesmo sitic de enzima
de restricgdo secundaria é provavelmente para ser localizada
na seqiéncia de nuclecotideos ligada {isto &, a seqiéncia re-
ticulada ligada). Uma vez que as extremidades da primeira
segliéncia de nucleotidecs (visada) e da seqgiiéncia de nucleo-
tideos 1ligada podem ser extremidades compativeis coesivas
{ou rcmbas), as segliéncias podem ainda ser ligadas a fim de
circularizar o DNA. Desta maneira, a etapa de digestdo & se-
guida por ligagdoc em condig¢des diluildas que favorecem inte-
ragdes intramcleculares e circularizacdo opcional do DNA por
meio das extremidades compativeis.

Preferivelmente, 0 sltic de reconhecimento da en-
zima de restricgic secundaria € um sitio de reconhecimento de
seqiiéncia de nuclectideos de 4 ou 5 bp. Enzimas gque reconhe-
cem segliéncias de DNA de 4 cu 5 bp incluem, mas sem limita-
¢bes, TspEl, Maell, Alul, NIaIII, HpalIl, FnulII, MaeI, DpnI,
Mbol, Hhal, Haelll, Rsal, TagI, CviRI, Msel, S3thi32T, Acil,

OoprrIT, Saul3AIl e MnlI.
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B oama modalldade preferida, a enzima de estrlcac

secundaria & Nialll =/cu DpnlIl. O termc "sitic de reconheci-

mento de enzima de restricgdce secundaria" refere-se ac sitio

na seqiléncia de nucleotidecs gue é reconhecida e clivada pe-
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Apos a dlgestdo com a enzima de restrigdo secunda-

ria, uma reacgdo adicicnal da ligagdo é realizada. Em uma mo-

dalidade, esta reag¢do da ligacdc liga as segiiéncias de DNA
de ccmposigdo de segliéncia de nucleotideos conhecidas com o
sitio de digestdc da enzima de restrigido secundaria de uma
ou mals seqgiiéncias que s&o ligadas a seqgiiédncia de nucleoti-
deos alvo.

Enzima de restricdo terciaria

Da maneira agui usada, o termo "enzima de restri=-

gac terciaria"™ refere-se a uma terceira enzima de restricao
que pode ser opcionalmente usada apdés a etapa de enzima de
restrigdo secundaria a fim de linearizar DNA circularizado
antes da amplificacé&oc.
Preferivelmente, a enzima de restricdo terciaria é
como enzima que reconhece um sitio de reconhecimento de 6 bp
ou mails nucleotideos.

Preferivelmente, a enzima de restricio

terciaria digere a primeira segiliéncia de nuclectideos (visa-
da) entre sitioc de enzima de restrigdo priméria e secundaria
de reconhecimentc. Comc entendido pelos versados na técnica,
¢ desejavel gue a enzima de restricde tercidria ndo digira a
primeira segiéncia de nucleotideos (visada) muito perto dos
sitios de reconhecimento de enzima de restrigdc priméria e

secundaria de manelra que ¢s 1lniciadores de amplificagdo nao
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inicradores de ampllificagaoc pessam alnda nipricdizar.

Em uma modalidade preferida, a enzima de restricgdo
terciaria ¢ uma gue reconhece uma seqliéncia de 6-bp de DNA.
C termo "sitlio de reconhecimento de enzima de restricloc ter-
ciaria” refere-se ao sitio na segléncia de nucleotideocs que
& reconhecida e clivada pela enzima de restricdoc terciaria.

Sitio de reconhecimento

Endonucleases de restri¢do sdo enzimas gue clivam
a espinha dorsal acgicar-fosfato de DNA. Em cendrics mais
praticos, uma dada enzima de restrigio corta ambas fitas de
DNA duplex em um trecho de apenas umas bases. 0s substratos
para enzimas de restricgdo sdc seqgliéncias de DNA de fita du-
pla denominadas sitios/segiiéncias de reconhecimento.

O comprimento de sitios de reconhecimento de res-
trigdo varia, dependendc da enzima de restrigdo que é usada.
0 comprimento da segiiéncia de reconhecimento dita com que
fregiiéncia a enzima cortara uma seqgliéncia de DNA.

A titulc de exemplo, 1inumeras enzimas de restricdo
reconhecem uma seqiiéncia de DNA de 4 bp. As segiéncias e a
enzima que reconhecem a seqiéncia de DNA de 4 bp incluem,
mas sem limitag¢des, AATT (TspEI), ACGT {MaeIl), AGCT (Alul),
CATG (NlaIITl CCGG (Hpall}, CGCG (FnuDII), CTAG (Mael), GATC

(DpnI, DpnII, Sau3AIl & MboI), GCGC {(Hhal), GGCC (HaellI),
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b de LNA 1nciuem, n
(HindIII), AATATT {Sspl), ACATGT (BsplUilI), ACCGGT {Agel),
ACGCGT (MluIl), ACTAGT (Spel), AGATCT (BgIII), AGCGCT (E-
co47II1}, AGGCCT (Stul}, AGTACT (Scal), ATCGAT (Clal), ATG-
CAT (AvalIII), ATTAAT (VspIl), CATATG (Mfel), CACGTG (PmaCI),
CAGCTG (Pvull), CATATG (NdeI), CCATGG (Ncol), CCCGGG (Smal!
CCGCGG SacII), CCTAGII), CTCGAG (Xholy, CTGCAG (PstI), CTTA-
AG (AfIII), GAATTC (EcoRI), GACGTC (RatII), GAGCTC ({Sacl),
GATATC (EcoRV), GCATGC (SphI}, GCCGGC (Nael), GCCGGC (Bse-
PI), GCTAGC (Nhel), GGATCC (BamHI), GGCGCC (NarI), GGGCCC
(Apal), GGTACC ({KpnI), GTATAC {Snal), GTCGAC (SalIl), GTCGAC
(Apall), GTTAAC (Hpal), TACGTA (SnaBI), TCATGA (BspHI),
TCCGGA (BspMII), TCGCGA (Nrul), TCTAGA (Xbal), TGATCA (BcIl-
I), TGCGCA (MstIl), TGGCCA (BaIl), TGTACA (Bspl4071), TTATAA
(Psil), TTCGAA (Asull) e TTTAARA (AhallI).

A titulo de exemplo adicional, intmeras enzimas de
restricac reconhecem um 7 bp segiéncia de DNA. As seqléncias
e a enzima gue reconhecem a seqiéncia de 7 bp de DNA inclu-
em, mas sem limitag¢des, CCTINAGG (Saul), GCTNAGC (Espl), GGT-
NACC BstEIL e TCCHNGGA Pfol.

A titulo de exemplo adicicnal, inumeras enzimas de
restricdc reconhecem uma seqiéncia de 8 bp de DNA. As se-

qliéncias e a enzima que reccnhecem a seqiéncia de 8§ bp de
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DNA incluem, mas sem limitacées, ATTTAAAT (Swal), CCTGCAGG
(Sse83871), CGCGGGCG (Sse2321), CGTCGACG (SgrDI), GCCCGGGC
(SrfI), GCGATCGC (SgfI), GCGGCCGC (NotI), GGCCGGCC (FseI),
GGCGCGCC (Ascl), GTTTAAAC (Pmel) e TTAATTAA (PacI).

Inumeras dessas enzimas contém a segliéncia CG que
podem ser metiladas in vivo. Inumeras enzimas de restricgéo
sdo sensiveis a esta metilacdo e ndo clivardo a seqiiéncia
metilada, por exemplo, HpalIl ndo clivard a seqiiéncia CC"GG,
ao passo que seu isosquizbmero Mspl é insensivel a esta mo-
dificagdo e clivara a seqiéncia metilada. Desta maneira, em
alguns casos, as enzimas sensiveis a metilacdo eucaridtica
nao sao usadas.

Em uma modalidade, um sitio de reconhecimento & um
sitio de digestéo.

Em uma modalidade, um sitio de reconhecimento de
enzima de restricdo é um sitio de digestdo de enzima de res-
tricéo.

Circularizacéao

De acordo com uma modalidade da presente invencéio,
o material para 4C é preparado criando circulos de DNA dige-
rindo o padrdo 3C com uma enzima de restricdo secundéaria,
seguido por ligacgéo.

Preferivelmente, ¢é escolhida uma enzima de restri-
¢cdo secundaria que corta a primeira seqiéncia de nucleoti-
deos (visada) em mais que cerca de 350 bp (por exemplo, 350-
400 bp) do sitio de restricdo primadrio. Vantajosamente, isto
minimiza a propensd&o de formacdo de circulo por causa das

restrigdes topoldégicas (Rippe et al. (2001) Trends in Bio-



10

15

20

25

49

chem. Sciences 26, 733°40).

Preferivelmente, a enzima de restricdo secundaria
€ um cortador freqiiente que reconhece um sitio de reconheci-
mento de enzima de restricdo de 4 ou um 5 bp. Assim é possi-
vel obter fragmentos de restri¢do menores para eficiéncias
iguais de amplificagido de todos os fragmentos ligados duran-
te a amplificacéao.

Antes da ligacgé&o e digestdo da enzima de restricéao
secundaria, o padrdo de DNA compreenderd um sitio de reco-
nhecimento de enzima secundidria na primeira seqiiéncia de nu-
cleotideos (visada) localizada a mais que cerca de 350-400
bp do sitio de restricdo primdrio e um outro sitio de reco-
nhecimento de enzima secunddria localizado na seqliéncia de
nucleotideos que foi ligada (isto é, na segunda seqiiéncia de
nucleotideos).

Preferivelmente, a etapa de digest&o da enzima de
restrigdao secunddria é realizada por mais que 1 hora por to-
da a noite e seguida por inativag¢do a quente da enzima.

Preferivelmente, o DNA nesta mistura da reacdo é
purificado usando métodos/estojos convencionais que s&o co-
nhecidos na tecnologia.

Apbés a etapa de digestdo de enzima de restrigdo
secunddria, um sitio de enzima de restricdo secundiria seréa
localizado a mais que 350-400 bp do sitio de restricdo pri-
mario na primeira seqiiéncia de nucleotideos (visada), e um
outro sitio de enzima de restricdo secundéria seréa localiza-
do na seqiéncia de nucleotideos ligada (isto &, a segunda

seqiéncia de nucleotideos). Uma vez que as extremidades da
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Preferivelmente, a reacdc da ligagdo € realizada
em uma concentracac de DNA de cerca de 1-5 ng/ul.

Preferivelmente, a reacdo da ligacdc é realizada
pcr mais gue 1 hora (por exemplo, 2, 3, 4 ou mais horas) a
cerca de 16-25 °C.

Desta maneira, apds a reacdo da ligagdo, DNA cir-
cularizado pode ser preparado. O DNA circularizado compreen-
dera os sitios de reconhecimento pelc mencs para a enzima de
restrigao secunddria, ou as enzimas de restricao primarias e
as secundarias. Em DNA circularizado contendo a primeira se-
giéncia de nucleotideos (visada), a sitio de recoconhecimento
da enzima de restrigdc primaria e o0s sitlos reconhecimento
de enzima de restricdoc secundaria definirdo as extremidades
da primeira segliéncia de nucleotideos (visada) e a seqgléncia
de nuclectideos ligada (isto &, a segunda segiiéncia de nu-
clectideocs;. Desta manelra & primeira seqgiéncia de nucleocti-
deos (visada) e a segléncia de nucleotideos ligada sdo sepa-
radas ipor exemplo, divididas) pelo sitio de reconhecimento
da enzima de restricgdo primaria e o sitic de reconhecimento
de enzima de restrigdo secundaria.

Anplificagao
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Uma ou mais reagdes de amplificagdo podem ser rea-
lizadas a fim de amplificar os padrdes 4C de DNA.

Amplificacdo de DNA pode ser realizada usando inu-
meros métodos diferentes que s&o conhecidos na tecnologia.
Por exemplo, DNA pode ser amplificado usando a reacgdo em ca-
deia da polimerase (Saiki et al., 1988); PCR mediada por 1li-
gacdo, amplificagdo da replicase Qb (CahilI., Foster and Ma-
lian, 1991; Chetverin and Spirin, 1995; Katanaev, Kurnasov
and Spirin, 1995); a reagdo da cadeia ligase (LCR) (Lande-
gren et al., 1988; Barany, 1991); o sistema de replicacédo de
seqléncia auto-sustentado. (Fahy, Kwoh e Gingeras, 1991) e
amplificagdo de deslocamento de fita (Walker et al., 1992).

Preferivelmente, DNA é amplificado usando PCR. "P-
CR" refere-se ao método de K, B. Mullis, patentes U.S.
4.683.195, 4.683.202 e 4.65.188, que descrevem um método pa-
ra aumentar a concentracdo de um segmento de uma seqiiéncia
de nucleotideos em uma mistura de DNA gendmico sem clonagem
ou purificacao.

Em uma modalidade, é usado PCR inverso. PCR inver-
so (IPCR) (descrito por Ochman et al. (1988) Genetics
120(3), 621-3) é um método para a amplificacdo réapida in vi-
tro de seqgiiéncias de DNA que flanqueiam uma regido de se-
giéncia conhecida. O método usa a reagdo da cadeia polimera-
se (PCR), mas ele tem os iniciadores orientados na direcéo
contrdria a orientagdo usual. O padrdo para os iniciadores
reversos é um fragmento de restricdo que foi ligado sobre si
proprio para formar um circulo. PCR inversc tem muitas apli-

cagbdes em genética molecular, por exemplo, a amplificacdo e
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identificagdo de elementos reversiveis para flanguear se-
glienciadores. Para aumentar a eficiéncia e reprodutibilidade
da amplificacdo, prefere-se que os circulos de DNA sejam li-
nearizados antes da amplificacdo usando uma enzima de res-
trigcdo tercidria. Preferivelmente, ¢ usada uma enzima de
restrigdo tercidria gue é um cortador 6 bp ou mais. Preferi-
velmente, a enzima de restrigdo tercidria corta a primeira
(visada) segliéncia de nucleotideos entre o sitio da enzima
de restrigdo primdria e secundéaria.

A digestdo do padrdo 3C com a enzima de restricéao
secundaria, circularizacdo opcional, ligacdo (por exemplo,
ligagdo em condigdes diluidas) e linearizacdo opcional de
primeira seqliéncia de nucleotideos (visada) contendo circu-
los produz um padrdo de DNA para amplificacdo ("padr&o 4C de
DNA") .

Para a etapa de amplificacdo, pelo menos dois oli-
gonucleotideos iniciadores sdo usados, nos guais cada inici-
ador hibridiza para uma seqiéncia de DNA que flanqueia as
seqiéncias de nucleotideos de interesse. Em uma modalidade
preferida, pelo menos dois oligonucleotideos iniciadores séo
usados, nos gquais cada iniciador hibridiza para a seqgliéncia
visada que flanqueia as seqgliéncias de nucleotideos de inte-
resse.

Em uma modalidade, o termo "flanquear"™ no contexto
de hibridizagdo do iniciador significa que pelo menos um i-
niciador hibridiza para uma seqiiéncia de DNA adjacente a uma
extremidade (por exemplo, a extremidade 5') da sequéncia de

nucleotideos de interesse e pelo menos um iniciador hibridi-
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dlza para uma segliéncia de DNA rnas outras extremidades (por
exemplo, a extremidade 3') da segléncia de nucleotideos de
interesse.

Em uma modalidade preferida, o terme "flanquear"
nc contexto de hibridizacdo do iniciador significa que pelo
menos um iniciador hibridiza para uma segiiéncia visada adja-
cente a uma extremidade (por exemplo, a extremidade 5') da
seqgiéncia de nuclectidecos de interesse e pelc mencs um ini-
ciador hibridiza para uma seqléncia visada nas outras extre-
midades (por exemplo, a extremidade 3') da seqiiéncia de nu-
cleotideos de interesse. Preferivelmente, pelo menos um ini-
ciador direto hibridiza para uma seqléncia visada adjacente
a uma extremidade (por exemplo, a extremidade 5') da seqgién-
cla de nuclectidecs de interesse, e pelo mencs um iniciador
reversc hibridiza para uma seqiiéncia visada nas cutras ex-
tremidades (por exemplo, a extremidade 3'} da segléncia de
nucleotideos de interesse.

DCa manelra aqui usada, o termo "iniciador" refere-
se a um cligenuclectideo, quer de occorréncia natural come em
uma digestdo de restricdoc purificada quanto produzido sinte-
ticamente, que € capaz de aglir como um ponto de iniciagdo de

sintese, guandce coliocado scb ceondigbes em gue a sintese de
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primeiro tratado para separar suas fitas antes usadas para
preparar produtos de extensio. Preferivelmente, o iniciador
& um oligodeoxiribonuclecotideo’ O iniciador deve ser sufici-
entemente grande para iniciar a sintese de produtos de ex-
tensdo na presenga do agente de indugdo. Os comprimentos e-
xatos dos iniciadores dependerdac de muitos fateres, incluin-
do temperatura, fonte de iniciader e o uso do metodo.

Adeguadamente, os iniciadores terdo pelo menos 15,
preferivelmente pelo menos 20, por exemplo peloc menos 25, 30
ou 40 nuclecotideos em comprimento. Preferivelmente, os ini-
ciadores de amplificacdo tém de 16 a 30 nuclectideos em com-
primento.

Preferivelmente, os iniciadores sdc projetados o
mais perto possivel dos sitios de reconhecimentc de enzima
de restricao primaria e secundaria gue separam © primeiro
(visado) sequéncia de nucleotideos e a segunda sequéncia de
nuclectideocs. Os iniciadores pcdem ser projetados de maneira
que eles estejam dentro de cerca de 100 nucleotideos - tal
como cerca de 906, 80, 70, 60, 50, 40, 30, z0, 10, 3, &, 7,
6, 5, 4, 3, 2 cu 1 nucleotideos) fora do sitio de reconheci-
mento de enzima de restricdo primaria e secundaria.

Adequadamasnte, o0s iniciadores de amplificagao sao
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projetados de maneira tal que suas extremidades 3' figuem
voltadas para fora em diregdo aos sitios de reconhecimento
de enzima de restrigdo primadria e secunddria para que a ex-
tensdo siga imediatamente através dos sitios de restricéao
para a segunda seqiéncia de nucleotideos.

Se o método de amplificacdo que é usado é PCR in-
verso, entdo prefere-se que as reacgdes de amplificacgdo sejam
realizadas a cerca de 100-400 ng de DNA do padrdo 4C (por
cerca de 50 pL da mistura de reagdo de PCR) ou outras quan-
tidades de DNA para as quais reacdes PCR em replicata da& re-
sultado produtivel (ver Figura 1) e inclui um nUmero maximo
de eventos de ligagd@o por reacdo de PCR.

Preferivelmente, a reagdo de amplificacgdo de PCR
inverso é realizada usando o sistema Expand Long Template
PCR (Roche), usando tampdo 1 de acordo com as instrugdes do
fabricante.

Amostra

O termo "amostra" da maneira aqui usada, tem sig-
nificado natural. Uma amostra pode ser qualquer entidade fi-
sica que compreende DNA que é ou pode ser reticulada. A a-
mostra pode ser de material bioldgico, ou pode ser derivada
dele.

A amostra pode ser de uma ou mais entidades, ou
pode ser derivada delas - tal como uma ou mais células, um
ou mais nucleos, ou uma ou mais amostras de tecido. As enti-
dades podem ser de qualquer entidade em que DNA - tal como
cromatinav— estd presente, ou podem ser derivaveis delas. A

amostra pode ser de uma ou mais células isoladas ou uma ou
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mais amostras de tecido isoladas, ou um ou mais ntucleos iso-
lados ou podem ser derivada deles.

A amostra pode ser de células vivas e/ou células
mortas e/ou lisatos nucleares e/ou cromatina isolada, ou po-
de ser derivada deles.

A amostra pode ser de sujeito doente e/ou n&o do-
ente, ou pode ser derivada dele.

A amostra pode ser de um sujeito que é suspeito de
sofrer de uma doenca, ou pode ser derivada dele.

A amostra pode ser de um sujeito para ser testado
com relagdo a probabilidade de que ele sofrerd de uma doencga
no futuro, ou pode ser derivada dele.

A amostra pode ser de material de paciente viavel
ou ndo viavel, ou pode ser derivada dele.

A fixacd@o de células e tecidos par o uso para pre-
parar o padrdo 3C é descrito com detalhe em Splinter et at.,
(2004) Methods Enzymol. 375, 493-507

Marcagao

Preferivelmente, as seqliéncias de nucleotideos
(por exemplo, padrdes de DNA 4C amplificados, iniciadores ou
sondas etc.) sd8o marcadas a fim de assistir em suas aplica-
¢des a jusante - tal como hibridizac&o de arranjo. A titulo
de exemplo, os padrdes de DNA 4C podem ser marcados usando
iniciac8o aleatdéria ou traducdo por corte.

Uma ampla variedade de marcagdes (por exemplo, re-
portadores) pode ser usada para marcar as seqgléncias de nu-
cleotideos aqui descritas, particularmente durante a etapa

de amplificagdo. Marcagdes adequadas incluem agentes radio-
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cromcgénicos pem como substratos, cofatores, 1nibidores,
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JS-A-3939350, US-A-3306347, TNS-A-427T4RT, TR-A-4ETR110 o TUE-
hA-2genat

Marcacdes adicionals ZiIncluem, mas sem limitacdes,
P-galactosidase, invertase, protelna fluorescente verde, lu-
ciferase, cloramfeniceol, acetiltransferase, B-glucuronidase,
exo-glucanase e glucoamilase. Marcagdes fluorescentes podem
também ser usadas, bem como reagentes fluorescentes especi-
ficamente sintetizados com propriedades guimicas particula-
res. Uma ampla variedade de meios para medir fluorescéncia é
disponivel. Por exemplo, algumas marcacgdes flucrescentes a-
presentam uma mudan¢a no espectro de excitagdo ou emissdo,
algumas apresentam transferéncia de energia de ressonancia
onde um reportador flucrescente perde fluorescéncia, ao pas-
so que uma segunda ganha em fluorescéncia, algumas apresen-
tam uma perda (finalizagdo) ou aparéncia de fluorescéncia,
ao passo gue algumas reportam movimentos rotacionais.

A fim de obter material suficiente para marcar,
amplificac¢des miltiplas podem ser ligadas, em vez de aumen-
tar o namero de cicles de amplificacdo por reagao. Alterna-
tivamente, nucleotideos da rea¢do de amplificacdoc (por exem-
pio, 20 clclios de PCR  [sem marcagao) + 190 ciclos de PCR
{mals marcacac!) .

Arranjo

Em uma mcodalidade particularmente vantajosa, oOs
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padrdes de DNA 4C que sdo preparados de acordo com os méto-
dos aqui descritos podem ser hibridizados em um arranjo.
Desta maneira, tecnologia de arranjo (por exemplo, microar-
ranjo) pode ser usado para identificar seqiiéncias de nucleo-
tideos - tais como fragmentos gendmicos - que fregiientemente
compartilham um sitio nuclear com uma primeira (visada) se-
gqliéncia de nucleotideos.

Arranjos existentes - tal como arranjos de expres-
sdo e gendmicos - podem ser usados de acordo com a presente
invengdo. Entretanto, a presente invengdo também procura
fornecer arranjos 1inéditos (por exemplo, arranjos de DNA)
como aqui descrito.

Um "arranjo" €& uma colegdo de Aacidos nucléicos in-
tencionalmente criada que pode ser preparada tanto sinteti-
camente quanto bio-sinteticamente e classificada pela ativi-
dade biolégica em uma variedade de diferente formatos (por
exemplo, bibliotecas de moléculas soluveis; e bibliotecas de
oligos presos a contas de resina, chipes de silica, ou ou-
tros suportes sélidos). Adicionalmente, o termo "arranjo"
inclui as bibliotecas de acidos nucléicos que podem ser pre-
paradas localizando pontos de &cidos nucléicos essencialmen-
te de qualquer comprimento (por exemplo, de 1 a cerca de
1.000 monémeros de nucleotideos em comprimento) em um subs-
trato.

Tecnologia de arranjo e as varias técnicas e apli-
cagdes associadas com ela estdo descritas de maneira geral
em inumeros livros texto e documentos. Isto inclui Lemieux

at aL, 1998, Molecular Breeding 4, 277-289, Schema and
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Mark Schema Microarray Biochip Technology, (Eaton Publishing
Company), Comes, 2000, The Scientist 14(171:25, Gwynne and
Page, Microarray analysis: the next revolution in molecular
biology, Science, 13899 August 6; and Eakins and Chu, 1999,
Trends in Bietechnology, 17, 217-218.

Tecnologia de arranjo supera as desvantagens com
métodos tradicicnais em biologia mclecular, que de maneira
geral funcicnam em uma base "um gene em um experimento”, re-
sultando em baixa produgidc e o incapacidade para perceber a
"imagem total" da fun¢do do gene. Atualmente, as principais
aplicacdes para tecnoclogia de arranjc incluem a identifica-
cdo de seqiiéncia (mutagdo gene/gene) e a determinacdo de ni-
vel de expressdo {abundancia) de genes. Perfilamento de ex-
pressdo do gene pode fazer usc de tecnclogia de arranjo, op-
cicnalmente em combinacdo com técnicas protedmicas ({Cells at

al., 2000, FEBS Lett, 48(({1):2-16; Lockhart and Wier, 2Z0GO,

2

Nature 405(6788):827-836; Khm et at., 1999, 20(2):223-9).
Outras aplicacSes de tecnclogia de arranjo sac também conhe-
cidas na tecneologia; cor exemplo, desccherta do gene, pes-
quisa do céncer (Marx, 2000, Science 289: 1670-1672; Scherf,
et al., 2000, Nat Genet; 24{(3): 226-44; Ross et al., 2000,

Nat Genet. 2000 Mar; 24(3;: 227-323), aralise SNP (Wang et
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De um meodo geral, gualquer biblioteca poede ser ar-
ranjada de uma maneira ordenada em um arranjo, separandoc es-
pacialmente os elementos da bibliocteca. Exemplos de biblio-
tecas adequadas para arranjo incluem bibliotecas de acido
nucléico (incluindc bibliotecas de DNA, cDNA, oligonucleoti-
deo, etc.), peptideo, polipeptideo e bibliotecas de protei-
na, bem como bibliotecas que compreendem qualguer molécula,
tal como bibliotecas ligantes, entre outras.

As amostras (por exemplo, elementos de uma biblio-
teca) sac de maneira geral fixadas ou imobilizadas em uma
fase soélida, preferivelmente um substratc sdlido, para limi-
tar difusdo e mistura das amostras. Em uma modalidade prefe-
rida, biblictecas de ligantes de ligagiZc de [CNA pcdem ser
preparadas. Em particular, as bibliotecas podem ser imcbili-
zadas em uma fase sbélida substancialmente planar, 1incluindo
membraras e substratos ndo poroscs tais ceomo plasticc e vi-
dro. Além do mais, as amostras sdo preferivelmente arranja-
das de uma maneira tal gus indexacdc (istc &, referéncia ou
acesso a uma amestra particular) é facilitada. Tipicamente,

as amostras sdc aplicadas como pontos em uma formagdo de ma-
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Tha. Distenas Jdf ensaiu culikhis pudell ser gdaptaqos com este
propésito. Por exemplo, um arranjo pode ser 1mopiliizado na

saperfiicie de uma microplaca, tanto com miitip.as A2MCsLras

A SALIOUsLdiuse Ju memprana de nalion (por exXemplo, membra-
nas usadas em experimentcs tipo blct). Substratos alternati-
vos incluem vidro, ou substratos a base de silica. Assim, as
amcstras sdo imobilizadas por qualguer método adeguadc co-
nhecido na tecnologia, por exemplo, por interagdes de carga,
ou por acoplamento gquimico nas paredes ou base dos pogos, ou
o superficie da membrana. Outros meios de arranjar e fixar
podem ser usados, por exemplo, pipetacdo, gota e togue, dis-
positivo piezoelétrico, tecnologia de jato de tinta e jate
de bolha, aplicagao eletrostédtica, etc. No caso de chipes a
base de silicone, fotolitografia pode ser utilizada para ar-
ranjar e fixar as amostras no chipe.

As amostras podem ser arranjadas "lccalizadas" no
substrato sélido; isto pode ser feitoc a madoc ou fazendo uso
de robética para depositar a amostra. De um modo geral, ar-
ranjos podem ser descritos como macroarranjos Cu microarran-
jos, a diferenga sendo o tamanho dos pontcs de amostra. Ma-
croarranjcs tipicamente contém tamanhcs da localizagdo pon-
tual da amostra de cerca de 300 micreons ou mais e podem ser
facilmente imageados por dispcositivos de varredura de gel e
blot existentes. Os tamanhos da localizacgdc pontual da amos-
tra em micreocarranijos sdoc tipicamente mencs que 200 micrens

de didmetro e estes arranjcs fregientemente contém milhares
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e COoTLOoS ., AEsIM, microarvyanTos coaem reduerer ropnticsa e

~quipamento de imageamentc especializadns, gue podem preci-
sar ser feitos sob medida. Instrumentagdo & descrita de ma-

neira geral em uma revisao por Cortese, 2000, The Scientist

A5 1mopillzadas 4as

P!

[ecnicas para produzir pipiiocte
moiéculas de DNA foram descritas na tecnologia. De maneira
geral, métodos da tecnologia mais antiga descreveram CoOmo
sintetizar bibliotecas de molécula de acido nucléico de fita
tnica, usando, por exemplo, técnicas de mascaramento para
construir varias mutacdes de segiéncias nas védrias posigles
discretas no substrato soélido. Patente U.S. 5.837.832 des-
creve um método melhorado para produzir arranjos de DNA imo-
bilizados com substratcs de siliceone com base na tecnologia
de integracdoc em escala muito grande. Em particular, Patente
U.S. 5.837.832 descreve uma estratégia denominada "azuleja-
mento" para sintetizar conjuntos especificos de sondas em
locais espacialmente definideos em um substratc gque pode ser
usado para preoduzir as bibliotecas de [NA imobilizadas da
presente invengdo. A patente U.S. 5837832 também fornece re-
feréncias para técnicas anteriores gue podem tamkém ser usa-
das.

Arranjos podem também ser construidos usando qui-
mica de fotocdepcsicao.

Lrranjos de peptidecs {ou peptidomiméticos) podem
também ser sintetizados em uma superficie de uma maneira gue
coloca cada elemento da biblioteca distinto (por exemplo,

seqliéncia de peptidec Unica) em uma localizagao discreta,
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Jma molécula pré-determirada  pcr exemplc, uma visada cu

+

blicteca reatives na base de localizagdo espacial. Estes mé-
todos sdo descrito em Patente U.S. 5.143.854; wW090115070 e
W0G2110092; Fodor et at. (1991) Science, 251: 767; Dower and
Fodor (1991) Ann. Rep.Med. Chem., 26: Z71.

Para ajudar a detecgdo, marcagdes sac tipicamente
usadas {da maneira supradiscutida} - tal comc qualguer re-
portador facilmente detectédvel, por exemple, um reportador
fluorescente, bicluminescente, fcsfcrescente, radicativo,
etc. Tals reportadores, sua deteccdo, acoplamento em al-
vos/sondas, etc. sao discutidos em outroe lugar neste docu-
mento. Marcacgdc de scndas e alveos é também revelada em Sha-
lon et al., 1896, Genoma Res 6(7):639-45.

Exemplos especifices de arranjos de DNA sdo como a
segulr:

Formato I: sonda cDNA (500 ~ 5.000 bases de com-
primento; € imobilizada em uma superficie solida tal como
vidro usando localizacgdc por rchd e exposta a um conjunto de
alvos tanto separadamente guanto em uma mistura. Este métodce
& amplamente considerado tendo sido desenvolvido na Stanfora
University (Ekins and Chu,1999, Trends in Bictechnolegy,
1999, 17, 217-218).

Formate II: um arranjo de oligcnucleotideos {20-
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rucléico de peptidec (FNAY as scondas sdo sintetirzadas tanto
in situ {em-chipe} guanto por sintese convencioral segulido

por imcobillzagidoe em-chipe. C arranio & exposto nc DNA da a-
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mog=rz marsads, Sipridicocc, i ioancidaZeSabondirnco a2 oz
seguéncias complementares sac determinadas. Chlpe Jde UNA Co-

me este & vendido pela Affymetrix, Inc., scb a marca regis-
trada GeneChip®. Agilent e Nimblegen também fornecem arran-
jos adeguados (por exemplo, arranjos de azulejamento gendmi-
COj .

Exemplos de alguns formatos de microarranjo comer-
cialmente disponiveis sio apresentados na Tabela 1 a seguir

(ver também Marshall e Hodgscon, 1998, Nature Biotechnology,

16(1), 27-31).

Frpresa Nome do Método do arranjo Etapa de hibridi-|ZLeitura
produto zagao
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211008 de S-Irer,
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pharmaceu trica mente cla e
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Palo Alto localizacdo de ECR fragmento cli-
California e sintese no chipe go/PCR
de oligos sondados com RNA

marcado
Molecular Storm® 500-5.000 nt cCMAs 10.000 pontos de | Fluorescén-
dinamics, Fluorlma~ | irmpressos por caneta cDNA cla
Inc., ger em -10 ar em lamina | sondados com 200-
Sunnyvale, |[® de vidro 400 ht de cIMA de
California amostras

marcados
Nanogern, Semiconduc| cligos de -20-mer 25, 64, 400 (e |Flucrescén-
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Hamburg, Spectro- arranjo; am torno de por tria de
Germany, Chip oliges de 20-25-mer SpectroChip in- |massa
and San terrogados
Diego por desorgido a
California laser e
espectcmetria de
massa
Synteni, Uni GEM™ 500-5.000 nt de clMAs| <=10.000 pontos |Fluorescén-
Inc., impressos por ponta de cDNA cia
Fremont, no sondades com 200-
California chipe de vidro de - 400 nt
Ac’ de cDNA de
amcstras marcadas
Nimblegen Hemo 33.000 transcritos plataforma
Systams saplens com 5 sondas por gene de varredu-
Inc., whole- de 17,42 mmx 13 mm ra de
Yadison Zencme E-micron
60 mer
Mizrearray
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Tabela 1: Exemplos de tcormatos de microarranjos de
hibridizacao atualmente disponivels

A fim de gerar dades de ensaios baseadoes em arran-
jo, é detectado um sinal que significa a presenga de ou au-
séncia de hibridizacgdo entre uma sonda e uma segléncia de
nucleotideos. A presente invengdo contempla adicionalmente
técnicas de marcacdo direta e indireta. Por exemplo, marca-
¢do direta incorpora corantes fluorescentes diretamente nas
seqiéncias de nuclectideos que hibridizam para o arranjo as-
sociado a sondas (por exemplo, corantes sdo 1lncorporados na
seqliédncia de nucleotideos por sintese enzimdtica na presenga
de nucleotideos ou iniciadores de PCR marcadocs). Esquemas de
marcacido direta produzem sinais de hibridizagdo fortes, ti-
picamente usando familias de corantes fluorescentes com es-
truturas guimicas e caracteristicas similares, e sdo simples
de implementar. Em modalidades preferidas que compreendem
marcacao direta de acidos nucléicos, cianina ou andlogos a-
lexa sdo utilizados em analise de arranjo comparativo de
multi-fldor. Em cutras mcdalidades, esguemas de marcagdc in-
direta pcdem ser utilizadecs para ilncorporar epitcepos ncs a-
cides nucléices, tanto antes de quanto apds a hibridizagdo
para as sondas de microarranjo. Um ou mals manchamentos,

procedimentcos e reagentes sao usades para marcar ¢ complexo
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hibridizado (por exemplo, uma molécula fluorescente que liga
aos epitopos, fornecendo assim um sinal fluorescente em vir-
tude da conjugacdo de molécula do corante com o epitopo da
espécie hibridizada). |

Analise de dados é também uma importante parte de
um experimento envolvendo arranjos. Os dados brutos de um
experimento do arranjo tipicamente s&o imagens, que precisam
ser transformadas em matrizes - tabelas, onde fileiras re-
presentam, por exemplo, genes, colunas representam, por e-
xemplo, varias amostras tais como tecidos ou condigdes expe-
rimentais, e numeros em cada célula, por exemplo, caracteri-
zam a expressdo de uma seqliéncia particular (preferivelmen-
te, uma segunda seqiiéncia que foi ligada com a primeira (vi-
sada) seqgliéncia de nucleotideos) na amostra particular. Es-
tas matrizes tém de ser analisadas ainda mais, se qualquer
conhecimento a cerca dos processos bioldgicos subjacente ti-
ver que ser extraido. Métodos de analise de dados (incluindo
andlise de dados supervisionada e n&o supervisionada bem co-
mo abordagens bioinformdticas) sdo revelados em Brazma and
Vilo J (2000) FEES Lett 480(1): 17-24.

Na forma aqui descrita, uma ou mais seqgiiéncias de
nucleotideos (por exemplo, o padrdo de DNA) gue sdo marcadas
e subsequentemente hibridizadas para um arranjo compreendem
uma seqiéncia de nucleotideos que é enriquecida por pequenos
trechos de seqiiéncias com uma assinatura distinta, isto ¢,
cobrindo a seqliéncia de nucleotideos entre o sitio de reco-
nhecimento da enzima de restrigdo primdria que foi ligada

durante o procedimento 3C com a primeira (visada) seqiéncia
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qignsra Ade mlcleorideocs, e seu respectlve sSLLio Jde relolllie—
Timento de enzima de restrl
Um arranic simp.es pode compreendsr multiplas (per
exemplo, duas cu mals; segléncias baits.

Da manelra agqu: usada, o Cermo "scnda' refere-se a4
uma molécula (por exempio, um oligonucleotides, guer de c-
corréncia natural como em uma digestdc de restrigdo purifi-
cada guer produzido sinteticamente, recombinantemente ou por
amplificagio de PCR), que é capaz de hibridizar com uma ou-
tra molécula de interesse (por exemplo, um outroc oligonucle-
otideo). Quando as sondas sdo oligonucleotidecs, elas podem
ser fita 0nica cu fita dupla. As sondas sdo usadas na detec-
cdo, identificacdo e isolamento de alvos particulares (pocr
exemplo, segléncias de gene}. Aquil descrito, contempla-se
que sondas usadas na presente inven¢gdo podem ser marcadas
COM uma marcagdc para gue seja detectavel em qualquer siste-
ma de detecgdo, incluinde, mas sem limitacgdes, sistemas de
enzima (por exemplo, ELISA, bem como enzima com base em en-
saics histeoquimicos), flucorescente, radicativo, e lumines-
cente., Com relagdc a arranjos e micrecarranijcs, ¢ termo "son-
da" & usado para referir-se a gqualquer material hibridizavel
gque é afixado com o arranjo com ¢ propésito de detectar uma
seqliéncia de nuclectidecs gque foli hibridizado com a dita
scnda. Preferivelmente, estas sondas tém 25-6C mers cu mais.

Estratégias para desenho de sonda s&c descritas em
W0595/11995, EP 717,113 e WD97129212,

Uma vez que 4C permite uma pesquisa de genoma nac



10

15

Z0

71

predlspfeta ATnla para TnIsrvacies, & Tantagasc rraparar um

o ~om osondas interragande cada sitio de reconheci

i

)
=
0]
3

"
9]

Asolil, QeSELhe UY allaliu swilEhoes depehde da ssuum

(D>

‘ha de enzima de restricdc primaria e nao das seglénclas de
nucieotidecs priméria ou secundéria atual.

Smbora arranjos exlistentes possam ser usados de
acordoc com a presente invencgdo, prefere-se usar conflgura-
¢des alternativas.

Em uma configuracdo, uma ou mals sondas no arranjo
sdo projetadas de maneira que elas possam hibridizar perto
dos sitios que sdc digeridos pela enzima de restrigac prima-
ria. Mals preferivelmente, a(s) sonda(s) é(sdo) em cerca de
20 bp do sitio de reconhecimento de enzima de restrigdoc pri-
maria. Mais preferivelmente, a(s) sonda(s) €(sdo) em cerca
de 50 bp do sitic de reconhecimento de enzima de restrigéo
priméria.

Adeguadamente, a(s) sonda(s) €{sdo) dentro de cer-
ca de 100 bp (por exemplo, cerca de 0-100 bp, cerca de
20.400 bp) do sitio de reconhecimento de enzima de restrigao
primaria.

Em uma configuracido preferida, uma sonda simples,
Gnica, € projetada em 100 bp a cada lado dos sitios gue sac
digeridos pela enzima de restricdo primaria.

Fm uma outra configuragaoc preferida, as posigdes

05 sitics digerido pela enzima de restrigaoc secundaria com

relacao as posicées dos sitios digeridos pelos sitics de
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guracido, uma scnda simples, unica, @& projetada somente a ca-
da lado dos sitics digeridos pela enzima de restrigdc prima-

=3

ria gue t“ém o sitlo de reccnhecimento de enzima de restrigac

secundaclia Lelto a uha dlstahlcla Casbdanie Jlauds pol o ulid
soraa ae UM Jado Ccomprimente a ss=r o prejeraaa entre o S1TIC
de reconhecimento de enzima de restricdoe primdria e secunda-

ria. Nesta configuracdo, por exemplo, nenhuma sonda & proje-
tada ac lado de um sitio de reconhecimento da enzima de res-
tricdo primaria particular que tem um sitic de reconhecimen-
to da enzima de restricdo secundaria dentro de 10 bp desse
mesme lado.

Em uma outra configuragdo, as sondas no arranjo
sdo projetadas de maneira que elas possam hibridizar em am-
bos os lados dos sitics que sdo digeridos pela enzima de
restricadc priméria. Adequadamente, uma sonda simples a cada
lado do sitio de reconhecimento da enzima de restrigdo pri-
maria pocde ser usada.

Ainda em uma outra configuracdo, duas ou mais son-

das (por exemplo, 3, 4, 5, 6, 7 ou 8 ou mais) podem ser pro-

etadas a cada ladc do sitio de reconhecimentc de srnzima de

il

restricdo primaria, que podem em seguida ser usadas para in-

vestigar o mesmo evento de ligagdo. Para o numeroc e posigao

de sordas com relacdo a cada sitio de reconhecimento de en-

zima de restricdo primaria, a localizagdc genlémica exata de

-t

seu sitioc de reconhecimento de enzima de restrigdo secunda-

ria vizinho peode ser levada em consideracdo.

Ainda em uma outra configuracdo, duas ou mals son-
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Jetadas proximo a cada sitle de reconhecimento

i)

restricdo primaria independente do sitic de reconniecimento

de enzima de restrigédo secundaria mais préxima. Nesta confii-
P U e An i Ao R e TG T e e
[SEVNAE ROy Co AT D liad s wm v Dil U0 @Al UL WD Do eewd e Loeuvo
nnesimente Ja enzima ae restrigdo primaria iprererivelmente

dentro de 300 bp do sitic de restrigdo).

Vantajosamente, ¢ Gltimo desenhc e também o dese-
nho que usa 1 sonda por (ladeo) sitio de reconhecimento de
enzima de restrig¢do primaria, permite o uso de diferentes
enzimas de restricic secundaria em combinacgdo com uma dada
enzima de restricdo primaria.

Vantajosamente, © uso de multiplas (por exemplo,
2, 3, 4, 5, 6, 7 ocu 8 o2u mais) scndas por sitio de reconhe-
cimento da enzima de restrigdc primaria pode minimizar o
problema de obter resultadocs negatives falsos por causa do
fracce desempenhoc de scndas individuais. Alem do mais, pode
também aumentar a confiabilidade de dados cobtidcs com um ex-
perimento chipe simples e reduzir o numero de arranjos re-
queridos para tirar conclusdes estatisticamente sdlidas.

As sondas vara ¢ uso no arranjo podem ser maiores
gue 40 nucleotideos em comprimento e podem ser isotérmicas.

Preferivelmente, sondas contendo segiéncias de DNA
repetitiva sdc excluidas.

Supfe-se que diagnésticc de scndas para os sltics
de restricido que flangqueiam diretamente cu gue estido proxi-
mas da primeira seqgiiéncia de nucleotldeos déem sinais de hi-

bridizacido muito fortes e podem também ser excluidas do de-
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z rode tratar gualguer gJgencma inciuindc

mamiferc (por sxempls, nurang, carundcengo (pOor exempls, Corc-
mossoma 7)), vertebradce (pocr exemgplo, =zebrafish;), cu naoc
rerteprads 'vcor exsmple, pacTterians, =vadiva Fhrmaglos o~
ingats tmor evempls Drogtfils)) onomas

Em uma modalidade preferida adicicnal, o arrarioc
contém 2-6 sondas em torno de cada sitio de restricdo prima-
ria Unico e © mais préximo possivel do sitio de digestio de
enzima de restricac.

Preferivelmente, a distédncia méxima do sitio de
digestdo de enzima de restrigdoc & cerca de 300 bp.

Em um modalidade preferida adicional da presente
inveng¢do, sdo fornecidos arranjos para enzimas de restricio
- tal como HindIII, EcoRI, BglII e NotI - gque tratam os ge-
nomas mamifero ou ndo mamifero. Vantajosamente, o desenho
dos arranjos aqui descritos evita a necessidade de redese-
nhar arranjos para cada seqliéncia visada, andlise fornecida
& realizada na mesma espécie.

Conjuntos de sondas

Pa maneira aqui usada, o termo "conjunto de son-
das" refere-se a uma sulte cu uma colecdc de sondas gque hi-
bridiza para cada um dcs sitics de reconhecimento da enzima
de restricdo primaria para uma enzima de restricdo primaria
el UM Jencma.

Desta maneira, é fornecido, =em um aspecto adicio-
nal, um conjuntc de scondas complementares em seqiénecia a se-

giéncia de dcide nucléico adiacente a cada uma des sitics de
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orimaria no DNA genémicco. O conjunto de scndas pede ser com-
plementar em segiéncia com um ladc (por exemplo, qualguer)
ou ambos o©s lados do sitio de reconhecimento de enzima de
restrigac primaria. Desta maneira, as sondas podem ser com-
plementares em seqgliéncia a seqléncia de acido nucléico adja-
cente a cada lado de cada um dos sitios de reconhecimento da
enzima de restrigdc primaria no DONA gendmico.

E também possivel definir uma janela (por exemplo,
300 bp ou menos - tal cemo 250 bkp, 200 bp,150 bp ou 100 bp -
do sitio de reconhecimentc de enzima de restricdo primaria)
em gue uma ou mals scndas para o cenjunto podem ser projeta-
das. Tais fatores gue sdoc importantes na definigdc da janela
na qual redesenha as sondas sdo, por exemplo, teor de GC,
auséncia de seqiéncias palindrémicas que podem formar estru-
turas do grampc, tamanho maximc para distédncias de um tipo
de nucleotideo simples. LCesta maneira, o conjuntc de scndas
pcde ser complementar em seqgiéncla a segiéncia de acidoe nu-
cléico que estd mencs que 300 bp de cada um dos sitios de
reccnhecimento da enzima de restrigdo primaria no CNA gend-

mico.

(RN

Também possivel definir uma janela de cerca de

220 pp dc sitio de reconhecimento da enzima de restrigdc
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dicicrais da presente invengac, o
cerjurto das scndas & complementar & seguéncia gque esta me-
ros qgue 300 pr de cada um dos sitics de reccnhecimento de
enzima de restricdo primdria no DNA gendmico, complementares

00 bp de cada um dos sitics

()

a seguéncila gue & entre 200 e
de reconhecimentc da enzima de restrigdoc primdria nc DNA ge-
némico e/ocu complementares & segléncia que esta entre 100 2
200 bp de cada um dos sitios de reccnhecimento da enzima de
restricdo primaria no DNA genémico.

Em modalidades adicicnais da presente invengdo, ©
cecnjunte das sondas é complementar a segliéncia que € de 0 a
300 bp de cada um dos sitiocs de reconhecimento da enzima de
restricdo primaria no DNA gendmico, complementar a seqiéncia
gue estad entre 0 a 200 bp de cada um dos sitios de reconhe-
cimento da enzima de restrigac primaria no DNA gendmico e/ou
complementar a seqléncia que estd entre 0 a 100 bp de cada
um dos sitios de reconhecimento da enzima de restrigdc pri-
maria em DNA gendmico (por exemple, cerca de 10, 20, 30, 40,
50, €0, 70, 80 ou %0 bp de cada um dos sitios de reconheci-
rerto da enzima de restrigdc primdria ne IZNA genimico;.

Duas ou mais sondas pcde ainda ser projetadas gue
sdo capazes de hibridizar para a segléncia adjacente & cada
sitic de reccnhecimento da enzima de restrigdo primaria no
CNA gendémico.

s scndas pcedem scbrespor-se, ou scbreplfem-se par-

T

ciaimente. Se as scndas ficarem scbrepostas, entdo a scopre-
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Poden tarkém ser usades fragrmentos e FOR repre-
sernTanrdc © primeirc -300 nucliectidscs . LoOr SXeEmMpLs, L-Io,
1-40, 1-8&C, 1-80, 1-300, 1-120, 1-140, 1-1eC, 1-18C,21-2C0,

4z sitio dc reconhecimento 2o enzima de restrigdo prind:

Fragmentos de PCR podem também ser usados Como
sondas que correspondem exatamente a cada sitio gendmico gue
é flanqueado pelo sitic de reconhecimento da enzima de res-
tricdo primaria e o primeiro sitio de reconhecimento de en-
zima de restrigic vizinho ao segundo. [Cesta maneira, a se-
qiéncia de sondas pode corresponder a tcda ou parte da se-
qliéncia entre cada um dos sitics de reconhecimento da enzima
de restrigdoc primaria e cada um dos sitios de reconhecimento
de enzima de restricdo primarios vizinhos do secundaric.

Tipicamente, as sondas, arranjos de sondas ou con-
juntos de sondas serdo imobilizados em um suporte. Suportes
{(por exemplo, suportes sélido) podem ser feitos de uma vari-
edade de materiais - tails comoc vidro, silica, plastico, nai-
lon ou nitrocelulose. Suportes sao preferivelmente rigidos e
cé&m uma superficie plana. Supcries tipicamente tém de cerca
de 1-10.00C.00C regiZfes espacialmente enderegaveis discre-
tas, ou células. Supcrtes tendo cerca de 10-1.000.000 ou

00 células sac

(]

cerca de 10C-1i00.000 cu cerca de 1CCC-1C00.
comuns. A densidade de células € tipicamente pelc mencs car-
ca de 1.000, 10.000, 100.000 ou 1.00C.000 células dentro de

um centimetro guadrado. Em alguns supcrtes, tedas as celulas
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sdo ocupadas por misturas agrupadas de sondas ou um conjunto
de sondas. Em outros suportes, algumas células sdo ocupadas
por misturas agrupadas de sondas ou um conjunto de sondas, e
outras células sdo ocupadas pelo menos até o grau de pureza
obtenivel pelos métodos da sintese, por um tipo simples de
oligonucleotideo.

Preferivelmente, o arranjo aqui descrito compreen-
de mais que uma sonda por sitio de reconhecimento de enzima
de restrigdo primdria, que, no caso de uma enzima de restri-
cac de corte 6 Dbp, ocorre, por exemplo, aproximadamente
750.000 vezes por genoma humano ou camundongo.

Para uma enzima de restrigdo que reconhece uma se-—
gliéncia de reconhecimento >6 bp, um arranjo simples de cerca
de 2 x 750.000 sondas pode ser usado para cobrir, por exem-
plo, © genoma humano ou camundongo completo, com 1 sonda a
cada lado de cada sitio de restricéao.

Em um desenho de arranjo preferido, o numero total
de moléculas de sonda de uma dada segliéncia de nucleotideos
presente no arranjo é em grande excessc em relagdo a frag-
mentos homdélogos presentes na amostra 4C a ser hibridizada
com tal arranjo. Dada a natureza de tecnologia 4C, fragmen-
tos representando regides gendmicas perto da seqliéncia de
nucleotideos analisada no padrd@o de cromatina linear serda em
grande excesso na amostra de hibridizacdoc 4C (como descrito
na Figura 2). Para obter informacdo quantitativa a cerca de
eficiéncia de hibridizagdo de tais fragmentos abundantes,
pode ser necessario reduzir a gquantidade de amostra a ser

hibridizada e/ou aumentar o numero de moléculas de uma dada
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Assim, para a detascgde de slementos reguladores ds

DA gue ZIgzem ocontato freglentemente, por exempls, um ele-

mento promotcer de gene, pode ser necessaric usar um arranioc

Zom ogondas Jue recrssenti sSomentTe i reJiidcs ganfirmica g2l art te
-~ e R et S B P A T SO I A T ¥ 3 =, B S
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tnica presente em multiplas pesicdes ne arranjc (por exem-
plo, cerca de 106, 200, 1000). Tais desenhos podem também
ser preferidos com o propdsitc de diagnédstico para detectar
local {(por exemplc, em cerca de 10 Mb) ré-arranjcs gendmicos
- tal como delegdes, inversdes, duplicagdes, etc. - em torno
um sitio (por exemplo, gene de interesse).

0 arranjo pode compreender cerca de 3 ® 750.000
scndas, 4 x 750.000 sondas, 5 x 750.000 sondas cu, preferi-
velmente, 6 x 750.000 sondas. Mais preferivelmente, ¢ arran-
jo compreende 6 x 750.000 sondas com 2, 3, 4, 5, 6, 7 ou 8
ou mais scondas a cada lado de cada sitio de restricgldo. Mais
preferivelmente, ¢ arranjo ccmpreende 6 x 750.000 scondas,
com 3 sondas em cada lade de cada sitic de restricgéo.

Arranjos de sondas ou ccnjuntos de sondas podem
ser sintetizados etapa pcr etapa em um suporte, ou pcdem ser

anexadcs de fcrma pré-sintetizada. Um métcdo de sintese VI~

)

SIPS.TM. icomc descrito em US 5.143.8%4 e EP 476.014:, aque

exige o uso de luz para direcicnar a sintese de scondas de

9]

oligcocnuc_ectideo em arraniocs minlaturizadces de alta densida-
de. Algoritmos para desenhc de mascaras para reduzlr © rume-
ro de ciclos de sintese sdo descritos em US 5.571.6329 e US.

5.533.639%. Arranics vcdem tampem ser sintetizadcecs de um medo
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combinatério, distribuindo monémeros as células de um supor-
te por caminhos de fluxo mecanicamente restritos, descritos
em EP 624.059. Arranjos podem também ser sintetizados por
reagentes de localizagdo em um suporte usando uma impressora
jato de tinta (ver, por exemplo, EP 728.520).

No contexto da presente invencdo, os termos "subs-
tancialmente um conjunto de sondas" "substancialmente o ar-
ranjo de sondas" significa que © conjunto ou o arranijo de
sondas compreende pelo menos cerca de 50, 60, 70, 80, 90,
95, 96, 97, 98 ou 99 % do conjunto ou arranjo de sondas to-
tal ou completo. Preferivelmente, o conjunto ou o arranjo de

sondas & um conjunto de sondas total ou completo (isto &,

Em uma modalidade preferida, o arranjo compreende
uma sonda simples Unica por lado de cada sitio de reconheci-
mento enzima de restricdo primaAria que é presente em um dado
genoma. Se este numero de sondas exceder o numero de sondas
gque pode ser contido por um arranjo simples, o arranjo pode
preferivelmente ainda conter uma representacdo do genoma
completo de uma dada espécie, mas em baixa resolugdo, com
por exemplo uma a cada 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 10%, 10°
ou 10* etc. sondas ordenadas no padrdo do cromossomo linear
presente no arranjo. Tals arranjos que tratam o genoma huma-
no completo, ou outros, em resolugdo subideal podem ser pre-
feridos com relagdo a arranjos de alta resolugdo que tratam
parte do mesmo genoma, por exemplo, em casos onde devem ser
encontrados parceiros translocacéo.

Preferivelmente, a representacdo do genoma comple-
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to de uma dada espécie em baixa resolugdo é obtida por son-
das no arranjo em que cada uma representa um fragmento de
restricdo simples obtido apds digest&o com uma enzima de
restrigdo primaria. Preferivelmente, isto é obtido ignorando
cada segunda, terceira, quarta, quinta, sexta, sétima, oita-
va, nona, décima, vigésima, trigésima, quadragésima, quin-
quagésima, sexagésima, septuagésima, octagésima, nonagésima
ou centésima, etc. sonda que hibridiza para o mesmo fragmen-
to de restricéio.

Preferivelmente, a representagdo do genoma comple-
to de uma dada espécie em baixa resolucdo compreende sondas
que sdo distribuidas igualmente juntamente com os padrdes do
cromossomo lineares. Preferivelmente, isto é obtido ignoran-
do uma ou mais sondas nas regides gendmicas que apresentam
densidade alta de sonda.

Hibridizacéo

O termo "hibridizacdo" da maneira aqui usada in-
cluird "o processo pelo qual uma fita de &cido nucléico une-
se a uma fita complementar por meio de pareamento de base"
bem como o processo de amplificacdo realizado por exemplo,
em tecnologias de reag¢do da cadeia de polimerase (PCR).

Seqiiéncias de nucleotideos capazes de hibridizagao
seletiva serdo feitas de maneira geral pelo menos-75 %, pre-
ferivelmente pelo menos 85 ou 90 % e mais preferivelmente
pelo menos 95 % ou 98 % homdlogo a seqliéncia de nucleotideos
complementar correspondente em uma regido de pelo menos 20,

preferivelmente pelo menos 25 ou 30, por exemplo, pelo menos

40, 60 ou 100 ou mais nucleotideos contiguos.
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tpor exemplo, o0 "C = 3,1 x S53C {1 x S8C = Nal G,15 M, Na-
“livaTo 0,315 M 0B T 70 Condigfes rigorosas =:i- condicdes
500 a5 Juals uia sonda Libridisaré com sua seglidncla visada,

mas ccm onenhumas cutras seqgliéncias. Condicfes rigeorasas de-
pendem da seqgiléncia, e sdo diferentes em circunstancias di-
ferentes. Seqlénclas malores hibridizam especificamente em
altas temperaturas. De maneira geral, condig¢des rigorosas
sdo selecionadas para ser cerca de 5 °C menor que os pontos
de fusdo (Tm) para a seqiéncia especifica em um comprimento
e pH 1dnicos definidos. A Tm € a temperatura (sob intensida-
de iénicas, pH, e concentracido de &acido nucléico definidos)
em que 30 % das sondas complementares em uma seqgiéncia visa-
da hibridizam para a seqiéncia visada em equilibrio. (Como
as segléncias visadas estdo de maneira geral presentes em
excesso, a Tm, >0 % das sondas sdc ocupadas em equilibrio).
Tipicamente, condigdes rigorosas incluem uma concentragaoc de
sal de pelo mencs cerca de 0,01 a 1,0 M de ccocncentragido 16-
nica Na f(ou outros sais) a pH 7,0 a 8,3 e a temperatura &
pelo mernos cerca de 30 °C para sondas requenas. Ceondicdes
rigcrosas poedem também ser alcancadas com a adigdo de agen-
tes desestabilizantes - tais como formamida ou sais de te-

nic.

[oF

tralgquila am
Ccme & de conhecimento decs versades na técnica,
uma hibpridizacgdo de maxima severidade pode ser usada para

identificar ou detectar segiiéncias de nuclectidecs :dénticas
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xa) pode ser usada para identificar cu detectar seqiléncias
de polinucleotidecs similares cu relacionadas.

Sdo também descritos métcdos para a hibridizacao
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particulares podem ser centroladas para alterar a hibridiza-
¢do (por exemplo, aumentar ou diminuir a severidade de liga-
¢ao da sonda/alvo). Por exemplo, temperatura da reacdoc, con-
centracdes de anions e cations, adicio de detergentes, e si-
milares podem todecs alterar as caracteristicas de hibridiza-
¢dc de sondas de arranjos e meoléculas visadas.

Fregiiéncia de interacio

Freqliéncias de ligagaoc de guantificacioc de frag-
mentos de restrigdo ddc uma medida de suas freqiéncias reti-
culadas. Adequadamente, isto pode ser cbtido usando PCR usa-
do em tecnologia 3C convencicnal descrita por Splinter et
at. (2004) (supra). Resumidamente, a formacidc de produtos
PCR pode ser medida varrendo as intensidades de sinal apés a
separagdo em brometo de etidic manchado em gel de agarose,
usande um imageador Typhoon 9200 (Melecular Dynamics, Sunny-
vale, CA). Adeguadamente, diversos controcles sic usados para
a interpretacidc correta de dades também descritos em Splin-
ter et at. (2004} (supra).

Uma vez gue a tecnolecgia 4C agqui descrita fornece
para a analise de alta produgdo da fregiéncia de interacdo
de duas ou mais seqgliéncias de nucleotideos no espaco nucle-

ar, prefere-se que as fregliénclas de ligacdc de fragmentos
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de restricdo sejam quantificadas usando os arranjos aqui
descritos.

Para quantificacdo, sinais obtidos por uma amostra
4C podem ser normalizados com sinais obtidos por uma amostra
de controle. Amostra 4C e amostras(s) de controle(s) serdo
marcadas com marcacdes diferentes e discerniveis (por exem-
plo, corantes) e serdo simultaneamente hibridizadas com o
arranjo. Amostra(s) de controle(s) conteréa(do) tipicamente
todos fragmentos de DNA (isto é, todas segundas seqgiéncias
de nucleotideos potenciais que foram ligadas com a primeira
seqiéncia de nucleotideos (visada)) em quantidades equimola-
res e, para excluir uma propensdo na eficiéncia de hibridi-
zagdo, elas devem ser similares em tamanho a(s) segunda(s)
segliéncia(s) de nucleotideos. Assim, o padrdo de controle
contera tipicamente DNA gendémico (do mesmo fundo genético ao
usado para obter o padrdo 4C), digerido tanto com a enzima
de restrigdo primdria quanto secunddria e marcado pelo mesmo
método (por exemplo, iniciagcdo aleatdéria) como o padrdo 4C.
Tal padrdo de controle possibilita corrigir, sonda-por-
sonda, diferencas na eficiéncia de hibridizag¢do. A normali-
zagao de sinais de arranjo 4C para controlar sinais de ar-
ranjq possibilita expressar o resultado em termos de enri-
quecimento em relacdo a eventos aleatdrios.

O padrdo 4C marcado pode ainda ser hibridizado com
um arranjo com ou sem uma amostra de controle diferencial-
mente marcada e com ou sem um ou mais outros padrdes 4C di-
ferencialmente marcados. Outros padrdes 4C podem ser ndo re-

lacionados a este padrdo 4C, por exemplo, ele podem ser
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obtidos de diferente tecido e/ou obtidos com um conjunto di-
ferente de iniciadores inversos de PCR. Por exemplo, o pri-
meiro padrdo 4C pode ser material do paciente e o segundo
padrédo 4C pode ser obtido de um sujeito sauddvel ou uma a-
mostra de controle.

Por causa dos rigorosos padrdes de hibridizacgéo
que espera-se encontrar para ré-arranjos genéticos, ndo seré
sempre necessario comparar sujeitos doentes com sujeitos
saudaveis. Desta maneira, multiplos (por exemplo, dois ou
mais) padrdes 4C, cada qual interrogando um locus diferente
do mesmo paciente ou sujeito, podem ser hibridizados para um
(por exemplo, um ou mais) arranjo.

Os padrdes 4C podem ser diferencialmente marcados
(por exemplo, com hibridizagdo de duas ou multiplas cores)
e/ou podem ser identicamente marcados no caso de tal loci
normalmente residir em diferentes cromossomos ©ou no mesmo
cromossomo a uma disténcia grande o bastante para sobreposi-
¢do minima entre interacgdo de sinais de DNA-DNA. Como um e-
xemplo, material de um sujeito com leucemia de célula T pode
ser processado para obter padrdes 4C para TCR a/5 (marcados
em uma cor, a fim de detectar translocacdes), e
MLL,TALI,HOX1l e LMOZ2 (cada um marcado na mesma segunda cor,
a fim de detectar outros ré-arranjos genéticos). Estes cinco
padrdes 4C podem ser hibridizados para um arranjo, que per-
mitird a andlise simultdnea em multiplos loci por um ré-
arranjo gendmico associado com a doenca.

Para quantificacdo de freqliiéncias de interacéao,

intensidades de sinal absoluto ou razdes em relagdao a amos-



10

15

20

25

86

tra de controle podem também ser consideradas. Além do mais,
sinais de sondas adjacentes no padrdo do cromossomo linear
podem ser usados para identificar regides de interagdo cro-
mossomais. Tal informacdo posicional é preferivelmente ana-
lisada ordenando as sondas no padrdo do cromossomo linear e
analisando as intensidades absolutas de sinal, ou razdes com
relagdo a sinals de padrdo de controle, por abordagens de
janela deslizante, usando, por exemplo, abordagens de média
corrida ou mediana corrida.

Método de ensaio

Em um aspecto adicional da presente invencdo, &
fornecido um método de arranjo para identificar um ou mais
agentes gque modulam uma interagdo de DNA-DNA.

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

Em alguns casos, pode ser desejavel avaliar dois
ou mais agentes juntos para o uso em modular a interacdo de
DNA-DNA. Nestes casos, ensaios podem ser facilmente modifi-
cados adicionando tal(s) agente(s) adicional(s) tanto simul-
taneamente guanto subsequentemente ao primeiro agente.

O método da presente invencdo pode também ser uma
selecdo, por meio do que inumeros agentes sdo testados para
modular a atividade da interacd&o de DNA-DNA.

Espera-se que os métodos de enséio da presente in-
vengdo sejam adequados tanto para selecdo em pequena escala
guanto em grande escala de agentes, bem como em ensaios

guantitativos.
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opcicnaimente medificando-o (por exemple, modificar sua es-
trutura e/ou fornecer uma composicdo inédita gque compreende
a dita fracdoc) e desenvolver estudos adicicnails ({(por exem-
pleo, estudos de toxicidade e /ou estudos em atividade, es-
trutura ou funcdo). Experiéncias podem ser realizadas em a-
nimais nidc humanos e podem eventualmente ser realizadas em
seres humanos. Tais experiéncias incluirdc de maneira geral
determinar o(s) efeito(s) de niveis de dcsagem diferentes.
Programas de desenvolvimento de medicamento peodem utilizar
computadores para analisar fracgdes identificadas pela sele-
cdo (por exemplo, para prever estrutura e/ou fungdc, para
identificar possivels agonistas ou antagonistas, para pes-
quisar outras frac¢des que podem ter estruturas ou fungdes
similares, etc.).

Teste de diagnéstico

Atualmente, varias ré-arranjos gendmicos continuam
dificeis de detectar pcr técnicas citogenéticas moleculares

dispeniveis. Embora ¢ arranjo técnica de hibridlizagao gend-

— e~ ———

C3II; seja uma técnica recém-

mica cocmparativa  .arranso-
desenvolvida rara a detecgdoc de amplificagido e/ou delecdes
cromosscmais com uma resolucdc de 35-300 Kb, esta técnica

ndo é adequada para detectar translocagdes balanceadas e in-
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SKY levardo a experimentos validagdes demoradcos e de muita
mio-de-cbra como hibridizacgic in situ de fluorescéncia (FI-
8H) e de estratégias de clonagem de pento de ruptura molecu-
lar.

Tecnclogia 4C envolve um preocedimentoe gue pode de-
tectar qualguer ré-arranjo cromossomal com base nas freqgién-
cias da interagdo entre segiiéncias alteradas de DNA fisica-
mente ligadas. Tecncloglia 4C &, portanto, usada para a iden-
tificacdo de (recorrente) ré-arranjos cromosscmals para a
maioria dos males humanos / mas formacdes congénitas multi-
plas ou retardo mental. Uma vantagem importante da tecnolce-
gia 4C & gue ela permite o mapeamentc muito precisc do ponto
de ruptura para uma regidc de scmente diversos milhares de
pares de base. Uma cutra vantagem de tecnclogia 4C & gue ne-
nhum conhecimentc antericr & requerido na posicgdc exata do
pcnto de ruptura, uma vez gue pontos de ruptura serdo detec-
tavels mesmo guando a seqgiiéncia 4C bait estiver localizada
1-5 Mg fcra do ponto de ruptura. Isto Tem Também a vantagenm
que a mesma seqléncla kait rode ser usada para a detecgdo de
ré-arranjos cromosscmals especificos cebrinde grandes areas

de ponto de ruptura. O mapeamento precisc de ré-arranjcs ge-
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fornecer uma base para ¢ diagnésticc cu progndstico de doen-
ca, Sa0 estabelecides valores neormais ou padrdes de um su-
jeito. Isto pode ser cbtido testandc amostras tcecmadas de su-
jeitos normais - tal como animais ou humanos. A fregiéncia
da interagdo de DNA-DNA pode ser gquantificada para compara-
la com uma série de diluicdo de ccntroles positives. Em se-
guida, valcres de padrdo obtidos de amostras normais podem
ser comparados com valores cbtidos de amostras de sujeitos
afetados ou potencialmente afetados por uma doenga ou uma
desordem. O desvio entre valores padrdées e do sujeitc esta-
belece a presenga do estado da doenga.

Tais ensaics de diagndsticce podem ser feitos scb
medida para avaliar a eficacia de um regime de tratamento
terapéutico particuilar e pecdem ser usades em estudes ani-
mals, em experiénclas clinicas, cu em mcnlitcramente de Cra-
Tarentc de um paclente individual. A fim de fcornecer uma ba-
se para o diagnéstico de doenga, pode-~se estabelecer um per-
fi1 ncrmal cu padrdo para a interagdo de LCHA-CNA. Valcres de
radriac chtidos de amcstras normais podem ser cocmparades com
valcores cpbtidos de amostras de sujeitos potencialmente afe-

tadcs por uma desordem o4 doenga. O desvic entre valores pa-
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ccde ser adminisctrade, e o perfil de trataments cu valores

tamento sucessivos podem ser usados para mestrar a eficacia
do tratamento por um pericde de diversos dias ou diversos
meses.

A tecnologia 4C detecta precisamente pelo menos 5
Mb de DNA gendémico ligado em cis com a seqgiiéncia de nucleo-
tidecs que é analisada (ver Figura 2-3 e 5). Vantajosamente,
a tecnolcgia 4C pode ser usada para detectar qualquer aber-
ragdo gendmica gue €& acompanhada por uma mudanca em separa-
gdo do sitio gendmico entre seqliéncias ré-arranjadas e uma
seqiéncia 4C (bait) de escolha. Tal mudanca pode ser, por
exemplo, um aumentc ou diminuig¢do na separacdo do sitio ge-
némico, ou pode ser uma subrepresentacdc (como em dele-
¢ao{s)}, ou sobrerepresentacdc {ccmo em duplicacdes) de se-
gliénclas proximals (peor exemplo, de até 15 Mb cu mais) com a
seqliéncia 4C (bait). Tipicamente, tals aberragdes genémicas
Ou ré-arrarjcs sS40 uma causa cu estdo associados com deencas
- tals como cancer (por exemple, leucemia) - e ocutras dcen-
zas genéticas ou congénitas agul descritas.

Aberragles geneticas .por exemplo, aberracdes ge-
némicas oSu cromosscmais - tais ceme aberracgdes genémicas ou
crcmossomals balanceadas e/ou ou ndo balanceadas) incluem,

mas sem limitag¢ées, ré-arrancos, translocac@es, inversdes,



1

i

0

15

20

8]

n

. - - B, - U EN - T LS - [N
il ewss, Ddoaiwgosd = Sulldas Luui.u\s,ux;b JC asoldec rnuoclliizo g orena
. - S e o A . Y m s [ P, - e
SKEME.C, IYCMISSCmCE) & Larcem gperdas ou Jarnhos de parte g
o008 oS SromecssoTros ol - N ~3iign oy p et : e : o
= 28 IZrom SCMCE. .45 34dC 4 Zdausa princlra. Jde Jdescr

v omeimoe rdozvraesdos)

Tel b . S - o= B R B - . - - - -
A0L5 JdolelEn s CIOMOSSONOs S&o  CilvelvVidadls. oS3la nali< o Lday,

. y
i

geres {cu fragmentcs de Jernes) o removides deo contexto fi-

{1

s
sicldgico normal de um cromossomo particular e sdo localiza-
dos em um cromcssomo recipiente, adjacente a genes nao rela-
cicnados ou fragmentos de genes (fregientemente cncogenes ou
proto-oncecgenes) .

Males podem incluir leucemias agudas, linfomas ma-
lignes e tumores sélidos. Exemplos ndoc limitantes de altera-
¢cdes sd&o t(14;18) gque ocorrem frequientemente em NHL;
t{l2;21) gue é freqgiientemente encontrado em infé&ncia precur-
sor-B-ALL; e a presenga de 1lg23 (MLL (leucemia linfdide mi-
eldica ou leucemia de linhagem misturada) gene) aberracdes
em leucemias agudas.

O gene MLL na regidc do cromossomo 11g23 é& envol-
vido em diversas translocag¢des tanto em leucemias ALL quanto
mieléide aguda (AML). Até hoje, pelo menos dez genes parcei-
ros foram identificades. Algumas dessas translioccacdes, -

"

tals ccmo tid;i1l) (a2l; g23), ©(11;19) (g23; pl3) e t(l1;11;

[

(p32; g23), ocorrem predominantemente =m ALL, onde outros,
come toi;lly fa2l; g23), tiZ:;1l) p2l; g2, ti6;11) igz7:
g23) e ti19;11) 10 (p22; g23) saoc mais freglentemente ockser-
vados em AML. Ré-arranjos enveolvende a regido 11g23 occorrem

muito Ifreqglentemente em leucemias agudas infantis (em torno
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segmentos do gene, respectivamente. Um outro tipo comum de
translccagao nesta categoria & t(14;18) (g32 ;g2l) que & cb-
servado em cerca de 90 % de linfemas fcoliculares, um dos ti-
pos NHL principais. Nesta translccacgdoc gene BCL2 & ré-
arranjado em regides dento do locus IGH dentro ou adjacente
aos segmentos do gene TH. © resultado dessa aberraci3o do
Cromossomo € o sobreexpressdo da proteina BCL2, gue desempe-
nha um papel como um fator de sobrevivéncia no controle do
crescimento, inibindc a morte de célula programada.

O gene BCLZ consiste em trés exons, mas esses Sao
disperscs em uma grande drea. Desses, o ultimo exon codifica
uma grande regido ndo traduzida de 3' (3' UTR). Esta UTR 3'
¢ uma das duas regides em que muitos pontos de ruptura t (14;
18) s&o agrupades e & dencminado a "regido do pontc de rup-

tura principal"; a outra regidoc de ponto de ruptura envolvi-

[

da em trans.ccagbes t(i4; 18) fica localizada 20-30 kb a ju-
sante do locus BCL2Z e & dencmirada & "menor regido de agru-
pamento", Uma terceira area de ponto de ruptura, BCLZ2 o VCR
(regidc Jde agrupamento variante,, & lccalizada ro lado de 5

do locus BCLZ e estda entre cutras coisas envelvida =m +*rans-

0)

locagdes variantes, isto é, t{2:18) e t(18;22), em que seg-
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TALl, TALZ, LMOZ, TCR a/d, TCR/3, HOX e ocutros locl em va-
rias leucemias linfcblasticas.

Vantajosamente, se uma aberragdc genética & sus-
peita, a tecnologia 4C pode ser aplicada como a primeira e
unica selegdo para verificar e mapear a presenca da aberra-
¢do da maneira aqul explicada.

Detecgdo de ré-arranjos gendmicos

Em uma modalidade particularmente preferida da
presente invencgdo, os métocdcs aqui descritos podem ser usa-
dos para a detecgdo de ré-arranjos gendmicos.

Atualmente, ré-arranjos gendmicos - tals como pon-
tos de ruptura de translocacdo - sdc muito dificeis de de-
tectar. Por exemplo, micreoarranjos de hibridizagidc gendmica
comparativos (CGH) podem detectar diversos tipos de ré-
arranjcs, mas nac conseguem detectar translocacdes. Se
translccagdc € suspeita em um paciente, mas parceirces cro-
mcsscmo sdo desconhecidos, cariotipagem espectral (SKY) pode
s2r realizade para encentrar parcairos de translccagac e cb-
ter uma estimativa aproximada dos locais de ponrnto de ruptu-
ra. Entretanto, a resolucdc é muito fraca (freglentemente

ndc maicr gue ~50 M¥Mb) e & freqglentemente necessédric o mapea-
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mento fino adicional (que é tanto demorado quanto caro). Is-
to é normalmente feito usando hibridizacdo in situ de fluo-
rescéncia (FISH), que novamente fornece resolugdo limitada.
Usando FISH, pontos de ruptura podem ser localizados até +/-
50 kb da regi&o em resolugdo maxima.

Fregliéncias da 1interacdo de DNA-DNA basicamente
sdo fungao da separagdo do sitio gendémico, isto é, as fre-
gliéncias de interacgdo DNA-DNA s&o inversamente proporcionais
a distancia linear (em quilobases) entre dois loci de DNA
presentes no mesmo padrdo de DNA fisico (Dekker et at.,
2002). Assim, uma translocag¢do, gque cria um ou mais novos
padrdes DNA fisicos, é acompanhada por interag¢des de DNA-DNA
alteradas préximo aos pontos de ruptura, e isto pode ser me-
dido pela tecnologia 4C. Doencas com base nas translocacgdes
sdo tipicamente causadas por interacgdes de DNA-DNA aberran-
tes, Ja& que as translocac¢les sdo o resultado da ligacgdo fi-
sica (interacgdo) de bragos de cromossomo quebrados (DNA).

Desta maneira, para a detecgdo de translocacgdes,
tecnologia 4C pode ser usada para identificar as interacdes
de DNA-DNA que sdo diferentes entre sujeitos doentes e néo
doentes.

A titulo de exemplo, tecnologia 4C pode ser apli-
cada a selegdo de material do paciente para translocacdes

préximas aos loci que foram escolhidos com base nas suas as-

25 Rsociagées freqlientes com um dado fendétipo cliniceo aqui

descrito.

Se houver suspeita de translocagdo em um paciente,
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iC pcde em seguida ser aplicada, usande segiiéncias
nesta regiic localizada, pcr exemplo, a cada 2 Mk, 5 Mb, 10
Mb, 20 Mb (ou outros intervalos agui descritos) para mapear
finamente o ponto de ruptura e identificar por exemplo o{s)
gene(s) que e(sdc) mal-expressos em decorréncia da translo-
cagaoc.

Tipicamente uma translocagdoc serd identificada por
meio de uma transigdc abrupta de fregiiéncias da interacaoc
baixa para alta em um cromossome sem ser © gue contém a se-
giéncia bait 4C, ou em qualguer lugar nesse mesmec CromosSso-
mo .

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

Em uma modalidade preferida, a amostra de sujeito
consliste em ligquides amnidétices cultivados ou nao cultivados
chtidos por amniccentesis para diagndstico pré-natal.

Em um desenho do arranjo preferidc, sondas presen-
tes em um arranjo simples representam o genoma completo de
uma dada esrécie em maxima resclugdc. Assim, arran-cs para
detectar translccagles e similares pela tecnolcgia 4C contém
scrdas aguil descritas complementares, de cada lade de cada

sitio de reconhecimento da enzima de restrigdc primaria no
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genoma de uma dada espécie (por exemplo, humana).

Em um outro desenho preferido, sondas presentes em
um arranjo simples representam o genoma completo de uma dada
espécie, mas ndo em méxima resolugdo. Assim, arranjos para
detectar translocagdes e similares pela tecnologia 4C contém
sondas aqui descritas que sdo complementares a somente um
lado de cada sitio de reconhecimento da enzima de restricéo
primaria no genoma de uma dada espécie (por exemplo, huma-
naj .

Em um outro desenho preferido, sondas presentes em
um arranjo simples representam o genoma completo de uma dada
espécie; mas ndo em maxima resolugdo. Assim, arranjos para
detectar translocag¢des, delecgdes, inversdes, duplicacgdes e
outros ré-arranjos gendmicos pela tecnologia 4C contém son-
das aqui descritas que s&o complementares a um lado de cada
outro sitio de reconhecimento da enzima de restrigdo prima-
ria ordenadas junto com o padrdo linear do genoma de uma da-
da espécie (por exemplo, humana).

Assim, arranjos para detectar translocacgdes, dele-
¢8es, inversdes, duplicacgdes e outros ré-arranjos genémicos
pela tecnologia 4C contém sondas agquil descritas que repre-
sentam cada qual um fragmento de restricdo simples, obtido
apbds a digestdo com uma enzima de restricdo primaria. Prefe-
rivelmente, isto é obtido ignorando cada segunda, terceira,
quarta, quinta, sexta, sétima, oitava, nona, décima, vigési-
ma, trigésima, quadragésima, gquinquagésima, sexagésima, sep-
tuagésima, octagésima, nonagésima ou centésima etc., sonda

que hibridiza para o mesmo fragmento de restrigdo. Arranjos
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para detectar translocag¢des, delegdes, inversdes, duplica-
¢bes e outros ré-arranjos gendmicos pela tecnologia 4C podem
conter sondas agqui descritas que sdo distribuidas igualmente
junto com os padrdes do cromossomo lineares. Preferivelmen-
te, isto é obtido ignorando uma ou mais sondas nas regides
gendmicas que apresentam a mais alta densidade de sonda.

Em um outro desenho preferido, sondas presentes em
um arranjo simples representam o genoma completo de uma dada
espécie, mas ndo em resolucdo méxima. Assim, arranjos para
detectar translocagdes, delegbes, inversdes, duplicacgdes e
outros ré-arranjos gendmicos pela tecnologia 4C contém son-
das aqui descritas complementares a um lado de cada tercei-
ro, quarto, quinto, sexto, sétimo, oitavo, nono, décimo, vi-
gésimo, trigésimo, quadragésimo, quinquagésimo, sexagésimo,
septuagésimo, octagésimo, nonagésimo, ou um centésimo etc.,
sitio de reconhecimento da enzima de restrigdo primédria or-
denadas junto com o padré&o linear do genoma de uma dada es-
pécie (por exemplo, humana). Arranjos para detectar translo-
cagdes, delecodes, inversdes, duplicag¢des e outros ré-
arranjos gendmicos pela tecnologia 4C pode conter sondas a-
qui descritas, que representam o genoma completo, mas com
uma sonda simples cada 100 quilobases. Arranjos para detec-
tar translocagdes, delegdes, inversbes, duplicacdes e outros
ré-arranjos gendémicos pela tecnologia 4C pode contém sondas
aqui descritas que representam cada sitio de reconhecimento
de enzima de restrigdo primdria simples no genoma que pode
ser representado por uma seqiéncia de sonda uUnica.

Em um outro desenho de arranjo preferido, sondas
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Em um cutro desenho de arranjo preferido, sondas
agul descritas em um arranijo simples representam regides ge-
némicas de um dado tamanho - tal como cerca de 50 kb, 100
kb, 200 kb, 300 kb, 400 kb, 500 kb, 1 Mb, 2 Mb, 3 Mb, 4 Mb,
5 Mb, ¢ Mb, 7 Mb, 8 Mb, 8 Mb ocu 10 Mb (por exemplo, cerca de
50 kb-10 Mb) em tornc um selecgdo de loci conhecidos envolvi-
dos em translocag¢bes, delegdes, inversdes, duplicacdes e ocu-
tros ré-arranjecs gendmicos. Seleg¢des podem ser feitas em
critérios educados, por exemplc, eles podem representar sc-
mente os loci que sdo implicados em um dado tipo de doenca.

Em um cutrc desenho de arranjo preferide, sondas
agul descritas em um arranjo simples representam uma regido
gendmica de interesse de, por exemple, 100 kb, 200 kb, 300
kb, 40C kb, 300 kb, 600 kb, 700 kb, 800 kb, 900 kb, 1 Mb, 2
Mb, 2 Mb, 4 Mb, 5 ¥b, 6 Mk, 7 Mb, 8 Mb, 2% ¥b, 10 Mb, Z2 Mb,
30 Mb, 40 Mb, 50 Mb, €0 Mb, 70 Mb, 80 Mb, 90 Mk, cu 100 Mb

(por exemplo, 100 kb-10 Mb) (parte de) um cromossomo cu mial-

-t
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05 cromossomes, cem cada sconda sendo representada muliti-

el
f—)

as (por exemplo, 140, 100, 1000, vezes para gpermitir medi-
¢Ces guantitativas de 1intensidades de sinal de hipridizacao

em cada seqgiéncia de scnda.
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Em um desenho experimental preferido, a segiiéncia
4C (bait) é em cerca de 0 kb, 10 kb, 20 kb, 30 kb, 40 kb, 50
kb, 100 kb, 200 kb, 300 kb, 400 kb, 500 kb, 1 Mb, 2 Mb, 3
Mb, 4 Mb, 5 Mb, 6 Mb, 7 Mb, 8 Mb, 9 Mb 10 Mb, 11 Mb, 12 Mb,
13 Mb, 14 Mb ou 15 Mb (por exemplo, cerca de 0-15 Mb) ou
mais da seqiéncia ré-arranjada atual (isto é, ponto de rup-
tura no caso de uma translocacao).

Em uma hibridizagdo preferida, dois padrdes 4C
marcados diferencialmente obtidos com uma seqiéncia (4C
bait) de um sujeito doente e ndo doente sdo hibridizados si-
multaneamente com o mesmo arranjo. Diferencas nas interacdes
de DNA-DNA permitem a detecgdo do ponto de ruptura em cis
(no mesmo cromossomo como o 4C bait) e em trans (no parceiro
de translocacdo).

Em uma hibridizacdo preferida, multiplos padrdes
4C diferencialmente marcados obtidos com uma seqiéncia (4C
bait) de sujeitos doentes e ndo doentes sdo hibridizados si-
multaneamente com o mesmo arranjo. Diferencas nas interacgdes
de DNA-DNA permitem a detecgdo do ponto de ruptura em cis
(no mesmo cromossomo como o 4C bait) e em trans (no parceiro
de translocacédo).

Vantajosamente, andlise multicor, em vez de duas
cores, em microarranjos pode ser utilizada, permitindo a hi-
bridizagdo simulténea de mais que duas amostras com um ar-
ranjo simples. Desta maneira, hibridizacdo multicor pode ser
usada em tecnologia 4C.

Em uma hibridizagdo preferida, maltiplos padrdes

4C diferencialmente marcados obtidos com uma seqtiéncia (4C
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bait) de sujeito doentes e um padrdo 4C diferencialmente
marcado de um sujeito ndo doente sdo hibridizados simultane-
amente com o© mesmo arranjo. Diferencas nas interacdes de
DNA-DNA permitem a deteccdo do ponto de ruptura em cis (no
mesmo cromossomo como o 4C bait) e em trans (no parceiro de
translocacgio).

Em uma outra hibridizacdo preferida, dois padrdes
4C diferencialmente marcados do mesmo sujeito ndo doente,
obtidos com duas segiiéncias diferentes (4C baits) que cada
representa um outro parceiro de translocacdo possivel, séo
hibridizados simultaneamente com o0 mesmo arranjo. Agrupamen-
tos de sinais de hibridizacg&o fortes observados no padréao
linear dos cromossomos ndo relacionados com O cromossomo que
leva a seqiéncia de interesse (4C-bait) identificardo o cro-
mossomo parceiro de translocagdo e o ponto de ruptura no
parceiro de translocacéo.

Em uma outra hibridizag&o preferida, multiplos pa-
drdes 4C diferencialmente marcados do mesmo sujeito ndo do-
ente, obtidos com miltiplas diferentes seqgiéncias (4C-baits)
que representam cada qual um outro parceiro de translocacio
possivel, s&o hibridizados simultaneamente com © mesmo ar-
ranjo. Agrupamentos de sinais de hibridizac&o fortes obser-
vados no padrdo linear dos cromossomos ndo relacionadas com
O cromossomo que leva a seqliéncia de interesse (4C-bait) i-
dentificardo o cromossomo parceiro de translocagdo e seu
ponto de ruptura para a seqléncia de interesse.

Material usado para a detecgdo de translocacgobes,

delegdes, inversdes, duplicacdes e outros ré-arranjos gend-
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micos pela tecnologia 4C pode ser obtido por reticulagédo (e
processo adicional, descrito) de células vivas e/ou células
mortas e/ou lisatos nucleares e/ou cromatina isolada etc.
(agui descrito) de sujeitos doentes e/ou n&o doentes.

Detecgdo de Inversdes

Inversdes (por exemplo, inversdes balanceadas) né&o
podem ser detectadas por métodos - tal como técnica de hi-
bridizacdo genémica comparativa - mas podem ser detectados
pela tecnologia 4C particularmente quando a inversé&o (balan-
ceada) estd perto (por exemplo, até cerca de 1-15 Mb ou
mais) da seqgiiéncia 4C (bait).

Detecgcdo de inversdes (balanceadas) é baseada na
identificagdo das interacgdes de DNA-DNA que foram diferentes
entre sujeitos doentes e n&o doentes. Inversdes mudardo a
posigcdo relativa (em quilobases) no padrdo de DNA fisico de
todas seqiiéncias da regido ré-arranjada (mas o mais central-
mente localizado) medida contra uma seqgiéncia prdéxima no
mesmo cromossomo que é tomado como seqiéncia 4C (bait). Uma
vez que freqiéncias da interagdo de DNA-DNA sdo inversamente
relacionadas com a separacdo do sitio gendmico, sujeitos do-
entes dardo parceiros inversos de intensidades de hibridiza-
¢ao para todas as sondas localizadas na regido gendémica ré-
arranjada, comparado com um sujeito ndo doente. Assim, tec-
nologia 4C permite a identificacdo de posicdo e tamanho de
inversdes (balanceadas).

De acordo com este aspecto da presente invengéo,
um desenho do arranjo dedicado preferido compreende sondas

em um arranjo simples representando regides gendmicas de um
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dado tamanho - tais como cerca de 50 kb, 100 kb, 200 kb, 300
kb, 400 kb, 500 kb, 1 Mb, 2 Mb, 3 Mb, 4 Mb, 5 Mb, 6 Mb, 7
Mb, 8 Mb, 9 Mb ou 10 Mb) (por exemplo, 50 kb-10 Mb) em torno
do locus no qual a inversdo ou outro ré-arranjo & suspeita.

Em um outro desenho do arranjo dedicado preferido,
sondas em um arranjo simples representam regides gendmicas
de um dado tamanho (50 kb, 100 kb, 200 kb, 300 kb, 400 kb,
500 kb, 1 Mb, 2 Mb etc.) em torno do locus no qual a inver-
sdo ou outro ré-arranjo é suspeita. Para analise quantitati-
va confidvel de intensidades de sinal a quantidade de sonda
presente no arranjo é tipicamente em grande excesso para a
quantidade de fragmentos cognatos que sdo hibridizados com o
arranjo. Portanto, pode ser necessdrio ter cada sonda pre-
sente maltiplas vezes no arranjo (por exemplo, 10, 20, 50,
100, 1.000 vezes etc.). Além do mais, pode ser necessario
para titular a quantidade de padrdo que deve ser hibridizado
com o arranjo.

Detecgdo de delecgbes

A deteccdo de delecdes é baseada na identificacéo
das interag¢des de DNA-DNA que foram diferentes entre sujei-
tos doentes e ndo doentes. Delecdes resultardo na auséncia
de interacdes de DNA com uma seqiéncia 4C (bait) localizada
préximo (por exemplo, cerca de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14 ou 15 Mb ou mais) na regido deletada. Is-
to pode resultar na auséncia completa de sinais de hibridi-
zagdo para todas sondas localizadas na regido ré-arranjada,
se a delecgdo estiver presente em ambos alelos (homozigotos),

ou uma reducdo para sujeitos doentes em fungcdo de nido doen-
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tes de intensidades de sinal, se a delecdo estiver presente
somente em um alelo (heterozigoto). Delecdo coloca seqglién-
cias distais em proximidade imediata no padrd@o de DNA fisico
com a seqiéncia 4C analisada (bait), que resultard em sinais
de hibridizac&do maiores para sondas localizadas diretamente
além da regido deletada.

Detecgdo de duplicag¢do(s)

Detecgdo de duplicacdoc é tipicamente baseada na
identificacdo das interagdes de DNA-DNA que s&o diferentes
entre sujeitos doentes e ndo doentes. Sondas na regido du-
plicada apresentardo maiores sinais de hibridizacg&o com uma
seqléncia 4C (bait) localizada préximo da regido ré-
arranjada (por exemplo, cerca de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14 ou 15 Mb ou mais), comparado com sinais
de um sujeito n&do doente de controle. Sondas além da regido
duplicada s&o adicionalmente separadas umas das outras da
seqléncia 4C e, conseqgientemente, apresentardo menores si-
nais de hibridizag¢do, comparados com sinais de um sujeito
n&do doente de controle.

Preferivelmente, um aumento ou uma diminuigdo na
freqiéncia de interacdo DNA-DNA para a amostra do sujeito
comparada com o controle é indicativo de uma duplicacdo ou
insercéo.

Preferivelmente, um aumento na freqléncia de inte-
racdo de DNA-DNA para a amostra do sujeito comparada com o
controle e/ou uma reducdo na freqiéncia de interacdo de DNA-
DNA para regides mais distantes é indicativo de uma duplica-

cd80 ou insercao.
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minidético do gual células fetals em suspensdao sac extraldas
e cultivadas por diversos dias {Mercier & Bresson (1395) Am.
Gnt., 38, 151-157). Acidc nucléico das células pode ser em
sequida extraido. A ceolegdo de choreal villi pode possibili-
tar a dispensa da etapa de cultura e evitar a coleta de
fluido aminidético. Estas técnicas podem ser aplicadas previ-
amente {(até 7 semanas de gestagdo para a colegdo de chorial
villi e 13-14 semanas for amniocentesis), mas com um risco
de aborto ligeiramente maior.

Uma coleta direta de sangue fetal no nivel do cor-
ddo umbilical pode também ser usada para obter acido nucléi-
co, mas tiplicamente reguer uma equipe de médicos de especia-
lizada nesta técnica (Donner et at. (1995) Fetal Diagn.
Ther.,10, 1982-189).

Vantajcsamente, aberra¢les genéticas (por exemplo,
aberraces gendmicas o©u cromesscmals, -  Tals como  re-
arranics, transliccacées, inversfes, 1insercées, delegdes e
cuitras rutagzies em Ccromesscmcs e acide nucléico - podem ser
detectadas neste estagilo.

Preferivelmente, aterracles genéticas (pCcr exem-—

@]

clc, akerracgées genémicas cu cremesscmals; - tals como ré-

arranjos, translocagdes, inversdes, 1nsercgdes, delegdes =&
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sitics de 1integragdc gendmices de vwvirus e <transgénicoes,
etc., também quande mialtiplas cdpias sdc inseridas em dife-
rentes posi¢des no genoma (descrito na Figura 4).

Predisposigdc Determinante para adguirir certas
translocagdes

Vantajosamente, a tecnolcgia 4C poede também ser
aplicada acs sujeitos nac decentes para medir o ambiente ge-
ndmico de leoci freqlentemente envolvido em aberracdes gené-
ticas. Desta maneira, € possivel determinar a predisposicéo
do sujeitc em adquirir certas aberracdes genéticas.

Assim, além dos usos médicos agui descritos, a
presente invencgdo pode ser usada em diagnéstico.

Sujeito

O termo "sujeite" inclui mamiferos - tais como a-
nimals e seres humancs.

Agente

C agente pode ser um compostoc orgdnico ou outro
cemposto guimice. C agente pode ser um composto, Que é cbte-
nivel ou precduzido por gualguer fonte adequada, seja natural
cu artificial. O agente pcde ser uma molécula de aminocacide,
um pelipeptideo, cu um derivade quimicc destes, cu uma com-

binacio destes. ¢ agente pode alnda ser uma molécula de po-
G g P
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sentido, ou um anticorpo, por exemplo, um anticorpoe policlo-
nal, um anticorpc moncclicnal cu um anticorpe humanizado me-
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leonal.
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TArias estratégiasz foram degenvolvidas rar rodu-
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Cir antiloIpls mMOnSCLChals Com caracierss hamano, Jue @limi-
na a necessidade de uma linha celular humana de producio de
anticorpo. Por exemplo, anticorpos monocleonais de camundongo
usados foram "humanizados" ligando regides varidveis de roe-
dor e regides constantes de ser humano (Winter, G. and Mils-
tein., C. (1981) Nature 349, 293-299). Istc reduz a imuncge-
nicidade humane anticamundengo do anticorpe, mas imunogeni-
cidade residual é retida em virtude da estrutura da regido V
estranha. Além do mais, a especificidade de ligacdo antigenc
€& essencialmente que de o murino doador. Enxerto de CDR e
estrutura de manipulagdc (EP 0239400) tem melhorado e refi-
nade a manipulacdo de anticorpe até o ponto onde é& possivel
produzir anticorpos murine humanizados que s3o aceitaveis
para usoc terapéutico em humanos. Anticorpos humanizados po-
dem ser obtidos usando ocutros métodos bem conhecidos na tec-
nologia (por exemplo, descrito em US-A-239400).

Cs agentes podem ser anexados a uma entidade (por
exemplo, uma molécula orgdnica) por um ligante que pode ser
um ligante bifuncicnal hidrclisavel.

A entidade pode ser projetada ou obtida de uma bi-
blioteca de compostos, gue pode compreender peptideos, bem

comoe outros compcstos, tals como peguenas molécula orgéni-

cas.
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um peptideo, um peptidomimétice, um peptidec clivado de uma
prcteina total, ou um peptideo sintetizado sinteticamente
{tal como, a titulo de exemplo, tanto usandc um sintetizador
de peptideo guanto por técnicas recombinantes ou suas combi-
nagdes, um agente reccmbinante, um anticorpo, um agente na-
tural ou um ndoc natural, um proteina de fusdc ocu equivalente
destes e mutantes, derivados ou suas combinagdes.
Tipicamente, a entidade serd um composto orgdnico.
Para alguns casos, o0s compostos orgdnicos compreenderdc dois
ou mais grupos hidrccarkila. Aqui, © termc "grupe hidrccar-
bila" significa um grupo que compreende pelo menos C e H e
pode opcicnalmente compreender um ou mals outros substituin-
tes adequados. Exemplcs de tais substituintes podem incluir
halo-, alcéxi-, nitro-, um grupc alguila, um grupo ciclico
etc. Além da possibilidade de ¢ substituinte ser um grupo
ciclico, uma combinacidc de substituintes pode formar um gru-
po ciclico. Se o grupo hidrocarbila compreender mais gue um
C, entdo c¢s carbcnes nao precisam necessarliamente ser liga-
dos uns acs outres. Por exemplo, pelo mencs doils dcs carke-
nos podem ser ligadcs por meio de um elemento ou grupc ade-
quado. Assim, o grupo hidrocarbila pcde conter hetercatomoes.

Heteroédtomos adequados serdc aparentes aos versados na tec-



in

S
N

Falsala 2 irnoloar, rory axarrl s, srmwofrs siveooie oo oxlgl
-~ - [ JR R P R PR

nic cara  a.J.amasg JL._.1T&a7083, creerlVeiTente a encldaas

JCompresnds pess mencs L Jrugo ZLZL1IZC o Jrugo ZiICT.LLCl pClde

RIS T AR R, =

ser UM grupcs pCLlZifLiiso, Tai RO LM Jrups LoLllllliios nac

Fomd ~ Davn =7 ~iivraa oyt s ~Rad g A Y Al
Za ld2,. Para a.Jjumas zplllagces, 4 2L C.idade NN 2Ty r
= o A TR B 13~ o - - . e e

Terss um s T oe Ay TE Tl oTE _JLIZzoZ:z 24 LTI JIUTC

A entidade pode conter grupcs halo - tal come gru-
pos de flior, cloro, bromo ou iodo.

A entidade pode conter um ou mais dos grupos al-
quila, alcbdxi, alguenila, alquilenc e alquenileno - gue po-
dem ser cadeia ndo ramificada ou ramificada.

Promedicamento

Versados na tecnologila percebem que a entidade po-
de ser derivada de um promedicamento. Exemplocs de promedica-
mentos incluem certos grupos protegidos dque podem ndo possu-
ir atividade farmacolégica como tal, mas podem, em certocs
exemplos, ser administrados (tal como oralmente ou parente-
ralmente) e depoils metabolizados nc corpo para formar uma
entidade que & farmacologicamente ativa.

Promedicamentos adequades pocdem incluir, mas sem

3 3 —~ % ™ . . o~ K Domd . . J —
limitacies, Cexcrubicina, Mitcmicina, Mustarda Fencl, Metc-

-

[§p]

erd mals apreciado que certas fragles connecidas
cemo "pro fragces", por exemplo, como descritc em "Cesenho
de Frcmedicamentcs" por H. Bundgaard, Elsevier, 138C, pcdem

ser co.ocades em funcicnalidades apropriadas dos agentes.
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2 agente poede ser ra forma de um sal farrmaceutica-
Tente aceizavel - tal como um sal de adigdo dcida ou um sal
se ase cu um solvats destes, incluinds cm o hidrate deste
Para uma revis=ic em s3ie adeguzdes vor RBergs ot oal, J.

C agente pode ser capaz de revelar outras proprie-
dades terapéuticas.

0 agente pocde ser usade em combinagdo com um cu
mais outros agentes farmaceuticamente ativos.

Se forem administradas combinagdes de agentes ati-
vos, entdoc as combinacgdes de agentes ativos podem ser admi-
nistradas simultaneamente, separadamente ou seqliencialmente.

Isdémercs estérecs e geométricos

A entidade pode existir comgo esteroisdmeros e/ou
isémeros geométricos - por exemple, a entidade pode possuir
um ou mais centros assimétricos e/ou gecmétricos e assim po-
de existir em duas ou mais formas esterciscméricas e/cu geo-
métricas. A presente 1nvengdo contempla © uso de todes os
esteroisdmeros individuals e isdmeros gecocmétricos dessas en-
©idades, e misturas destes.

uticoe

D

2al farmac

0 agente pode ser administrade na forma de um sal

Sais farmaceutlcamente aceitavels s&c bem conheci-
dcs reles versados na tecnclegia e, por exemplo, incluem os

mencicrados por Berge et ali, em J. Fharm. S5ci., 6¢€, i-19
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~o, lactato, salicilato, 2itrato, tarTrato, ascorbato, Suo-

Tirato, malsato, fumarato, J.ucconatc, formatc, benocato, oo
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tancssulicnato, etancssulfcnato, penzencossulfconate & p-

toluencssulfonato.

Quando uma cu mais fragdes acidicas sd0 presentes,
sals de adicdo de base farmaceuticamente aceitaveils adegqua-
dos podem ser formadeos de bases que formam sals ndc téxicos
e incluem ¢s sais aluminio, calcic, litio, magnésio, potas-
slo, sdédio, zinco, e aminas farmaceuticamente ativas tal co-
mo dietanolamina.

Um sal farmaceuticamente aceitavel de um agente
pode ser facilmente preparado misturando solugles do agente
e o acido ou base desejadec, da maneira apropriada. O sal po-
de precipitar a partir da sclugdo e ser coletado por filtra-
¢d0 ou pode ser recuperado por evaporacdo do solvente.

O agente pode existir em forma polimérfica.

C agente pode conter um ou mais assimétricos car-

£ -

tomos =2, portanto, existe em duas ou mais fcocrmas aste-
! i

s

kons
roigemérizcas. Crnde um agente contém um grupce alguenila cu

alquenileno, iscomerismo cis (E) e trans (72) pcde tambkém o-

i

ccrrer. A presente invengac inclul o esterolsémeros do agen-

(

te individual e, onde apropriado, as feormas tautoméricas in-
dividual destes, juntcs com misturas destes.

Separagdc de diaesteroisémercs cu 1sémercs cois e
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Trans vote =2 optids por tacrmisse oomrancsdonmaie, pary aver-
pic, por cristalizacdo fracicnal, cromatograri ou H.P.L.C.
de um mistura esterciscmérica dc agente cu um sa. adeguadc
~a seus derivade. Um o erantifmers individual do agente pode

também ser preparado vor resolucgdo, tal como por H.P.L.C. do
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racicnal dos sals diaesterociscmériccos

(
(

por  cristalirzagac
formados pela reacdc do racemato correspendente com um acido
ou base oticamente ativos adeguadcs, da maneira apropriada.
0 agente pode também incluir todas as variacgdes
isctépicas adequadas do agente ou um sal farmaceuticamente
aceitavel destes. Uma variacgdc 1isotdpica de um agente ou um
sal farmaceuticamente aceitavel destes é definida comoc um no
qual pelo menos um atomo é substituido por um atomo tendo ©
mesmo numero atdmico mas uma massa atémica diferente da mas-
sa atdmica freqientemente encontrada na natureza. Exemplos
de isétopos que podem ser incorporados no agente e sals far-
maceuticamente aceitdveis destes incluem isdétopes de hidro-
génio, carbeno, nitrogénio, oxigénio, fdsforo, enxocfre, flu-

or e cloro tal como °“H, °H, -°c, *¢, N, ~0, o, *p, *p, °°s,

r [ I3

3

L
Iy

F e "°Cl, respectivamente.
Certas variacées isctépicas do agente e sais far-
destes

maceutlcamante aceitavei , por exemplc, aguelas em

in

gue um isdétzpe radicative tal ceme 3H cu 14C & incerpcrado,

)]

sdo usadas em medicamento e/ocu estudos de distribuigao de

tecido do substrato. Isétcpos titulados, 1istc &, “H, e car-

Eone-14, istc &, 7, sdo particularmente preferidecs por sua

facilidade de preparaciao e detectabilidade. Adiclcnalmente,
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sucstituicdo com isotopos tal como deutzri~, isto &, IH, 17—
de disponibilizar certas vantagens terapduticas resu.tando
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T3
vida in vivo ou exigéncias dosagem reduzida e, portants, po-
dem ser preferidos em algumas circunstarcias. Variacdes iso-
tépicas de agente e sals farmaceuticamente aceltiavels destes

esta invencao podem de maneira geral ser preparados por

[o3

procedimentcs convencionals usando variagdes isotdépicas a-
propriadas de reagentes adequados.

5al farmaceuticamente ativo

O agente pede ser administrado como um sal farma-
ceuticamente aceitavel. Tipicamente, um sal farmaceuticamen-
te aceitavel pode ser facilmente preparado usando um acido
ou base desejados, da maneira apropriada. O sal pode preci-
pitar a partir da solucao e ser coletado por filtragac ou
pode ser recuperadc por evaporagdo do solvente.

Métodes de sintese guimica

O agente pode ser preparado por técnicas de sinte-
se quimica.

Fica aparente aos versados na tecnclogia que gru-
pcs funcicnais sensivels poedem precisar ser protegidos e
desprotegidcs durante sintese de um ccmposto da invencgao.
Isto pecde ser ckbtide por técnicas convencicnals, per exem-
plo, come descrito em "Protective Croups in Crganic Synthe-
sis" by T W Greene and P G M Wuts, Jenn Wiley and Sons Inc.
(1331}, e pcr P.J.Kcciensld, em "Prctecting Grcups", Georg
Themse Yerlag 19%4;.

E pessivel, durante algumas das reacées, que
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mes de seqiiéncia de reagdc, condigles, reagentes, de prote-
cio/desprotegdc, etc. cemo € bem conhecldo na tecnolcgila.

Os compostes e sais podem ser separados e purifi-
cados por métcdos convencilonais.

Separacdo de diasteredmeros pode ser obtida por
técnicas convencionais, por exemplo, por cristalizagaoe fra-
cional, cromatcgrafia ou H.P.L.C. de um misture esteroisomé-
rica de um composto de formula (I) ou um sal adeguado ou
seus derivados. Enantiémero individual de um composto de
formula (I) pode também ser preparadc de um intermediario
oticamente puro correspondente ou por resolugdo, tal como
por H.P.L.C. do racemato correspondente usando um suporte
quiral adequado ou por cristalizagdc fracional dos sais di-
astereoméricos formados pela reagdo do racemato correspen-
dente com um Acido ocu base de forma adeguada cticamente ati-
YOS,

0O agente pcde ser prcduzido usandc metcdes guimi-

of
)]
t
1

ccs para sintetizar o agente no Tcdc cu em parte. Por exem-

r
[

ple, se ¢ agente compreender um peptldeo, entac o peptideo
pode ser sintetizado por técnicas de fase solida, ciivado da

resina, e purificado por crcmatcgrafia liquida preparativa

-~ -

de alto desemperho (por exemplc, Creighton (1983) Prcteins
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confirmada por analise ou seglenclamentc de amincacido (gor

¢k

oxermpla, © vrocedirmente de degradag3c de Edman; Creighten,

riantes, homdloges, derivades, fragmentos ou miméticces des-
tes) pode ser realizada usando vadrias técnicas de fase s6li-
da (Rcberge J Y et al (1995) Science 269: 202-204), ¢ sinte-
se automatizada pode ser cbtida, por exemplo, usando ¢ Sin-
tetizador de Peptideo ABI 43 1 A ({Perkin Elmer) de acordo
com as 1instrucdes fornecidas pelo fabricante. Adicionalmen-
te, as seqgléncias de amincdcido compreendendo o agente podem
ser alteradas durante sintese direta e/cu combinadas usando
métodos quimicos com uma seqiéncia de cutras subunidades, ou
qualguer parte destes, para produzir um agente variante.

Cerivadc gquimico

O termo "derivade" ou "derivatizado" da maneira
agui usada incluil modificagdo guimica de um agente. Ilustra-
tivo de tails modificagdes quimicas seria a substituigdc de
hidrcgénio pcr um grupce halo, um grupc alguila, um Jrugo a-
cila ou um grupc aminc.

Mcdificagdo quimica

0 azgente pcde ser um agente mcdificado - tal ccmo,
mas sem .imlitacgdes, um agente guimicamente mcdificads.

A mcdificac&o guimica de um agente pcde tanto au-
mentar guanto reduzir a interagdc de ligagdo de hidrogénio,

‘nteracdc de carga, interagao nidrofcébica, interacdo Van oSer
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Walls ou interacdo dipolo.

Em um aspecto, ©0 agente pode agir como um modelo
para o desenvolvimento de outros compostos (por exemplo, um
padrdo) .

Composigdes farmacéuticas

Em um aspecto adicional, é fornecida uma composi-
¢ado farmacéutica que compreende um agente identificado pelo
método de arranjo aqui descrito misturado com um veiculo
farmaceuticamente aceitével, diluente, excipiente ou adju-
vante e/ou suas combinacdes.

Em um aspecto adicional, é fornecida uma composi-
¢ao de vacina que compreende um agente.

Em um aspecto adicional, é fornecido um processo
de preparar uma composigdo farmacéutica que compreende mis-
turar um agente identificado pelo ensaio com um diluente,
veiculo, excipiente ou adjuvante farmaceuticamente aceitével
e/ou suas combinacdes.

Em um aspecto adicional, é fornecido um método de
prevenir e/ou tratar uma doenca que compreende administrar a
um agente ou uma composigdo farmacéutica ou uma vacina para
um sujeito.

As composicbes farmacéuticas podem ser para uso
humano ou animal em medicina humana e veterindria e compre-
enderd tipicamente qualquer um ou mais de um diluente, vei-
culo, ou excipiente farmaceuticamente aceitéavel. Veiculos ou
diluentes aceitavels para uso terapéutico sd@o bem conhecidos
na tecnologia farmacéutica, e sdo descritos, por exemplo, em

Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co. (A.
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te(s) de revestimento, agenteis! sclubilizanteis).

Conservantes, estabilizadores, c¢crantes e ainda
agentes flaverizantes podem ser fornecidos na ccomposigao
farmacéutica. Exemplos de conservantes incluem benzoato de
sédio, Acldo sérbico e ésteres de &cido p-hidroxibenzdico.
Antioxidantes e agente de suspensdes podem ser também usa-
dos.

Pode haver diferentes exigéncias de composi-
cdo/formulacao dependendo dos diferentes sistemas de distri-
buicde. A titulo de exemple, a composicgac farmacéutica da
presente invencdo pode ser formulada para ser administrada
usando uma minibomba ou por uma via mucosal, por exemplo,
comc uma aspersdc nasal ou aercssol para inalacdo ou solugdc
de ingestido, ou parenteralmente em que a composicac & formu-
lada pcr uma forma injetavel ccm ar, para distribuig¢do, por
exempls, Ppor uma via intravencsa, Iintramuscular ou subcuta-
nea. Alternativamente, a formulacdo pode ser projetada para
ser administrada por inGmeras vias.

3e © ajente Tiver Jue ser administrado mucosalrmen-
te per meio da mucosa gastrintestinal, ele tem que ficar es-
tavel durante o trédnsito por todo o tratc gastrintestinal;

cor exemplo, ele deve ser resistente a degradagdo protecli-
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s ou opessiric, Topisamente va fovma dAs ouma ToTA0, =0T -
ungicnte cu po de talco, pelo usc d
de pele, oralmente na ferma de comprimides contendo sxcipi-
entes tal como amido ou lactose, cu em capsulas ou &vulos
tantc sozinhos como em misturas com excipientes, ou na forma
de elixires, solugdes cu suspensdes contendo agentes flavo-
rizantes ou corantes, ou as composigdes farmacéuticas podem
ser 1injetadas parenteralmente, por exemplc, intravenosamen-
te, intramuscularmente ou subcutaneamente. Para administra-
cado parenteral, as composigdes peodem ser bem usadas na forma
de uma solugdo agquosa estéril que pode conter outras subs-
tancias, por exemplo, sals ou monossacarideos suficientes
para tornar a solugdo isotdnica com sangue. Para além do
mais bucal ou sublingual, as composigdes pocdem ser adminis-
tradas na forma de comprimidos ou pastilhas gue podem ser
formulados de uma maneira ccnvencional.

Os agentes podem ser usados em combinagdo com uma

dextrirna. Ciclodextrinas sac ccnhecidas por formar com-

0
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nclusdc com meléculas de medica-
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mento. A formacdo de um complexe medicamento-ciclodextrina
pede modiricar a sciukilidade, taxa de dissolugdc, proprie-
dade de bicdisponibilidade e/ocu estabilidade de uma molécula
de medicamento. Complexcs de medicamentco-ciclodextrina sac

de manelra geral usadas para a maloria das formas de dosagem
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Se o agente for uma preteina, entdo a dita protei-
na pode ser preparada in situ ne sujeito gue esta sendo tra-
tado. A este respeito, segiéncias de nucleotidecs gue codi-
ficam a dita proteina podem ser distribuidas pelo uso de
técnicas ndo virais (por exemplo, pelo uso de lipossomas)
e/ou técnicas virais (por exemplo, pelo uso de vetores re-
trovirais) de maneira tal gue a dita proteina seja expressa
a partir da dita segléncia de nucleotideos.

As composicdes farmacéuticas da presente invencdo
podem também ser usadas em combinagdoc com tratamentos con-
vencionais.

Administracio

O termo "administrado"™ inclui distribuicgdo pocr
técnicas viral ou ndo viral. Mecanismcs de distribuigdo vi-
ral incluem, mas sem limitacgdes, vetores adenovirals, veto-
res virals adeno associades (RAV;, vetores virais de herpes,
vetores retreovirals, vetores lentivirals, e vetcres kaculo-
virais. Mecanismos de administracgidc nidc viral incluem trasn-
feczac mediada per lipidecs, lipcsscmas, imuncliposscomas,
anfifilcs faciais catilniccs (CFAs) e suas ccmbinagles.

Os coempernences podem ser administradcos sozinnos
iy r

mas de maneilra geral serdo administrados como uma ccmposigac
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, gue pcdem conter agentes flaverizantes
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ou corantes, para aplicacgdes de libera¢do imediata, atrasa-
da, modificada, pulsada cu controlada.

Se o produte farmacéutico for um comprimido, entédo
os comprimidos podem conter excipientes tails como celulose
microcristalina, lactose, c¢itrato de sédio, carbcnato de
calcio, fosfato de calcio dibésico e glicina, desintegrantes
tal comoc amido (preferivelmente amido de milho, batata ou
tapicca), glicolato de amido de sédio, croscarmelose sédica
e certos silicatos complexos, e aglutinantes de granulagao,
tais como polivinilpirrclidona, hidroxipropilmetilcelulose
(EIPMC), hidroxipropilcelulose (CPC), sacarose, gelatina e
acidcia. Adicicnalmente, agentes de lubrificagdc tais como
estearato de magnésio, Acido estearico, beenato de glicerila
e talcc podem ser incluides.

Compesicgdes sélidas de um tipe similar pcocdem tam-
cém ser empregadas come cargas erm capsulas de gelatina. Ex-
cipienzes preferidcs a este respelto iIncluem lactese, amldo,
uma ceiulcse, acglcar de lelte ou polietileno glicol de alto
cesc molecular. Para suspensdes agucsas e/ou ellixires, o a-

e pcde ser combinadeo cem Tarics agentes adogantes cu

ct

gen

flavorizantes, matéria de cor ou corantes, com agentes de
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cu aerossol para inalagdc), nasal, parenteral (pcr exemplo,
por uma forma injetavel), gastrintestinal, intraespinhal,
intrapcritoneal, intramuscular, intravencsa, intrauterina,
intraocular, intradérmica, intracraniana, intratragqueal, in-
travaginal, intracerebroventricular, intracerebral, subcuta-
nea, oftalmica (incluindoc intravitreal ou infracameral),
transdérmica, retal, bucal, vaginal, epidural, sublingual.

Niveis de dose

Tipicamente, um médico determinard a real dosagem
gque serd mais adequada para um sujeito individual. O nivel
de dose especifica e freqgiéncia de dosagem para qualguer pa-
ciente particular podem variar e dependerdo de uma variedade
de fatores, incluindo a atividade do composto especifico em-
pregado, da estabilidade metabdlica e extensdo de agdo desse
cempesto, da idade, peso corpdrec, salde geral, sexo, dieta,
mode e tempe de administracgdo, taxa de excregac, combinagdo
de medicamentc, da severidade da condigdo particular, e da

terapla individual em andamentc.

O|s; ccmpcnente(s) podeum; ser fcrmulado(s; em uma
~cmposicdc farmacéutica, ta. come misturandc com um cu mals

de um veiculo, diluente ou excipiente adeguade, usando téc-
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Aspectcs da gpresente invengdc podem ser usadcs pa-

ra © tratamentc e/cou prevencdo s/cu diagndésticoc e/cu prog-
Jo/u2305.

Para facilidade de referéncia, arte dessa lista é

3

agora fornecida: atividade inibitéria de macréfago e/ou ini-
bitéria de célula T e, assim, atividade antiinflamatdria;
atividade antiimune, isto &, efeitos inibitdérios contra uma
resposta imune celular e/cu humoral, incluindo uma resposta
ndo associada com inflamagdo; doengas associadas com virus
e/ou outros patégenos intracelulares; inibi¢dc da capacidade
de macréfages e células T aderirem nos componentes da matriz
extracelular e fibronectina, bem como expressio de receptor
fas supra-requladc em células T; inikicdo de reacgdo imune e
inflamagac indesejadas, incluindc artrite reumatdide, infla-
mac¢ado associada com hipersensibilidade, reagdes alérgicas,
asma, lupus eritomatosc sistémico, doengas do coldgeno e ou-
tras deengas autoimunes, inflamag¢ao associada com atercscle-
rose, 4artericsclerocse, doenca do coracidc aterosclerdtico,
lesdc por reperfusdo, parada cardiaca, infarto do miccardio,

ndrcecme do desconfor-c

4]
s

descordens Inflamatdrias wvasculares,

respiratério cu outras doengas cardicpulmonares, inflamacdoc

(U
23
i

cciada ccm 1icera reptica, co.lte ulcerativa 2 cutras dc-

0

do tratc gastrintestinal, fibrose hepatica, cirrose

®
3
<)

[¢3]

.Ca

hep&tica ou outras deengas hepaticas, tireoidite ou outras

cengas g.arndulares, glomeruloneirite ou cutras dcencas re-

&3
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e outras decencas ginecclidgicas imune e/cu inflamatdéria rela-
cicnadas, uveite posterior, uveite intermedidria, uvelte an-
terior, cecnjuntivite, corioretinite, uveroretinite, neurite
ética, inflamacdo intraocular, por exemplo, retinite ou ede-
ma macular cistdéide, oftalmia simpatética, esclerite, reti-
nite pigmentosa, componentes imune e autoimune de doencga de
fondus degenerativa, ccmpenentes inflamatérios de trauma oO-
cular, inflamacgdo ocular causada por infecgac, vitreo-
retinopatias preliferativa, neuropatia oOtica isguémica agu-
da, cicatriz excessiva, por exemplo, apds operacac de fil-
tracdc de glauccma, reagdoc ilmune e/cu inflamag¢ac contra im-
plantes oculares e outras doengas oftalmicas imune e infla-
matdrias relacionadas, inflamagdo associada com doengas ou
condicdées ou desordens autoimunes onde tanto no sistema ner-
vosc central (CN$) guantc em guaiguer outro Orgdo, sSupressao
imune e/cu de inflamacgdc seria bkenéfica, doenga ds Parxin-
son, complicagdo e/cu efeitcs colaterals do tratamento de

icenca d

1]
"

arxinscn, deméncia relacicnada a AIDS, encefalc-

]

@]

a2

[

(

catia re nada & HIV, decenga de CZevic, Sydenhamn chcorea,
doenca de Alzheimer e outras dcengas degenerativas, condi-
¢3es ou desordens do CNS, componentes inflamatorios de aci-

den<es vasculares, sindreme pés-polio, componentes 1lmune e



1

15

20

™D

0

[¥3]

FJ
[N
)

[

irsg de desordens psignuiatricas, mueiice, =iwceial

te, rpan-encefalite esclercsante subaguda, encefalcmielite,

reurcpatia aguda, neurcpatia supaguda, neurcratia crénica,
sindrome de Guillaim-Arre, Syderrnham chcra, miastenlia grave,
CseudoTuUmar cereiral, sioadrome de Zown, doonza de Munting-

1 B

Ton, esclercse latera. amiotrofica, compenentes inllalatd-
riocs de compressdo CNS cu trauma CNS ou infecgdes do CNS,
componentes inflamatérios de atrofias e distrecfias muscula-
res, e doencas, condi¢des ou desordens imune e inflamatédria
relacicnadas do sistema nervoso central e periférico, infla-
macac pbds-traumdtica, chogue sético, doengas infecciocsas,
complicagdes inflamatdrias ou efeitos ccelaterais de cirurgi-
a, complicagdes de transplante de medula Ossea ou outras
complicagdes e/ou efeitos colaterais de transplante, compli-
cacdes inflamatéria e/ou imune e efeitcs colaterais de tera-
pia genética, por exemplo, por causa de infecgdo com um por-
tador viral, ou inflamacg¢do assoclada com AIDS, para suprimir
ou inibir uma resposta imune humcral e/cu celular, para tra-
tar ou atenuar doengas proliferativas de monédcitos ou leucd-
citos, ex., leucemia, reduzindo a guantidade de mondcitos ou
linfécitecs, para a prevencdo e/ou tratamento de rejeicdo de
enxertc em cascs de transplante de células, tecido e drgdcs
naturais ou artificials tais ccmo cérnea, meduza <¢sssa, or-
gdcs, lentes, marcapasscs, tecido de pele natural ou artifi-

cial. Descrdens especificas relacionadas a cancer incluemn,

i

mas sem limitagdes: tumcres séildes; tumcres levados pelo
sarnjue %tais com leucemias; metastese de tumor; tumcres ope-

nigros, por exemplo, hemangiomas, neuromas acustices, neuro-
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téide; pscrliase; doencas anglengénicas oculares, por exem-

plo, retincpatia diakética, retincpatrila de prematuridade,

Sindrome  Ade
L2r—WeLLEeY; 4anJdiCJenese Miocléld-miia; .ol aslaw.alllagdl 22
placas; telangliectasia; “Juntas hkemcfilicas; angiofibromas
granulagdc de ferida; colaterails coronarianas; colaterals
cerebrais; mas formagles arterliovencosas; angliocgénese do mem-
brec isquémice; glaucoma neovascular; fibroplasia retrolen-
tal; neovascularizagdo diabética; doencas relacionadas a he-
liokacter, fraturas, vasculogéneses, hematopoiese, ovulagao,
menstruagdo e placentacéo.

Preferivelmente, a doenca é cancer, tais comoc leu-
cemia linfocitica aguda (ALL), leucemia mieldide aguda [(A-
ML), céncer adrenocortical, cancer anal, cancer da bexiga,
cdncer do sangue, cancer dos ossos, tumocr no cérebro, cancer
de mama, cdncer sistema genital feminino, cdncer sistema ge-
nital masculino, linfoma do sistema nervoso central, cancer
cervical, rabdomiocsarcoma da infancia, sarcoma da inféncia,
leucemia linfocitica crénica (CLL), leucemia mlieldide crdédni-
ca (CML), cancer do célon e reta., céancer do cdlon, cancer
do endometric, sarcoma do endemétric, carncer do esdfago,
cdncer dcs clhcos, cancer da vesicula biliar, cancer gastri-

co, cancer do trate gastrintestirnal, leucemia da célula ca-

s

pcillar, cancer da cabega e pescoge, cidncer hepatocelular, do-
enga de Hodgkin, <céncer nipcfaringeal, sarccma de Kapcsi,

cdncer do rim, céncer da laringe, leucemia, céncer deo figa-
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ringeal, Zancer do sistema nervosc, neurcplastoma, linfoma

cer de paratiredide, cancer do pénls, cancer da faringe, Tu-
mor da hipéfase, necplasma da célula plasma, linfoma prima-
ria CNS; cédncer de préstata, céncer retal, sistema respira-
toric, retinoblastoma, cé&ncer de gldndula salivar, cancer de
pele, cdncer do intestino delgado, sarcoma do tecido macio,
cancer do estdémago, cincer do estémago, cancer do testiculo,
cancer da tiredide, céncer sistema urinério, sarcoma uteri-
na, cancer vaginal, sistema vascular, macroglcocbulinemia de
Waldenstrom e tumcr de Wilms,

Estojos

Os materiais para usc nos métodos da presente in-
vengdo sdo ldealmente adequados para preparagdo de estojos.

Um estojoc como este pode compreender recipientes,
com cada um ou mals dos varias reagentes (tipicamente em
ferma cconcentrada; usades nos méteodos agui descritos, i1nciu-
inde, for exemplo, uma enzima de restricdo primaria, uma en-
zima de restricdo secundaria, um agente de reticulacdc, uma

enzima de ligagdc fpcr exemplc, um ligase) e um agente para

H

evarter a reticu.agdc (pcr exemp.s, prcocteinase K| .
Oligonucieotideos podem também ser fornecidos em
reciplentes gue podem ser em guaiguer forma, por exemplc,

Lieofilizada, cu em sclucdo gor exemple, uma agua destilada
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Usos

Vantajosamente, a presente invengdo pode ser usada
a fim de obkter informagdc a cerca da organizagdo espacial de
seqliéncia de nucleotideos - tais como loci gendmicos Iin vi-
tro ou in vivo.

A titulo de exemplc, a tecnologia 4C pode ser usa-
da para estudar a organlizagdo tridimensional de um ou mais
loci do gene. De maneira particular, esta tecnologia pode
ser usada para estudar o papel de um ou mais fatores de
transcrigdc na organizagao tridimensional de um ou mais loci
do gene.

A titulo de exemplo adicional, a tecnologia 4C po-
de ser usada para estudar ¢ papel de fatores de elementocs de
DNA trans-atuantes e cis-reguladcres.

A titulo de exemplec adicicnal, a tecnolcgia 4C po-
de ser usada para estudar regularento gerne de lcngo alcance
in vitre ou in vivo.

A tTitulc de exemplo adicional, a tecnclcogia 4C go-
de ser usada para estudar preximidade e interagdc infra cro-
mosscmal.

-

A titulo de exemplo adicional, a tecnclogia 4C po-
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MAR, SAR, centrémerc, teldmerc ou quaiguer outra sequéncia
de interesse em uma rede regulatdéria.

A titulo de exemplo adicional, a tecnologia 4C po-
de ser usada para ldentificar genes responsaveis por um fe-
nétipo (doenca) em casos onde acontece de uma mutacdc e/ou
delecdc afetar um elemento regulador distante e seu mapea-
mento portanto ndc consegue fornecer tal informagdo.

A titule de exemplo adicicnal, a tecnologia 4C po-
de ser usada para reconstrulr eventualmente a conformagao
espacial de loci do gene, grandes regides gendmicas ou mesmo
cromossomos completos.

A titulo de exemplc adicicnal, a tecnologila 4C po-
de ser usada para definir seqgliéncias &nccra potencilais que
sustenta certos Cromosscmos juntos no espago nuclear.,

A titulec de exemplo adicicrnal, a tecnolecgia 4C po-

de ser usada vara reccnstrulr eventualmente pcsicicnamento

O

decs cromossemcs em alta resolugde uns com relagdc acs ou-

A -itulc de exempio adicicra., a tecrolcgia 4T re-

de ser usada em diagnéstico (por exemplo, diagnéstico pré-

(O]

natal) para detectar cu Identificar ré-arranjos genémicces

e/cu aberracdes - tals como transiocagdes, delegées, inver-
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Tecnlcas Jerais ds metcdolcgla de dra recombinante

& presente 1nvengidc emprega, a mencs gue de cutra

forma indicada, técnicas convenciconais de gquimica, biclogia
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a. Tais técnicas sdo explicadas na literatura. Ver, pcr e-
xemplo, J. Sambrcok, E. F. Fritsch, and T. Maniatis, 1989,
Molecular cloning: A Laboratery Manual, Second Edition, Bo-
oks 1-3, Ceold Spring Harbor Laboratory Press; Ausubel, F. M.
et at. (1991 and pericdic supplements; Current Protocols in
Molecular Biolegy, ch. 9, 13, and 16¢, rahn Wiley & Sons, New
York, N.Y.); B. Roe, J. Crabtree, e A. Kahn, 1996, DNA Iso-
lation and Seguencing: FEssential Technics, John Wiley &
Sons; M. J. Gait {Editor), 1984, Oligonucleotide Synthesis:
A Practical approach, Irl Press; and, D. M. J. Lilley and J.
E. Dahiberg, 1992, Methods of Enzymology: DNA Structure Part
A: Synthesis and Physical Analysis of DNA Methods in Enzy-
mology, Academic Press. Cada um desses textos gerais é aqui
incorporade pela referéncia.

A linvengdc serd agora adicionalmente descrita a
titulo de exemplc, gue deve servir para ajudar versadcs na
tecnologia realizar a invengdo e ndo devem ser de maneira

imitar o esccro da invencac.

-

nenhuma gara
Exemp.ic 1

Materiais & Métcdes

Tecnoc.cgia 4C

As etapas iniclals de procedimento da tecrncicgia
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3C foram realizadas da maneira previamente descrita (Splin-
ter at al. (2004). Methods Enzymol 375, 493-507 (2004), pro-
duzindo produtos de ligacdo entre fragmentos HindIII. Este
padrdo 3C ligado a HindIII (-50 pg) foi digerido toda a noi-
te a 100 ng/pL com 50 U de uma enzima de restricdo de corte
freqliente secundaria, sendo tanto DpnII (HS2, Rad23A) gquanto
NlaIII (B principal). Para evitar restricdes em formacdo de
circulo de DNA (Rippe at al. (1995) Trends Biochem Sci 20,
500-6), foi tomado cuidado para escolher uma enzima de res-
tricdo secunddria que ndo corte dentro de cerca de 350-400
bp do sitio de restrigdo HindIII que demarca o fragmento de
restricdo de interesse (isto é, o 'bait'). Apdbds a digestéo
da enzima de restrigdo secundéria, DNA foi fenol extraido,
etanol precipitado e subsequentemente ligado a baixa concen-
tragcao (amostra de 50 pg em 14 mL usando 200 U ligase (Ro-
che), 4 horas a 16 °C) para promover DpnII ou formacdo de
circulo DpnII. Produtos de ligacdo foram fenol extraido e
etanol precipitado, usando glicogeno (Roche) como um veiculo
(20 ng/mL). Os circulos de interesse foram linearizados di-
gerindo toda a noite com um 50 U de uma enzima de restrigédo
tercidria que corta o bait entre o sitio de reconhecimento
de enzima de restricido primdria e secundaria, usando as se-
guintes enzimas de restricdo: Spel (HS2), PstI (Rad23A) e
PflmI (B principal). Esta etapa de linearizacdo foi realiza-
da para facilitar hibridizacdo subseqiiente do iniciador du-
rante a primeira rodada de amplificagdo de PCR. Produtos di-
geridos foram purificados usando uma coluna de remogdo de

nucleotideos (250) QIAcquick (Qiagen).
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Reacdes de PCR foram realizadas usando o sistema
PCR de Expand Long Template (Roche), usando condig¢des cuida-
dosamente otimizadas para assegurar amplificac¢do linear de
fragmentos medidos em até 1,2 kb (80 % de fragmentos de PCR
4C sdo menores que 600 bp). Condigdes do PCR foram como a
seguir: 94 °C por 2 minutos, 30 ciclos de 94 °C por 15 se-
gundos, 55 °C por 1 minuto e 68 °C por 3 minutos, seguido
por uma etapa final de 68 °C por 7 minutos. A quantidade ma-
xima de padrdo que ainda apresenta faixa linear de amplifi-
cacdo foi determinada. Para isto, diluic¢des seriais de pa-
drdo foram adicionadas as reacgdes de PCR, material do DNA
amplificado foi corrido em um gel de agarose e produtos PCR
foram quantificados usando software ImageQuant. Tipicamente,
100-200 ng de padrdo por 50 ul da reagdo de PCR deu produtos
na faixa linear de amplificacdo. 16 a 32 reagdes de PCR fo-
ram agrupadas e purificaram este padr&o 4C usando © sistema
de remog¢do de nucleotideos QIAquick (250) (Qiagen). Padréo
4C purificado foi marcado e hibridizado com arranjos de a-
cordo com padrao dos protocolos ChIP-chip (Nimblegen Systems
of Iceland, LLC). DNA gendmico diferencialmente marcado que
foli digerido com a enzima primdria e secundaria usado no
procedimento 4C, serviu como um padr&o de controle para cor-
rigir as diferencas nas eficiéncias de hibridizacdoc. Para
cada experimento duas amostras independentemente processadas
foram marcadas com orientacdes de corante alternados.

Seqliéncias de iniciadores 4C usadas:

HS2:5'- ACTTCCTACACATTAACGAGCC-3',
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5'- GCTGTTATCCCTTTCTCTTCTAC-3"'

Rad23A:5'- TCACACGCGAAGTAGGCC-3',

5'- CCTTCCTCCACCATGATGA-3'

B principal:5' -AACGCATTTGCTCAATCAACTACTG-3',
5" - GTTGCTCCTCACAITTTGCTTCTGAC-3"

Arranjos 4C

Arranjos e andlise foram baseados em m34 construi-
dos por NCBI. Sondas (60-mer) foram selecionadas das seqlén-
cias 100 bp & montante - e & jusante dos sitios HindIII. O
teor de CG foi otimizado em 50 %, para sinais de hibridiza-
¢do uniformes. Para prevenir hibridizacdo cruzada sondas que
tiveram qualquer similaridade com repetig¢des altamente abun-
dantes (RepBase 10,09) foram removidas do conjunto de sonda.
Além do mais, sondas que deram mais que dois bons éxitos de
BLAST no genoma foram também removidas do conjunto de sonda.
Alinhamentos de seqgliéncia foram realizados usando MegaBLAST
(Zhang et at. (2000) J Comput Biol 7, 203-14) usando a con-
figuracdo padrdo. Um bom éxito definido como um alinhamento
de 30 nt ou mais.

Anédlise de dados 4C

A razdo de sinal amostra-4C/gendémico DNA foi cal-
culado para cada sonda e os dados foram visualizados com
software SignalMap fornecido por Nimblegen Systems. Dados

foram analisados usando o pacote R (http://www.r-project.

org), Spotfire and ExcelL. Razdes de hibridizagdo ndo proces-
sada apresentou agrupamentos de 20-50 sinais 4C positivos
junto com o padrdo do cromossomo. Para definir estes agrupa-

mentos, foi aplicada uma média corrida. VArios tamanhos de
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janela foram usados, variando de 9-39 sondas, dos quais to-
das identificaram os mesmos agrupamentos. Os resultados a-
presentados foram baseados em um tamanho de janela de 29
sondas (em média 60 kb) e foram comparados com a média cor-
rida realizada em dados randomizados. Isto foi feito para
cada arranjo separadamente. Conseglentemente, todas as medi-
¢O0es foram apreciadas com relacdo a amplitude e ruido para
esse arranjo especifico. A Taxa de falsa descoberta (FDR),
definida como (numero positivas falsos) / (numero de positi-
vos falsos + numero de positivos verdadeiros) foi determina-
da como a seguir: (nUmero de positivos no conjunto randomi-
zado) / (nUmero de positivos nos dados). O nivel do patamar
foi determinado usando uma abordagem de cima para baixo para
0 valor minimo estabelecido para o qual: FDR<O0,05.

Em seguida, experimentos bioldgicos duplicados fo-
ram comparados. Janelas que atenderam o patamar em ambas du-
plicatas foram consideradas positivas. Comparando dados ran-
domizados, nenhuma Jjanela ficou acima do patamar em ambas
duplicatas. Janelas positivas diretamente adjacentes ao pa-
drdo do cromossomo foram ligadas (ndo é permitida nenhuma
folga), criando Areas positivas.

Analise de expresséo

Para cada tecido, trés microarranjos independentes
foram realizados de acordo com o protocolo Affymetrix (ca-
mundongo 430 -~ 2 arranjos). Dados foram normalizados usando
RMA ca-tools; www.bioconductor.org) e para cada conjunto de
sonda foi calculada a média das medig¢bes dos trés microar-

ranjos. Além do mais, gquando multiplos conjuntos de sonda
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reprasantaraT T Mesmo Jong foi rambém calcoulada 2 média.
MasZcalls RISy llprary: wWWW.DIlolIondulior.org, L50L LUSAadc pa-
ra estakbe.ecer carpos cai.s "presente", "ausente" = "margi-
nal”. Cenes com um campe call "presente” em todes ©s trdés
arrancas 2 um Talor ds sxpressie malocr zus S0 fovam denomt -
radce oxpresso. "Cenes esgecificcs de Dlgade Ictal" foram

classificades comc genes Jgue atenderam ncssces critérics de
ser expresso em figado fetal e tiveram valores de expressio
mais que cinco vezes superiocres comparades com cérebro fe-
tal. Para fornecer uma medida de atividade transcricional
geral em torno de cada gene, fol aplicada uma soma corrida.
Para isto, nes usamcs valores de expressda log-
transformados. For cada gene noés calculames a soma da ex-
pressdo de todos genes encontrados em uma Jjanela 100 kb a
mentante do inicioc 2 100 kb a jusante da extremidade do ge-
ne, incluindo o prépric gene. Valores resultantes para genes
atives encontrados nas regides 4C positivas (n = 124, 123 e
208 respectivamente para HS2 em figado, RadZ23A em cérebro e
Rad23A em figade) foram comparades com os valores obtido pa-
ra genes atives fora areas 4C positivas (n = 153, 301 e 186,
respectivamente, onde n = 153 correspende ao numero de genes
rndo interagentes ativcs, presentes entre a regldo mals inte-
ragente centrcomérica e o teldmerc dc crecmesscme 7.7 c¢s dois
grupos foram comparados usande um teste Wiiccxen de soma de
Cogos uniiaterals.

Sondas ©1ISH

Os clones RAC seguintes (BACPAC Rescurces Centre)

foram usado; RPZ3-37

pel

GEi12 rara Hbb-1, RpPZ22-317H16 para chr.’

.
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cromossemo 7 nés usamcs clone PIO5279 (Gencme Ststems Inc.!
gue anela no segmento de DNA D7Mit21. Sondas marcadas de
primo aleatéric foram preparadas usando BioPrime Array CGH
genomic Labeling System (Invitrogenc). Antes da marcagao,
DNA foi digeride com DpnIl e purificado com um conjunto de
DNA limpo e concentrador 5 (pesquisa Zymo). DNA digeride
(300 ng) foi marcado com SpectrumGreen dUTP (Vysis) ou fluor
Alexa 594 dUTP (sondas Moleculares) e purificado por meio um
estojo de purificagdo de GFX PCR DNA e Gel Band (Amersham
Biosciences) para remover nuclectideos ndo incorporados. Es-
pecificidade de sondas marcadas foi testada em esfregagos de
metidfase preparado de células ES murina.

Crio-FISH

Crio-FISH foi realizado da maneira descrita ante-
ricrmente °. Resumidamente, figadc E14.5 e cérekrc foram fi-
xadcs por 20 minutcs em 4 % de paraformaideido/HEPESZ00 mM,
pH 7,5 e cortadcs em pcguencs blocos de tecidc, seguidc per

=

uma cutra etapa de fixacdo de 2 horas em 3 % de paraforma
deido a 4 °C. Riocos de tecido fixado foram imersos em 2,3 M
de sacarcse por 20 minutcs a temgeratura ampiente, montadcs
em um supor-e de ccrpc de preova e ccongelados rapidamente em

nitrogénic liguido. Blocos de tecido foram armazenados em
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tratadas com 250 ng/mL de RNase em 2 x SSC por 1 hora a 3
°c, incubadas por 10 minutes em C,1 M de HCL, desidratadas
em uma série de etanol e desnaturadas por 8 minutos a 30 °C
em 70 % de formamida/2 x SSC, pH 7,5. Segdes foram novamente
desidratadas diretamente antes da hibridizagdo da sonda. 500
ng de sonda marcada foi co-precipitada com 5 pg de DNA de
camundongo Cotl (Invitrogeno) e dissolvida em hybmix (50 %
de formamida, 10 % de sulfato dextrano, 2 x 5SC, 50 mM de
tampidc de fosfatc, pH 7,5). Sondas foram desnaturadas por 5
minutos a 95 °C, ré-aneladas por 30 minutos a 37 °C e hibri-
dizadas por pelco mencs 40 hcras a 37 °C. Apbs lavagem pods-
hibridizacdoc, nuclecs foram contramanchados com 20 ng/mL DA-
PI (Sigma} em PBS/0,05 % Tween-20 e montadcs em reagente an-
tidesbotamento Prolong Gold (Sondas Moleculares).

Imagens foram coletadas com um microscopic de epl-

flugrescénoia Zeiss Axic Imageador ZT (x 10 plan apochro-
mat, 1,4 oil ckieative!, eguipadc ccmouma ciémera CTCD e soft-
ware Isis FISH Imaging System (Metasystems,. Um minimoc de

Al

233 f-3gickinas cu aielos RadZZA Iol anallsade e pentuade co-
mo scbrepcsigdo ou nadc scbrepcsigac com BACS iccalizadcs em

cu-ro lUgar nc gencma, por uma pessca gue ndc conhece a com-

binacao da scnda aplicada as secdes. Testes de ajuste em re-
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plicata (estatistica G) ® foram realizados para avaliar sig-
nificdncia de diferencas entre valores medidos para regides
positivas 4C contra negativas 4C. Revisdo geral do resultado
¢ fornecida na Tabela 2.

Embora tenhamos encontrado diferencas estatistica-
mente significativas entre freqiiéncias de interacdo de fundo
(0,4-3,9 %) e reais (5-20,4 %), pode ficar claro que fre-
gliéncias medidas por crio-FISH s&o menores gue as medidas
por outros usando protocolos FISH diferentes. O seccionamen-
to pode separar alguns loci de interacdo e medicgdes crio-
FISH subestimardo ligeiramente portanto as verdadeiras fre-
giéncias de interacdo. Por outro lado, procedimentos atuais
2D- e 3D FISH sobrestimardo estas porcentagens por causa da
resolucdo limitada na direcdo z. No futuro, técnicas de mi-
croscopia melhoradas em combinacdo com sondas FISH mais es-
pecificas revelardo melhores freqgiéncias de interacgdo verda-
deiras.

Exemplo 2

O procedimento 3C (isto é, fixacgdo de formaldeido,
(primaria) digestdo de enzima de restrigdo, re-ligacgdo de
fragmentos de DNA reticulados e purificacdo de DNA) é reali-
zado essencialmente como descrito (Splinter et at., (2004)
Methods Enzymol. 375: 493-507), produzindo uma mistura de
DNA ('padrdao 3C') contendo fragmentos de restrigdo gue sé&o
ligados em virtude de eles estarem originalmente perto do
espago nuclear.

PCR inverso é realizada para amplificar todos os

fragmentos ligados a um dado fragmento de restrigdo ('bait';
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escolhido em virtude de ele conter um promotor, intensifica-
dor, isolante, regido de anexacdo de matriz, origem de re-
plicagdo ou qualquer outra primeira (visada) seqgiéncia de
nucleotideos).

Para isto, circulos de DNA s&o criados digerindo o
padrdo 3C com uma enzima de restricdo secundaria (preferi-
velmente, um cortador freqiiente reconhecendo seqgiiéncias de
tetra- ou penta-nucleotideos), seguido por ligag¢do em condi-
¢bes diluidas de maneira que interacgdes intra-moleculares
sejam favorecidas. Para minimizar uma propensdo a formacéo
de circulo por causa das restrigdes topoldgicas (Rippe et
al, (2001) Trends in Biochem. Sciences 26, 733-40), deve ser
escolhida uma enzima de restricdo secundaria gue corta pre-
ferivelmente o bait a X350-400 bp do sitio de restrigdo pri-
maria. Para aumentar a eficiéncia e reprodutibilidade de am-
plificagcdo de PCR inversa, circulos s&o mais bem lineariza-
dos antes da amplificagdo de PCR por uma enzima de restricéo
(por exemplo, um cortador de 6 ou mais bp) que corta o bait
entre o sitio de restricgdo primadrio e secundaria de diagnds-
tico.

Digestdo do padrdo 3C com a enzima de restricéo
secundaria, circularizacdo por meio de ligacdo em condigdes
diluidas e linearizacdo de circulos contendo bait s&o rea-
lizados sob condig¢des padrdo para tais manipulag¢des de DNA
produzir um padrdo de DNA para amplificagcdo de PCR inverso
('padrdo 4C').

Desta maneira, 10 pg de padrdo 3C sdo digeridos

em 100 pL com 20 U da enzima de restricdo secundaria (por
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toda a noite), seguido por inativacdo de calor da enzima e
purificacdo do DNA. Ligagédo é realizada em 10 mL. (1 ng/upL
DNA) com 50 U T4 ligase (4 horas a 16 °C, 30 minutos a RT),
seguido por purificagcdo de DNA. Finalmente, a linearizacio
dos circulos de interesse é feita em 100 pL com 20 U de en-
zima de restricdo (por toda a noite), seguido novamente por
purificagdo de DNA.

Para PCR inversa, dois iniciadores especificos
bait sdo projetados, cada qual o mais préximo possivel do
sitio de reconhecimento de enzima de restricdo primaria e
secundaria diretamente vizinha, respectivamente, e cada qual
com sua extremidade 3' voltada para fora para gque a extenséo
se dé imediatamente nos sitios de restricdo em um fragmento
ligado ao bait. PCR inversa com estes iniciadores é preferi-
velmente realizado em 100-400 ng do DNA de padrdo 4C (por 50
pL da reacdo da mistura de PCR), para incluir um numero ma-
ximo de eventos de ligacdo por reacdo de PCR. Nés realizamos
PCR inversa aplicando o Sistema PCR de Padrdo Expand Long
(Roche), usando tamp&o 1 de acordo com procedimentos do fa-
bricante.

S8o realizados os ciclos de PCR seguintes:

1. 2 minutos 94 °C

2. 15 segundos 94 °C

3. 1 minuto 55 °C

4. 3 minutos 68 °C

5. etapa repetida 2-4 29 x (ou nada entre 25-40 x)

6. 7 minutos 68 °C

7. f£im.
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Gel eletroforese é realizado para analisar repro-
dutibilidade entre reacbes de PCR individuais. Tipicamente,
parceiros produtos idénticos devem ser obtidos.

A fim de obter material suficiente para marcar por
inicliagdo aleatdéria e hibridizag¢do do arranjo, multiplas re-
acdes de PCR (cada obtida apdés 30 ciclos de PCR) podem ser
agrupadas, (em vez de aumentar o numero de ciclos de PCR por
reagdo). Como uma alternativa para marcagdo com primo alea-
tério, nucleotideos marcados podem ser incorporados nos ul-
timos ciclos de PCR (por exemplo, 30 ciclos (sem marcacgdo) +
10 ciclos (marcacédo)).

Exemplo 3

Detec¢gdo de translocagdo usando tecnologia 4C

Tecnologia 4C é usada para medir as freqgiéncias da
interagdo para a dada seqgliéncia X presente em um dado cro-
mossomo A em células de um sujeito saudavel e em células de
um paclente que carrega uma unica translocag¢do reciproco,
entre cromossomo A e B com o ponto de ruptura perto da se-
gliéncia X (apresentado na Figura 9).

Em células normais, esta anadlise revela sinais de
elevada hibridizacdo (isto é, interag¢des freqlientes com X)
para (quase) toda sonda localizada em 0,2-10 Mb da seqiiéncia
X em cromossomo A (o tamanho atual da regido cromossomal
mostrando fortes sinais de reticulagdo depende na maioria
das vezes da complexidade da amostra que foi hibridizada com
o arranjo). Em outro lugar no mesmo cromossomo A, bem como
em outros cromossomos, ndo ¢é observada nenhuma regido gran-

de como esta (no padraoc linear de DNA) de sondas com eleva-
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&lulas de paclente, entretanto, sinails de hi-

cridizacdo com todas as sondas do cromosscmo A LCCa.:zadas
rnc cutre lade de ponto de ruptura sd&c reduzidas para 50 3
uma cérpia do cromeossome A 2 ainda intactas e produzirs el-
mziz rormaiz’, 3o opass: oo ouma dniza (Isto &, n&L presents

em células normais) concentracgao de sinails de elevada hibri-
dizacdo é& cbkservada para scndas vizinhas do ponto de ruptura
em cromossomo B. De fato, a transigdac abrupta entre sondas
mostrando no contra sinais de hibridizacic fortes em cromos-
scmo B revela a localizacdo do ponto de ruptura em cromosso-
mo B.

Exemplo 4

Resultado de andlise de tecnologia 4C

Tecnologia 4C fol usada para caracterizar o ambi-
ente gendmico da regido de controle do locus f-globina do
camundongo (LCR), focade em um fragmento de restrigdc con-
tendc seu sitio 2 hipersensivel (H32). O LCR €& um forte ele-
mento regulador de transcrigio especifico de eritrdide re-
querido para altos nivels de expressao do gene p-globina. O
locus R-globina estd presente em cromossome 7 na posigac 97
M, crnde ele reside em um grande agrupamence 2,9 Mb, de ge-
res dc receptor clfative gue sdo transcritos scmente em neu-
rénics clfativeos. Interacdes foram analisadas em dols teci-
dos: figado fetal EiI4.%, cnde o LCR & ativo e cs genes (-
gleobina sac altamente transcritos, e cerebro fetal £14.3,
crnde o LCR é inativo & o genes glckina sdo silencioscs. Em

ambos tecidos, a grande mailoria de interacgdes fol encontraca
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com seqliéncias em cromossomo 7 e muito poucas interagdes LCR
foram detectadas com seis cromossomos ndo relacionados (8,
10, 11, 12, 13, 14) (Figura 13a). Os sinais mais fortes em
cromossomo 7 foram encontrados em uma regido 5-10 Mb centra-
lizados em torno da posigdo cromossomal de B-globina, de a-
cordo com a idéia de que freqgliéncias da interacdo sdo inver-
samente proporcionais a distédncia (em pares de base) entre
seqliéncias de DNA fisicamente ligadas. Ndo foi possivel in-
terpretar quantitativamente as interagdes nesta regido. Nés
inferimos que estas seqiiéncias préximas foram juntamente com
f-globina t&do freqlientes que sua grande sobre-representacao
em nossas amostras de hibridizag¢&o saturaram as sondas cor-
respondente. Isto foi confirmado quando nés realizamos hi-
bridizacdo com amostras diluidas 1 : 10 e 1 : 100 e observa-
mos gque a intensidade do sinal foi reduzida em sondas fora e
na borda, mas ndo nesta regido (dados ndo apresentados).

O procedimento 4C forneceu dados altamente repro-
dutiveis. A figura 2b-c apresenta razdes ndo processadas de
sinais 4C com relacdo a sinais de hibridizacido de controle
para duas regides em cromossomo 7 1,5 Mb, grosseiramente 25
Mb e 80 Mb fora do gene f-globina. Neste nivel de resolucgdo,
os resultados das amostras independentemente processadas fo-
ram quase 1idénticos. Tanto em figado fetal quanto em cére-
bro, agrupamentos de sinais positivos foram identificados em
cromossomo 7, freqglientemente em locails cromossomais dezenas
de megabases fora de B-globina. Estes agrupamentos tipica-
mente consistem em minimamente 20-50 sondas com maiores ra-

z0es de sinal Jjustapostos no padrédo do cromossomo (Figura
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cam fortemente gue o locus correspondente faz contato cem ©
LCR de RB-glebina em multiplas células.

Para determinar a significancia estatistica destes
agrupamentos, dadcs de experimentos individuais foram orde-
nadcs em mapas cromossomais e analisados usando um algoritmo
de média corrida com um tamanho de janela de aproximadamente
60 kb. A distribuicdoc da média corrida de dados misturados
aleatoriamente foi usada para estabelecer um valor de limi-
te, permitindo uma falsa taxa de descoberta de 5 %. Esta a-
nalise identificou 66 agrupamentos em figado fetal e 45 em
cérebro que foram encontrados reprodutiveis em experimentos
em duplicata (Figura. 13d-f). De fatoc, alta resolugac FISH
confirmocu gue tais agrupamentocs verdadeiramente representam
loci gue interagem fregientemente (ver a seguir).

assim, a tecnclegia 4C identifica lcci de intera-
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cic de longo aicance pela detecgdc de eventcs de
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dependentes com miltiplos fragmentes de restr
em uma pesigac CSromesscTmas.
Uma série de experimentos 40 completamente inde-

rendentes fol reaiizada cem um conjunto de iniciaderes de

(@]

PCR inversa diferente que investigou ¢ ambiente genémico d

gene B principal, lccailzado ~50 kb a jusante de H3Z. Em um
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Exemplo 5

O lccus fB-glebina ative & Inativo ocupa ambiente
gendmico distinto.

Uma Compara¢do entre o dois tecidos revelou gue ©
locus P-globina ativamente transcrito em figado fetal inte-
rage com um conjunto de loci completamente diferente de sua
contraparte transcricionalmente gsilenciosa em cérebro
(1=0,03; Correlacaoc de Spearman's Rank) (Figura 13f). TIstoc
exclui que resultades sejam influenciados pela composigadc de
seqliéncia das sondas. Em figado fetal, os segmentos do DNA
de interacidc foram localizados em uma regido 70 Mb centrali-
zada em tornc do locus B-globina, com a maioria (40/66) lo-
calizada em direcdoc ao telémero do crcmossome 7. Em fetal
cérebro, loci de interacac foram encontrados em similares ocu
mesmo grandes distdncias de B-glcbina comparados ac figado

om a grande maicria de interagfes (43/45) localiza-

hy
(T
r‘T
a1}
|.
M
@]

da em direcdo ac centrémero do cromossomc 7. Estes dados de-

L

menstraram gue © Locus 3-globina ative e inativo faz contato

ccm diferentes partes do cromessomo V.

I———l
MJ

Seis outros cromossocmos (8§, 10, 11, , 13 e 14}

foram representadcs ncs microarranjos. Sinais fortes de hi-

bridizacdo nestes crcmossomos foram raros, aparecem tipilca-
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mente isolados no padrdo de DNA linear e freqientemente fo-
ram ausentes dos experimentos em duplicata. Também, niveis
de média corrida através destes cromossomos nunca chegaram
perto reprodutivelmente dos niveis pontuados para cromossomo
7 (Figura 19). Assim, outros dados mostraram que o locus B-
globina basicamente faz contato com os loci em outro lugar
no mesmo cromossomo, de acordo com a localizacdo preferida
deste locus dentro de seu proprio territdério do cromossomo.
Nés notamos que o locus B-globina foi também presente no ar-
ranjo (cromossomo 11) e ndo pontuou positivo para interacéo
com (-globina, de acordo com a demonstracdo recente por FISH
gue camundongo o e P-globina ndo se encontraram fregiiente-
mente no espa¢o nuclear (Brown, J. M et at. (2006) J Cell
Mal 172, 177-87).

A fim de um melhor entendimento da relevancia das
interac¢des de longo alcance observadas no cromossomo 7, noés
comparamos os loci de interagd&o com as posig¢des cromossomais
de genes. Além do mais, andlise de arranjo de expressao
Affymetrix foi realizada para determinar atividade de trans-
crigdo nestas posig¢des nos dois tecidos. Embora o tamanho
médio de areas de interagdo em figado fetal e cérebro seja
comparavel (183 kb e 159 kb, respectivamente), diferencas
drasticas foram observadss em seu teor e atividade de gene.
Em figado fetal, 80 % dos loci de interacdo de PB-globina
contiveram um ou mais genes ativamente transcritos, ao passo
gue em cérebro fetal a grande maioria (87 %) ndo demonstrou
atividade de gene detectavel (Figura 15). Assim, o locus B-

globina é incorporado em um ambiente gendmico muito diferen-
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interace preferencialmente com regides ativamernte frarscori-

lemérice do cremessemc 7. Impertantemente, tecnolcgia 4C i-
dentificoun ambos Uros e Eraf, (~30 Mb distante de B-globina)
como genes interagindc com o locus B-glcobina em figadc fe-
tal, de acordo com observagdes préevias feitas por FISH (Cs-
borne, C. S. et at. (2004) Nat Genet 36, 1065-71 (2004)).
Interessantemente, em cérebro em contatos foram cobservados
com dois outros agrupamentos do gene receptor olfativo pre-
sente em cromosscmo 7 gue foram localizados a cada ladec de
B-globina, e 17 e 37 Mb distante dela.

Nem todas regides transcritas em cromossomo 7 in-
teragem com o locus B-globina ativo em figado fetal. Portan-
to, noés pesquisamos denominador que compartilha exclusiva-
mente pelo loci de interagdc mas ndo por cutras regides ati-
vas em figado fetal. Cs genes p-globina, Uros e Eraf saoc to-
dos genes especificecs de eritréide gue podem ser regulados
celo mesmo conjunto de fatores de transcrigdc, & € uma 1déia
atrativa gque esses fatores cccrdernam expressdc de seus Jenes
visados nc espago nuclear. Nos comparades dados arran’os de
expressac Affymetrix de figado fetal El4.5 com o de cérebro
fetal para identificar genes preferencialmente expressos (>0
veres nais, em figade fetal. Foram classificados 28 5 dcs

genes atives como estes em cromosscme 7 como "figado fetal
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cia para expressdo coordernada de genes especifices do tecide
no espa¢o nuclear. Cs genes P-globina sac transcritocs em ta-
xas excepcionalmente altas e questionou-se em seguida se o
locus preferencialmente interage com outras regides de ati-
vidade transcriciocnal alta, sendo tanto genes altamente ex-
presscs guanto &reas com uma alta densidade de genes ativos.
Usando contas Affymetrix como uma medida para atividade do
gene, noés realizamos um algeritmo de soma de corrida para
medir diversas atividades transcricionais nas regides 200 kb
em torno dos genes ativamente transcritcs. Esta analise re-
velou que atividade transcricicnal em torno genes de intera-
cdo nac foi maior que em tornc de genes de ndo de interagao
ativos em cromossomoc 7 (p = 0,9867; Wilcoxon Rank sum).

Exemplo 6

0 ambiente gendémico de um gene zelador € amplamen-
te cconservado entre cos tecides

Em seguida, fcl investigado se um gene gue € simi-
larmente expresso em ambcs tecides também muda seu amblente
genémico. Rad23A € um gene ublqgliitariamente expressc jue re-
side em um denso agrupamento de genes basicamente de genes
zoladores em cremosscmo $. Tanto em figade fetal EL4.5 guan-

T

Q

em cérebro, este gene e multos de seus vizinhos diretos
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genes ativamente transcritcs. Assim, em ambos tecidos gres-
seiramente 70 % contiveram pelo mencs um gene ativo (Figura
15b-c). Regides em torno de genes de interagdc revelam ni-
veis mais altos estatisticamente significativos de atividade
do gene comparados com genes ativos em outro lugar no cro-
mossomo, como determinado por um algoritmo de scma de corri-
da (p < 0,001 para ambos tecidos}. Assim, diferente do locus
B-globina, o gene Rad23A que & localizado em uma regidc rica
em gene preferencialmente interage em disténcia com outras
regides cromossomais de maior atividade transcricional. Foi
observado por FISH gue a &rea cromossomal contendo Rad23A
reside basicamente na borda de (90 %) ou fora (10 %) de seu
territério do cromosscmo (ndo publicado, D. Noordermeer, M.
Branco, A. Pombo and W. de Laat). Entretanto, a analise 4C
revelou somente interacdes infra-romossomais e nenhuma é&rea
no cromossomo 7, 10, 11, 12, 13 ou 14 reprodutivel atendeu
nossos rigorescs critérics para interagdc. Assim, RadZ23A &

asicamente envolvido em interacdes intracrcmosscmals gue

o

s30 similarss em deols tecides muito diferentes. Se RadZiA

nac rela-

O
n

~iver lecci vizinnhos preferidecs nestes Crcmossom

- -~

cicnadecs, eles ndc interagem freglentemente o© pastante gara

O
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ser detectadcs nas corndicgdes agul usadas para a tecn
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técnica de micresccopia recentemente desenvoivida, gque tem a
vantagem sobre protocclos 3D-FISH atuais, Qque preserva me-
lhnor a ultra-estrutura nuclear oferecendo, portanto, melhor
resolucdc no eixo-z pela preparagdo de cric-segfes ultrafi-
nas (Branco, M. R.. & Pombo, A (2006). PLoS Biol 4, el38).
Dados de 4C foram verificados medindo agocra f-globina fre-
gliente ou alelos Rad23A (sempre n>25C) co-localizados com
mais que 15 regifes cromossomais selecionadas em se¢bes ul-
trafinas de 200 nm preparadas de figado e cérebroc E14.5. Im-
pcrtantemente, todas as fregiiéncias da interacdo medidas por
crio-PISH estavam em perfeito acordo com o resultadoc 4C (Fi-
gura 17). Por exemplo, regides distantes que foram identifi-
cadas para interagir com f-globina pela tecnologia 4C co-
localizada mais fregientemente dc gue as Areas intervenien-
tes nic detec-adas por 4C (7,4 2 e 9,7 %, contra 3,6 % e 3,5

o3

, respectivamente). Também, os dols agrupamentos dc recep-
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mente de 12,9 3 e 7 % am cérebro, contra 3,6

es dc figadec. Em resumo, fregliérncias de colccallizagao

o

seg

medidas por loci positivamente identificados pela tecnologla
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identificades interagindoe com B-glcobina também fazem contato
duas regides ativas separadas por grande distancia Cromessc-
mal em figade fetal (Figura 19) bem como para dois agrupa-
mentos de gene OR 1natives separades longe um do cutro no
cromosscmo em cérebro (Figura 17). Interessantemente, fre-
gilientes contatos entre estes dols agrupamentos de gene OR
distantes foram também encontrados em figado fetal, onde e-
les ndo interagirdo com o agrupamento de gene OR gque contém
o leccus p-globina ativamente transcrito. Estes dados indicam
que interacdes nucleares entre agrupamentos de gene OR dis-
tintos ndo foram uma peculiaridade do tecide do cérebro fe-
tal analisado. Tentando especular gue tais contatos espaci-
ais facilitam a comunicacéo entre ¢s muitos genes OR neces-
sadrios para assegurar que & transcrito somente um alelo sim-
ples por neurénio olfativo (Shykind, B. (2005} Hum Mol Genet
14 Spec No 1, R33-9.

Exemplo B8

Organizacdo nuclear de dominics de cromafina ati-

Q

ves 2 Inatives

O

As cbservacfes agul descritas demenstram Jue naoc
somente regides gendémicas ativas, mas tambéem inativas, for-
Tam regides distintas ro escage nuclear gue envoelvem muitces

contates de lengo alcance, sugerindo fortemente que cada
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segmento de DNA tem seu préprio conjunto de interacdes pre-
ferido. Nossos dados sugerem que quando o locus fp-globina é
ligado, ele deixa um ambiente transcricional silencioso ge-
nédmico e entra em uma Area nuclear onde interacdes com domi-
nios ativos sdo favorecidos. Presume-se gue um reposiciona-
mento drastico como este mediante ativacdo transcricional
pode bem ser uma mafca distinta somente de genes especificos
de tecido que atingiram um certo nivel de expressdoc e, mais
importantemente, ficaram isolados dos outros genes ativos no
padrdo de cromossomo linear, como é o caso para PB-globina.
Propde-se que a rede extensiva de interagdes de longo alcan-
ce que sdo identificadas tanto entre loci gendémicos inativos
quanto entre ativos, reflita diferengas célula-para-célula
em conformagdes de cromossomo mais que sendo uma conseqiién-
cia de movimentos dindmicos durante interfase (Chakalova et
at. (2005) Nat Rev Genet 6, 669-77 (2005). Presumidamente,
diferentes graus de descondensagdo apds a divisdo celular
impulsionam as regides genémicas ativas para fora da croma-
tina inativa (Gilbert, N. et at. (2004) Cell 115, 555-66
(2004)) e contatos entre loci distante de composicdo de cro-
matina similar s&o estabilizados basicamente por meio das
afinidades entre proteinas ligadas a cromatina. Justaposicao
espacial entre loci distantes pode ser funcional, mas pode
também simplesmente ser a conseqiiéncia dos parceiros de des-
dobramento de um cromossomo. Enquanto loci individuais podem
mover em um volume nuclear restrito, a conformacdo geral de
um cromossomo serda amplamente mantida por todo o ciclo celu-

lar e exigindo divisdo celular para restabelecimento. Esta
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idéia estéd de acordo com estudos de imageamento de célula
vivas que mostram movimentos restritos de loci de DNA alvos
no interior nuclear (Chubb et at. (2002) Curr Biol 12, 439-
45 (2002)) e se ajustam bem aos estudos que mostram que a
informagdo da posic&o de cromatina nuclear é freqgiilentemente
propagada durante a divisdo celular sem ser conservado na
populacdo de células (Essers, J. et at. Mol Biol Cell 16,
769-75 (2005); Gerlich, D. et at.. Cell 112, 751-64 (2003)).

Aspectos adicionais 1

Aspectos adicionais da presente invengdoc sdo apre-
sentados a seguir nos paragrafos numerados.

1. Um conjunto de sondas complementares a cada la-
do de cada sitio de reconhecimento da enzima de restricéo
primaria no genoma de uma dada espécie (por exemplo, huma-
na) .

2. Um conjunto de sondas complementares a somente
um lado de cada sitio de reconhecimento da enzima de restri-
¢ao primdria no genoma de uma dada espécie (por exemplo, hu-
mana),

3. Um conjunto de sondas complementares a um lado
de cada outro sitio de reconhecimento da enzima de restricédo
primadria ordenado ao longo do padr&o linear do genoma de uma
dada espécie (por exemplo, humana).

4. Um conjunto de sondas complementares a um lado
de cada terceiro, gquarto, gquinto, sexto, sétimo, oitavo, no-
no, décimo, vigésimo, trigésimo, quadragésimo, gquinquagési-
mo, sexagésimo, septuagésimo octagésimo, nonagésimo ou um

centésimo sitio de reconhecimento da enzima de restricgao
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primé&ria ordenadas junto com o padrdo linear do genoma de
uma dada espécie (por exemplo, humana).

5. Um conjunto de sondas representando regides ge-
némicas de um dado tamanho (por exemplo, cerca de 50 kb, 100
kb, 200 kb, 300 kb, 400 kb, 500 kb, 1 Mb, 2 Mb, 3 Mb, 4 Mb,
5 Mb, 6 Mb, 6 Mb, 7 Mb, 8 Mb, 9 Mb ou 10 Mb) (por exemplo,
50 kb-10 Mb) em torno todos loci os conhecidos para ser en-
volvidos em translocagdes, delegdes, inversdes, duplicacgdes
e outros ré-arranjos gendmicos.

6. Um conjunto de sondas representando regides ge-
némicas de um dado tamanho (por exemplo, cerca de 50 kb, 100
kb, 200 kb, 300 kb, 400 kb, 500 kb, 1 Mb, 2 Mb, 3 Mb, 4 Mb,
5 Mb, 6 Mb, 6 Mb, 7 Mb, 8 Mb, 9 Mb ou 10 Mb) (por exemplo,
50 kb-10 Mb) em torno de uma selecdo de loci conhecido para
ser envolvida em translocacdes, deleg¢des, inversdes, dupli-
cagbes e outros ré-arranjos gendmicos.

7. Preferivelmente, a seqiiéncia 4C (bait) esta a
cerca de 50 kb, 100 kb, 200 kb, 300 kb, 400 kb, 500 kb, 1
Mb, 2 Mb, 3 Mb, 4 Mb, 5 Mb, 6 Mb, 6 Mb, 7 Mb, 8 Mb, 9 Mb, 10
Mb, 11 Mb, 12 Mb, 13 Mb, 14 Mb ou 15 Mb ou mais da seqliéncia
ré-arranjada atual (isto é, ponto de ruptura no caso de uma
translocacdo).

8. Um conjunto de sondas representando o genoma
completo de uma dada espécie, com cada sonda representando
um fragmento de restricdo simples obtido ou obtenivel apés
digestdo com uma enzima de restrigdo primaria.

9. Um conjunto de sondas representando o genoma

completo de uma dada espécie, com sondas igualmente distri-
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buidas junto com os padrdes do cromossomo lineares.

10. Um arranjo que compreende o conjunto de sondas
de acordo com qualquer uma dos pardgrafos 1-10.

11. Um método para analisar a freqiéncia de inte-
ragao de uma seqliéncia de nucleotideos alvo com uma ou mais
seqliéncias de nucleotideos (por exemplo, um ou mais loci ge-
némicos) que compreende o uso de uma seqiiéncia de nucleoti-
deos ou um arranjo de sondas ou um conjunto de sondas ou um
arranjo aqui descrito.

12. Um método para identificar uma ou mais intera-
¢bes de DNA-DNA que sdo indicativas de um estado da doenca
particular que compreende o uso de uma seqgiiéncia de nucleo-
tideos ou um arranjo de sondas ou um conjunto de sondas ou
um arranjo aqui descrito.

13. Um método de diagndéstico ou prognéstico de uma
doenc¢ca ou sindrome causada ou associada com uma mudanca em
um DNA-DNA gue compreende o uso de uma seqiiéncia de nucleo-
tideos ou um arranjo de sondas ou um conjunto de sondas ou
um arranjo aqui descrito.

1l4. Um método de arranjo para identificar um ou
mais agentes gque modulam ﬁma interagcdo de DNA-DNA que com-
preende o uso de uma seqiéncia de nucleotideos ou um arranjo
de sondas ou um conjunto de sondas ou uma sonda aqui descri-
ta

15. Um método para detectar a localizacdo de um
ponto de ruptura (por exemplo, uma translocagdo) que compre-
ende o uso de uma seqliéncia de nucleotideos ou um arranjo de

sondas ou um conjunto de sondas ou um arranjo aqui descrito.
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17. Um méteds vara deteztar a looaliracids s oma
Jelecic oo Covpraesends ooUes da UTa Zogiiniis de nulelti-o
decs ou um arranjo de sondas cu um conjuntc de scndas cu um

arranjo agqul descrito.

18. Um métecdo para detectar a localizagdc de uma
duplicacgdc que compreende ¢ usc de uma segléncia de nucleo-
tidecs ou um arranjoc de sondas cu um conjunto de sondas ou
um arranjo aqui descrito.

19. 0 usc de micrecarranjos em tecnclogla 4C para
identificar (todos) segmentos do DNA que estdo pertoc proxi-
midade da espacial de um segmento de DNA de escolha.

20. Um microarranjo contendo as sondas homélogas
as seqiiéncias de DNA diretamente adjacente aos sitios de re-
conhecimento da enzima de restricgdc primaria presente na re-
gido genémica que sdo incluides na anédlise (gue pode ser o
genoma coemplete ou parte do gencma): cada scnda localiza
preferivelmente dentro de 100 bp, ou no maximec a 300 bp de
um sitilo de reccrhecimente de erzima de restricadc primdria
unica, cu alterrnativamente e projetada entre cada sitioc de

recenhecimento da enzima de restrigdac primaria e seu sitic

[

de reccnhecimento de enzima de restricde secundarlia verto.
21. Um arranjo agqui descrito gue compreende sondas
ccmplementares as seqgiércias de locl selecicrades, em que ©

dito arranjo & representativo do genoma cemplete de uma dada
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23, Um arran®o de accerde com o paragrafc 21 ou pa-
riarafo T2, em o oJus a3 S200Enoias ae oot zelecicnados inclu-
crmoas cogilncoias gue oostic atd 20 Mk distantes do dito Lool.

24. Um métcdo para analisar a fregiéncia de inte-

racdo de uma segiiéncia de nucleotidecs alvo com uma ou mais
seqliéncias de nucleotideos de interesse (por exemplo, um ou
mais loci gendmico) gque compreende as etapas de:

{a) fornecer uma amostra de DNA reticuladoe;

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

(c) ligar as seqiéncias de nucleotideos reticula-
das;

(d) reverter a reticulagio;

(e} digerir as segiiéncias de nucleotideos com uma
enzima de restricdoc secundaria;

(f) ligar as segliéncias de nucleotideos;

{g) amplificar uma cu mais seqiéncias de nucleoti-

deos de interesse que sdc ligadas com a seqliéncia de nucleo-

a-

tidecs alve usande pels mencse dols iniciadores de clligonu-
cleotidec, em gue cada iniciader nibridiza para uma segién-
cia corhecida de DNA que flanguela as segiéncias de nucleo-

~izeos de interesse;

{n) hibridizar as segiéncias amplificadas para um

(i) determinar a freqgiéncia de interacdaoc sntre as
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sequéncias de DNA.

Aspectos adicionais 2

Aspectos ainda adicionais da presente invencdo sao
apresentados a seguir nos paragrafos numerados.

1. Uma seqiiéncia de nucleotideos circularizada que
compreende uma primeira e uma segunda seqliéncia de nucleoti-
deos separadas por um sitio de reconhecimento de enzima de
restrigdo primdria e uma secundaria, em que a dita primeira
seqliéncia de nucleotideos é uma seqliéncia de nucleotideos
alvo e a dita segunda seqiiéncia de nucleotideos é obtenivel
por DNA gendémico de reticulacdo .

2. A seqiéncia de nucleotideos circularizada de
acordo com o paragrafo 1, em que a seqliéncia de nucleotideos
alvo é selecionada do grupo que consiste em um promotor, um
intensificador, um silenciador, um isolante, uma regido de
anexa¢do de matriz, uma regido de controle de locus, uma u-
nidade de transcrigdo, uma origem de replicacdo, uma ponto
quente de recombinacdo, um ponto de ruptura de translocacéo,
um centrémero, um teldmero, uma regido densa em genes, uma
regido fraca em gene, um elemento repetitivo e um (viral)
sitio de integracdo.

3. A seqliéncia de nucleotideos circularizada de
acordo com o paragrafo 1, em gue a seqiéncia de nucleotideos
alvo é uma seqliéncia de nucleotideos que é associada com uma
doeng¢a, ou que causa a mesma, ou estd localizada a menos que
15 Mb em um padr&o de DNA linear de um locus que é associado
com uma doeng¢a, ou que causa a mesma.

4, A seqliéncia de nucleotideos circularizada de
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acorde com gualguer um dos paragrafeos 1-2, em 722 3 sedidn-

cia de nuc.eotlgeos aiveo € selecicnada do grupse Jgue consiste

em: AMLI, MLIL, ¥YOo, BZCL, BICR, ABII, IZH, L¥LL, TALl, TALZ,
IMOZ, TIR o/3 TCORS3 & HFCX ou ocutres o2l oassccilizdos zom doern-
24 fomz o dogzrito am "Catalogue ~2f Tirbalanced Chromoscme A
cerratcions oo plal. " Zid =diticon., Alkert Zohinzel. Berling

Walter de Gruyter, 20C1. ISBN 32-11-011607-3.

5. A seqgiléncia de nucleotidecs circularizada de
acordo com gualquer um dos paragrafcs 1-4, em que © sitio de
reconhecimento da enzima de restrigdo primadria é um sitio de
reconhecimento de 6-8 bp, preferivelmente selecionadc do
grupo que consiste em BgIII, HindIII, £EcoRI, BamHI, Spel,
PstI e Ndel.

6. A segiiéncia de nuclecotideos circularizada de
acerdo com gqualguer um dos paragrafos anteriores, em gue ©
sitic de reconhecimento da enzima de restricdo secundaria é
um sitic de reconhecimento segiéncia de nuclectidecs de 4 ou
5 kp.

7. A segliénciz de nucleotidecs circularizada de
acordo com qualguer um dos paragrafos anteriores, em que ©
sitio de reconhecimentc da enzima de restrigidc secundaria

1

ccailzado a mais gue cerca de 30 bp do sitic de res-

6]
wu
ct
W
}_ 1

o
I

¢t
}J
()

cA0 primaria.,

2. A seqUéncia de nuclectideos circularizada de
accrdo com qualguer um dcs paragrafos ancterliores, em Jue a
segliéncia de nuclectidess & marcada.

5. Tma seqgiéncia de ruclectidecs gue ccmpreende

uma primeira e uma segurda seguiéncla de nucleotideocs separa-
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nacsiectidecs e uoma seglérncla de nusiegtidecs 21va, a ssgunda
segiércia de nuclsotidecs £ cbitenivel por INA genimico de
roticulozic o2m o ozo2 oz dita segurda seqgdéroia de nuclectldecs
Cruid a Seglfncoa Jde hucliestldeds alve.

10, Um metcde para preparar uma ssgudncia de nu-
clectidecs circularizada que compreende as etapas de

3

{a} fornecer uma amostra de DNA reticuladc:

{b) digerir o DNA reticulado com uma enzima de
restricdo primaria:

(c}) ligar as segliéncias de nucleotidecs reticula-
das;

{d) reverter a reticulacio

{(e) digerir as seqléncias de nuclecotideos com uma
enzima de restricgdc secundaria; e

(f) circular as seqiigncias de nuclectideos.

11. Um método para preparar uma sequéncia de nu-
cleotideos gque compreende as etapas de:

{a) fornecer uma amostra de DNA reticulado;

(b} digerir o DNA reticulado com uma enzima de

restrigdc primaria;

[t
b
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rc) ligar as

i
(1]

qu

[
o8]
143}

id) reverter a reticulagacg:

(b

e; digerir as segiéncias de nuclectldeos zom uma
enzima de restrigdo sacurdaria;

ify circular as segléncias de nucleotideos; e
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(g) amplificar uma ou mais seqgiliéncias de nucleoti-
deos ligadas a seqiiéncia de nucleotideos alvo.

12. Um método de acordo com o paragrafo 11, em que
a seqliéncia de nucleotideos circularizada visada é lineari-
zada antes da amplificacgéo.

13. Um método de acordo com o paragrafo 12, em que
a seqliéncia de nucleotideos visada circularizada é lineari-
zada usando uma enzima de restricdo que reconhece um sitio
de reconhecimento de 6 bp ou mais.

14. Um método de acordo com qualquer um dos para-
grafos 10-13, em que a seqliéncia reticulada de nucleotideos
é amplificada usando PCR

15. Um método de acordo com o pardgrafo 14, em que
a seqgliéncia reticulada de nucleotideos é amplificada usando
PCR inversa

16. Um método de acordo com o paragrafo 14 ou pa-
ragrafo 15, em que é usado o Sistema PCR Padr&o Expand Long
(Roche) .

17. Um método para analisar a freqiiéncia de inte-
ragdo de uma seqgiiéncia de nucleotideos alvo com uma ou mais
seqliéncias de nucleotideos (por exemplo, um ou mais loci ge-
némico) que compreende o uso de uma seqiéncia de nucleoti-
deos de acordo com qualquer um dos pardgrafos 1-9.

18. Um arranjo de sondas imobilizadas em um supor-
te que compreende uma ou mais sondas que hibridizam ou sdo
capazes de hibridizar para uma seqiiéncia de nucleotideos de
acordo com qualquer um dos paragrafos 1-9.

19. Um conjunto de sondas complementares em se-
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quiéncia «<om a4 seqiéncia de acido nucléico zdizccont: o cada

um dos sitics de reconhecimento da enzima de restricdo pri-

marla ae uma =nzIima priTaria restrigzdac no ZNA Jendmico.

Z27. Um conjunto de scordas de 2C0rdc Tom o Caragra-
o 12, <m o guc 33 sondas s3c complementares =am seqiiérncia Jom
a seqguencia de 4dcido nucléico =u,zusii= o oada Ladl 28 cada

um des sitios de recconhecimento dz enzima de restricdc pri-

=

maria de uma enzima de restricdo primaria no DNA gendmicc.

21. Um conjuntc de sondas de acordo com © paragra-
fo 19 ou paragrafo 20, em gque as ditas scondas sdo complemen-
tares em seqiéncia com a segliéncia de acido nucléico que es-
ta menos que 300 pares base de cada um dos sitios de reco-
nhecimento da enzima de restrigdo primaria de uma enzima de
restricdo primaria nc DNA gendmico.

22. Um conjunto de sondas de acordo com qualqguer
um dos paragrafos 19-21, em que as sondas sdo complementares
a sequiéncia gque estd a menos de 300 bp de cada um dos sitios
de reconhecimentc da enzima de restri¢do primaria de uma en-
zima de restrigdo primaria em DNA gendmico.

23. Um conjunte de sondas de acordo com qualquer
um dos raragrafos 19-22, em gue as scndas sdo ccmplementares
a seqgléncia que esta entre 200 e 3200 bp de cada um dos si-

de

AN

tics de reccnhecimento da enzima de restricgdc primari

¢ primdria nc INA genémico.

fn

uma enzima de restrig

24, Um conjunte de sondas de acordo com gualqguer
um dos paragrafos 19-23, em gue as scndas sd&0 complementares
3 segiéncia gue esta entre 100 o 200 kp de cada um dos si-

tics de recconhecimento da enzima de restricdo primaria de
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23, Um conjunto de sondas de acordo com Jualjasr
um dos paragraics 13-Z4, em o gue Iuas Ccua mals das sordas &0
projetadas gue sac carazss de nilkrializar com a seJisrncia ad-
CalenlLe & CJaca 2itlc de raconhecimernto da enzima de restri-
CA0 PELMAr1a Jde umd ensima Jde cestolgas grimaria oo CHA ge-

némico.

2€. Um conjunto de sondas de acordo com ¢ paragra-
fo 25, em gue as socondas sobrepdem-se, ou scbreplem-se parci-
almente.

27. Um conjunto de scondas do paragrafo 26, em gue
a sobreposicdc & mencos gue 10 nuclectideos.

28. Um conjunto de sondas de acordc ccm gualguer
um dos paragrafos 19-27, em gue a sequiéncia de sondas cor-
responde a toda cu parte da seqléncia entre cada um dos si-
tios de reconhecimento da enzima de restricio primaria de
uma enzima de restricdo primaria ¢ cada um dcs primeircs si-
tios de reconhecimento de enzimz de restrigdoc secundaria vi-
zinhos de uma enzima de restrigdo secundaria.

29. Um conjunto de sondas de acordo com qualguer
um dcs paragrafes 19-28, em que cada sonda é pelo mencs 25

mer.

[

30. Um cenjunte de sondas de accrde ccm gualgue
um dos paragrafos 13-2%, em que cada uma das sondas & 25-60
mer.

31. Um processo para preparar um <Scnjunto de son-
das qgue compreende as etapas Jde:

icar cada um dos sitios de reconheci-
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restrizdc primaria em KA Jendmioo;
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S SAINTSTIZAY ad 5Ji.das; <

(d} combinar as sondas entre si para formar um

conjunto de sondas ou substancialmente um conjunto de son-
das.

32. Um processo de accrdo com o paragrafo 31, em
gue as sondas sdo produtos de amplificagaoc PCR.

33. Um conjuntc de sondas, ou substancialmente um
conjunto de sondas obtido cu obtenivel pelo processo de a-
cordo com ¢ pardgrafo 31 ou paragrafo 32.

34. Um arranjo compreendendce um arranjc de sondas
de acordo com o paragrafo 18 cu substancialmente o conjunto
de scndas de acordo com gualquer um dos paragrafos 18-30 ou
33.

35. Um arranjo que compreende o conjunto de scndas
de acordo com gualguer um dos paragrafcs 19-30 ou 33.

36. Um arranijo de accrdo com o paragrafe 34 ou pa-

gue ¢© arranjc cerca de 2CC.C0CC-

ccmpreende

37, Um arrantc de accrdoc com gualguer um docs para-
grafcs 24-36, &m que ¢ arranto compresnde IZerca de 363..uU
ou mais scondas, vreferivelmentce, cerca de 753.0C scndas,
mais craferivelimente, 6 x 720.300 scndas.
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grafos 34-37, em que, se o numero de sondas exceder o numero
de sondas que pode ser contido em um arranjo simples, entéo
0 arranjo compreenderd ou consistird em uma representacdo do
genoma completo de uma dada espécie em baixa resolucdo.

39. Um arranjo de acordo com o paragrafo 38, em
gque uma a cada 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10 sondas ordenadas
em um padrdo de cromossomo linear é contida no arranjo.

40. Um processo para preparar um arranjo que com-
preende a etapa de imobilizar em um suporte substancialmente
sélido o arranjo de sondas de acordo com o paragrafo 18 ou
substancialmente o conjunto de sondas de acordo com qualqguer
um dos paragrafos 19-30 ou 33.

41. Um processo para preparar um arranjo gue com-—
preende a etapa de imobilizar em um suporte sdélido o arranjo
de sondas de acordo com o paragrafo 18 ou o conjunto de son-
das de acordo com qualquer um dos paragrafos 19-30 ou 33.

42. Um arranjo obtido ou obtenivel pelo método de
acordo com o paragrafo 40 ou paragrafo 41.

43. Um método para analisar a freqliéncia de inte-
racdo de uma seqliéncia de nucleotideos visada com uma ou
mais seqiiéncias de nucleotideos (por exemplo, um ou mais lo-
ci gendémico) que compreende as etapas de:

(a) fornecer uma amostra de DNA reticulado;

(b) digerir o DNA reticulado com uma enzima de
restricao primdaria;

(c) ligar as seqliéncias de nucleotideos reticula-
das;

(d) reverter a reticulacéao;
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(£} zirzu_zar as seqliéncias He nucizc-idecs;
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(h} determinar a freqgiéncia de interacdoc entre as
seqguiéncias de DNA.

44. Um método para identificar uma ou mais intera-
¢Ges de DNA-DNA gue sdo indicativas de um estado da doencga
particular gue compreende as etapas de:

{a} fornecer uma amostra de DNA reticulado de uma
céiula doente e um nac doente;

(b} digerir o DNA reticulado em cada um das amcs-—
tras com uma enzima de restricao primaria;

{c) ligar as seqgiiéncias de nucleotideos reticula-
das;

(d) reverter a reticulacgdo;

{e) digerir as sequéncias de nucleotideos ccm uma
enzima de restrigdc secundaria;

(£) circular as seqgléncias de nuclectidecs;

(g) amplificar uma ou mais seglidncias gue sac li-
gadas a segténcia de nucleotidecs aivo;

irn) hipridizar cpcicnalmente as seqidncias de nu-
clectlidecs amp.ificadas para um arran-to; e

I; Jdetermirnar z Ireglifncia de interacgidc entre as
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uma irnteracdo de DNA-DNA que compreende as etapas de:
H,

(a) forrnecer uma amostra de DNA reticulado de um

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

(c) ligar o seaquéncias de nucleotideos reticula-
das;

{(d) reverter a reticulacldo;

(e} digerir as segléncias de nuclecotideos com uma
enzima de restricdc secundaria;

(f) circular as seqgiéncias de nucleotideos;

{g) amplificar uma ou mais seqléncias que sac li-
gadas a seqléncia de nuclectideos alvo;

(h} hibridizar opcionalmente as segiéncias ampli-

ficadas de nucleotideos para um arranjo;
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(1) determirar a fregdéncia de
segliéncias de CHA; e
{

) comparar a fregiéncia de interacdc entre as

e
0

seqiéncias de DNA ceom aquela de um ceontrole ndo atetado;
em que ura diferenga entre o valor obtide do con-
-r2le & o valcr cbtidc do suteito & indicativo gue ¢ suleito

sofre da doenca ou sindrome ou & indicativo gque o suieito
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UM paarac inverso Jde Lrequenclas Je lniteracdos Jde Cha-ZRA pa-
ra a amcstira ac sujelto comparads com ¢ contrele é indicati-
vo de uma inversao.

48. Um metodo de acordo com o paragrafo 45 em que
uma redugdo na 1interacdo de Ifreqiéncia de DNA-DNA com a a-
mestra do sujeito comparadc com o controle, em combinagdo
com um aumentc na interagdc de fregliéncia de DNA-DNA para
regides mais distantes, & indicativa de delegao.

49. Um método de acordc com o pardgrafoc 45, em gque
um aumento ou uma diminuigdc na interagido de fregliéncia de
CNA-CNA com a amostra do sujeito comparado com o controle &
indicativo de uma duplicacdc ou insercgéo.

50. Um métode de acorde com qualgquer um dos para-
grafos 45-49, em gue carictipagem espectral e/ou FISH é& usa-
do antes de realizar o dito método.

51. Um métcdc de accrdo com gqualquer um dos para-

graics 45-50, em que a dcenga e uma deoenca genética.

fn

52. Um meéeccde de acorde com gualguer um dos par
grafces 45-51, em que a doenga é céncer.
53. Um metcdo de diagndstico ou prognéstico de uma
a ou sindrcme causada ou asscclada ccem ura mudanca em
uma iInterasic de CTNA-DZHNA gue cempreende as =2tapas de:

fa) fornecer uma amostra de DNA reticulado de um
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i digerir o DNA reticuiado com uma enzima de
Yes3Trigac prirmarias
iz, ligar as segliéncilas de nucleoctldecs rellliuia-

id) reverter a reticu.acac;

le; digerir as seqUéncias de nuclectidecs zcocm uma
enzima de restricgio secunddria;

(f) circular as segliéncilas de nucleotidecs:

{g) amplificar duas ou mails segléncias que sdo 1li-
gadas a seqgléncia de nucleotideos alvo(s);

(hy marcacdo o duas ou mais seqgliéncias amplifica-
das;

(i) hibridizar as seqUéncias de nucleotideos em um
arranjo;

(7)) determinar a fregiéncia de interagdo entre as
segiiéncias de DHNA; e

{3) identificar um ou mais loci que foram submeti-
dos a um ré-arranjo genémico que é associado com uma dcenga.

54. Um método de acorde com o paragrafo 53, em gque
as duas ¢u mais segliéncias amplificadas sdoc diferencialmente

marcadas.

Fh
O

55. Um métcdo de accrde ccm © parag

r

a 54, em gue
as duas ou mnais seqgléncias amplificadas sdc identicamente

marcadas guandc as seqléncias residem em diferentes cromes-

(]

£4. Tm métcdo de accrds com o paragraic 53, am gue

nas ou mals segliéncilas amplificadas s3o identicamente

v
o1}
[
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2z 322 modu’zr uma interag¢do de DNA-DN2Z gue ccom-

(aj coleccar em contato uma amcstra com um ou mais
agentes;

{b) fornecer DNA reticulado da amostra;

{c} digerir o DNA reticulzadec com uma enzima de
restrigac primaria;

(d) ligar as seqglUéncias de nucleotideos reticula-
das;

(e) reverter a reticulacdo;

(f} digerir as seqiéncias de nucleotideos com uma
enzima de restricdo secundaria;

(g) circular as sesgléncias de nucleoctidecs;

(h) amplificar uma ou mais segliéncias de nucleoti-
deos que sdo ligadas a seqUéncia de nucleotideos alvo;

(1} hibridizar opcionalmente as segléncias ampli-
ficadas de nucleotidecs para um arranjo; e

Loy

(7; determinar a fregliéncia de interacdo entre as

em zue uma diferencga entre (i) a fregiéncia de in-
Teragac anire as segliéncias de DNA ra pres=anga Jdc agente s
'1i) a frsgléncia de interacdc entre as seqgiéncias de DNA na
auséncla de agente & indicative de um agente gue mcdula a

interacdc de CNA-THA.
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CINTI S8 ruptira Bor E€XE€Np_S, uma wrans.cCcazac’ gue Cormpre-
nae 38 =2TCacas de:

fornecer uma zmcstra de TMNA reviculadzs; by di-

das;

{d) reverter a reticulacédo;

(e} digerir as seqgliéncias de nucleotidecs com uma
enzima de restricgdoc secundaria;

(f) circular as seqgléncias de nuclectidecs;

(g) amplificar uma ocu mais seqgliéncias gue s&o 1li-
gadas a seqgiéncia de nucleotideos alvo;

(h) hibridizar opcionalmente as sequéncias ampli-
ficadas de nucleotidecs para um arranijo;

(1) determinar a fregiiéncia de interagdo entre as
seqiéncias de DNA; e
(1) comparar a fregiéncia de interacgdc entre as
sequiéncias de DNA com aquela de um controle;

em que um transicao de baixa a alta interacio de
fregliéncia de DNA-DNA na amcstra comparado com © contrele é
indicative da localizacdc de um ponto de ruptura.
para detectar a Lcoccalizagio de

metcdo

53, Um
inversdc gue compreende as etapas de:
oNA reticulade com uma enzZima de

L) digerir o

rimaria;
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ic; ligar as segiénclas de
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das,
{(d) revercter a retioi.alal;
“ 3 ey e Y e oA~ g R Y im O,
{e} 2igerlr as s=sguénct 4% Je nul.selTliecs Iom UrTA
erzima de restricidc secundarias;
- () roular 3= =egiiénctias nuclectidens;
- “ U - — YA UL - = o
() enpllflZor uma ou mate g=2glénclizs e &30 Tio

gadas a seqiéncia de nuclectideocs alvo;

{hy hibridizar opcicnalmente as seqgiéncias ampli-

ficadas de nuclectideos para um arranjo;

10 {1} determinar a freqiiéncia de interagdc entre as

seqgiéncias de DNA; 2

(j) comparar a freqiéncia de interagdc entre as

seqgiiéncias de DNA com a de um controle;

em gue um padrdo inversc de freqléncias da intera-

c3c de DNA-DNA ccm a amostra comparado com o controle & in-

15
dicativo de um inversao.
60. Um métocdo para detectar a localizagao de uma
delecdo gue compreende as etapas de;
(a) fornecer uma amostra de DNA reticulado;
20 {b) digerir o DNA reticulado com uma enzima de
restrigdo primé&ria;
(¢; ligar as seqiéncias de nuclectidecs reticula-
da;
1d; rever<ter a r=aticulaglaoc:;
Z5 2; dlgerir as seguéniLas as rnuc_ectlidecs om o Lna
enzima de restrigdo secundaria;
I} circular as segiéncias de nuclectldecsy
sdac Li-

arplificar uma cu mais seqiiéncias que
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seglidncias de DNA com a de um corntrele;

em que uma redugdc na interagidc de fregiéncia de
DNA-DNA com a amostra comparado com ¢ centrole é indicativo
de delecdo.

6l. Um método para detectar a localizaci&o de uma
duplicacido gque compreende as etapas de:

(a) fornecer uma amostra de DNA reticulado;

(b) digerir ¢ DNA reticuladec com uma enzima de
restrigdo primaria;

(c) ligar as segiiéncias de nuclectidecs reticula-
das;

(d) reverter a reticulacgio,

(e) digerir as segiéncias de nucleotideos com uma
enzima de restricgac secundaria;

{F) circular as seqgiiénclas de nuciectideos;

(J; amplificar uma o1 malis seqgiéncias gue sdo 1i-

gadas a segidéncia de nuclectidecs alve;
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comparar a freqgiéncia de interagd3oc entre as
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seuucilias de DNA comoa dooum o oontrolay

el Jue  Jin duments cu dma diminuligdc em frzeglidncia
2e Interazdc de IDNA-DNA gcom oa amestra do suteltc comparads
Zom oo Controle 2 Indicatlve de uma Jdupllicagidc Tu insercgic

270 T oagerte obtido ou cbtenivel relo métcede de

Srtali e GE allldl Jo o paragra

£3. Usc Jde uma seqgliéncia de nuclectidecs de acordo
com qualquer um dos paragrafcs 1-9 para identificar uma cu
mais interagdes de DNA-DNA em uma amcstra.

64. Usc de uma seqiiéncia de nucleotideos de acordo
com qualgquer um dos paragrafos 1-9 para o diagndstico ou
progndéstico de uma doenga ou sindrome causada ou associada
com uma mudanga em uma intera¢do de DNA-DNA,.

65. Usc de um arranjo de sondas de acordo com ©
paragrafo 18 cu ¢ conjunto de sondas de acorde com gualqguer
um dos pardgrafos 19-30 ou 33 para identificar uma ou mais
interacdes de DNA-CNA em uma amostra.

66. Uso de um arranjo de sondas de acordo com o
paragrafo 18 ou o conjunto de sondas de acordo com gualguer
um dos paragrafos 19-30 ou 33 para o diagndéstico cu prognds-—
ticc de uma doenca ou sindrome causada ou assocliada com uma
mudance em uma interacdc de DNA-INA.

€7. Uso de um arranijo, de accrde com qualaqusr um
dos paragrafos 24-392 ou 42 para ldentificar uma ocu mals in-
Teragcées de DNA-DNA =m urma amcstra.

£8. Uso de um arran-c de acordac Zom Juaiguer um

fh
a1l

dcs paragraics Z4-39 cu 42 para o diagndédstico ou prognésTticco

de uma decenca cu sindrome causada ou asscciada com uma mu-
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acillw &I Lma LnTarogiz ds IMA-DVA
o2, Uso de acorde com o Zualgusr o our dos Larairaics
©4, €< CL €%, 2m oJue o diagndsTico ou progndsticc & dlaanis-
TLIC Cu prognésticic pra-natal.
70. Um ~&-~d~ substancialmente zzui descrizo e com

referéncia a qualquer dos Exemplos ou Figuras.

71, Um arranjo de sondas substancialmente aqui
descrito e com referéncia a qualquer dos Exemplos ou Figu-
ras.

72. Um conjunto de sondas substancialmente aqui
descrito e com referéncia a qualquer dos Exemplos ou Figu-
ras.

73. Um processc substancialmente aqui descrito e
com referéncia a qualguer dos Exemplos ou Figuras.

74 _.Um arranjo substancialmente aqul descrito e ccm
referéncia a qualquer dos Exemplos cu Figuras.

75. Um métodoc de arranic substancialmente aquil
descrito e com referéncia a gualquer dos Exemplos ou Figu-
ras.

7€. Um agente substancilalmente aguil descrito e com
referéncia a qualgquer dos Exemplos ou Figuras,

77. Um usc substancialmente aquil descritc e com

referéncia a gualguer dos Exemplos cu Figuras.
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das estdc aqui incorporadas pela referéncia. Varias modifi-
cacdes e variagles dos métodos descritos e sistema da inven-
cdo ficaraoc aparentes aos versados na tecnologia sem fugir
do escopo e espirito da invengdo. Embora a invengido seja
descrita ccm relagdo as medalidades especificas preferidas,
deve-se entender gue a invengdo reivindicada n3oc se limitara
indevidamente a tals mecdalidades especificas. Efetivamente,

-

varilas mecdificagles das maneiras descritas para realizar a

cdialr

(1)
l,)
s

invengac que sao dépvias acs versadcs em plolcgia mol
cu campes relacicornades estardo no esceopo das relvindicacies

seguintes.
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REIVINDICACOES

1. Método para analisar a freqiiéncia de interacao
de uma seqgiiéncia de nucleotideos alvo com uma ou mais
seqgiliéncias de nucleotideos de interesse (por exemplo, um ou
mais loci gendmicos), CARACTERIZADO pelo fato de que
compreende as etapas de:

(a) fornecer uma amostra de DNA reticulado;

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

(c) ligar as seqgiliéncias de nucleotideos
reticuladas;

(d) reverter a reticulacao;

(e) digerir as seqgiliéncias de nucleotideos com uma
enzima de restrigdo secunddria;

(f) ligar wuma ou mais seqgliéncias de DNA de
composicdo de nucleotideo conhecida ao(s) sitio(s) de
digestdo de enzima de restrigdo secunddria disponivel(s) gque
flanqueia(m) wuma ou mais seqliéncias de nucleotideos de
interesse;

(g) amplificar uma ou mais seqgliéncias de
nucleotideos de interesse usando pelo menos dois iniciadores
de oligonucleotideo, em gque cada iniciador hibridiza para as
seqgiliéncias de DNA que flanqueiam as seqgliéncias de
nucleotideos de interesse;

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

(1) determinar a freqgiiéncia de interacdo entre as

seqgiliéncias de DNA.
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2. Método, de acordo com a reivindicacdao 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que a reagdo da ligagdo na etapa
(f) resulta na formagao de circulos de DNA.

3. Método, de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2,
CARACTERIZADO pelo fato de que a seqiiéncia de nucleotideos
alvo é selecionada do grupo gue consiste em um rearranjo
gendémico, promotor, um intensificador, um silenciador, um
isolante, uma regido de anexacdo de matriz, uma regido de
controle de locus, uma unidade de transcricdo, uma origem de
replicacdo, um ponto quente de recombinagdo, um ponto de
ruptura de translocacdo, um centrdédmero, um teldmero, uma
regido densa em genes, uma regido pobre em genes, um
elemento repetitivo e um sitio de integracgédo (viral).

4. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 3, CARACTERIZADO pelo fato de dque a
seqiiéncia de nucleotideos alvo é uma seqliéncia de
nucleotideos que estd associada com uma doenga, ou causa a
mesma, ou €& localizada até 15 Mb ou mais em um padrao de DNA
linear de um locus que é associado com uma doenca, ou causa
a mesma.

5. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 4, CARACTERIZADO pelo fato de dque a
seqliéncia de nucleotideos alvo é selecionada do grupo que
consiste em: AML1, MLL, MYC, BCL, BCR, ABLl, IGH, LYLI,
TALl, TAL2, LMO2, TCRa/6, TCRB e HOX ou outros loci
associados com doencga.

6. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 5, CARACTERIZADO pelo fato de dque a
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enzima de restricdo primdria € uma enzima de restricdao que
reconhece um sitio de reconhecimento de 6-8 bp.

7. Método, de acordo com a reivindicacdo 6,
CARACTERIZADO pelo fato de que a enzima de restrigdo
primaria é selecionada do grupo que consiste em BglII,
HindIII, EcoRI, BamHI, Spel, Pstl e Ndel.

8. Método, de acordo com gualgquer uma das
reivindicagdes 1 a 7, CARACTERIZADO pelo fato de que a
enzima de restricdo secundéaria é uma enzima de restricdo que
reconhece um sitio de reconhecimento de seqgiiéncia de
nucleotideos de 4 ou 5 bp.

9. Método, de acordo com gualgquer uma das
reivindica¢des 1 a 8, CARACTERIZADO pelo fato de que o sitio
de reconhecimento da enzima de restrigcdo secundaria esta
localizado em mais que cerca de 350 bp do sitio de restricgéao
primdria na seqliéncia de nucleotideos alvo.

10. Método, de acordo com qualgquer uma das
reivindicagdes 1 a 9, CARACTERIZADO pelo fato de que a
seqgiliéncia de nucleotideos é marcada.

11. Método para analisar a freqgiiéncia de interacéo
de uma seqgiiéncia de nucleotideos alvo com uma ou mais
seqgliéncias de nucleotideos (por exemplo, um ou mais loci
gendmicos), CARACTERIZADO pelo fato de gque compreende as
etapas de:

(a) fornecer uma amostra de DNA reticulado;

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

(c) ligar as seqgiliéncias reticuladas de
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nucleotideo;

(d) reverter a reticulacao;

(e) digerir as seqgiliéncias de nucleotideos com uma
enzima de restrigdo secunddria;

(f) circular as seqiiéncias de nucleotideo;

(g) amplificar a wuma ou mais seqgiliéncias de
nucleotideos que sdo ligadas a seqgiiéncia de nucleotideos
alvo;

(h) hibridizar opcionalmente as seqiiéncias
amplificadas em um arranjo; e

(1) determinar a freqgiiéncia de interacdo entre as
seqgiliéncias de DNA.

12. Método para identificar uma ou mais interagdes
de DNA-DNA que sao 1indicativas de um estado da doenga
particular, CARACTERIZADO pelo fato de dque compreende a
etapa de realizar as etapas (a)—-(i) conforme definidas nas
reivindicagdes 1-11, em gue na etapa (a) uma amostra de DNA
reticulado ¢é fornecida de uma célula doente e uma nao
doente, e em que uma diferenca entre a freqgliéncia de
interagdo entre as seqiiéncias de DNA das células doente e
ndo doente indica que a interagdo de DNA-DNA é indicativa de
um estado de doencga particular.

13. Método de diagnéstico ou progndéstico de uma
doenca ou sindrome causada ou associada com uma mudanga em
uma interagdo de DNA-DNA, CARACTERIZADO pelo fato de que
compreende a etapa de realizar as etapas (a)-(i) conforme
definidas nas reivindicag¢bes 1-11, em dque a etapa (a)

compreende fornecer uma amostra de DNA reticulado de um
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sujeito; e em que a etapa (i) compreende comparar a
freqiiéncia de interacdo entre as seqgliéncias de DNA com a de
um controle ndo afetado; em que uma diferenca entre o valor
obtido do controle e o valor obtido do sujeito € indicativa
que o sujeito sofre da doenca ou sindrome ou é indicativa
gue o sujeito sofrera da doenga ou sindrome.

14. Método, de acordo com a reivindicacdo 13,
CARACTERIZADO pelo fato de gue uma transicdo de freqliéncia
de interacdo baixa para alta é indicativa da localizacao de
um ponto de ruptura equilibrado e/ou desequilibrado.

15. Método, de acordo com a reivindicacdo 13,
CARACTERIZADO pelo fato de gque um padrdo inverso de
fregliéncias da interagcdo de DNA-DNA para a amostra do
sujeito comparado com o controle é indicativa de um inversao
equilibrada e/ou desequilibrada.

16. Método, de acordo com a reivindicacdo 13,
CARACTERIZADO pelo fato de que uma redugdo na freqiiéncia de
interacdo de DNA-DNA para a amostra do sujeito comparada com
o controle, em combinacdo com um aumento na frequéncia
interacdo de DNA-DNA para regides mals distantes, é
indicativa de uma delecdo equilibrada e/ou desequilibrada.

17. Método, de acordo com a reivindicacdo 13,
CARACTERIZADO pelo fato de que um aumento ou uma diminuigdo
na frequéncia interacdo de DNA-DNA para a amostra do sujeito
comparado com o controle é indicativo de uma duplicacdo ou
insercdo equilibrada e/ou desequilibrada.

18. Método, de acordo com qualgquer uma das

reivindicagdes 13 a 17, CARACTERIZADO pelo fato de que
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cariotipagem espectral e/ou FISH é usado antes de realizar o
dito método.

19. Método, de acorde com qualquer uma das
reivindicagdes 13 a 18, CARACTERIZADO pelo fato de que a
doenca é uma doenca genética.

20. Método, de acordo com qualgquer uma das
reivindicag¢des 13 a 19, CARACTERIZADO pelo fato de que a
doenca é céncer.

21. Método de diagndéstico ou progndéstico de uma
doenca ou sindrome causada ou associada com uma mudanga em
uma interagdo de DNA-DNA, CARACTERIZADO pelo fato de que
compreende a etapa de: realizar as etapas (a)-(i) conforme
definidas nas reivindicagbes 1-11, em que a etapa (a)
compreende fornecer uma amostra de DNA reticulado de um
sujeito; e em que o dito método compreende a etapa adicional
de: (j) identificar um ou mais loci que foram submetidos a
um rearranjo gendmico que é associado com uma doencga.

22. Método, de acordo com a reivindicagdo 21,
CARACTERIZADO pelo fato de que as duas ou mais seqiiéncias
amplificadas sdo diferencialmente marcadas.

23. Método, de acordo com a reivindicagdo 21,
CARACTERIZADO pelo fato de que as duas ou mais seqiiéncias
amplificadas sdo identicamente marcadas quando as seqiiéncias
residem em diferentes cromossomos.

24. Método, de acordo com a reivindicagdo 21,
CARACTERIZADO pelo fato de que as duas ou mais seqiiéncias
amplificadas sdo identicamente marcadas quando as seqiiéncias

residem no mesmo cromossomo a uma distdncia que é grande o
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bastante para minima sobreposicdo entre sinais de interacéo
de DNA-DNA.

25. Método de arranjo para identificar um ou mais
agentes que modulam uma interagdo de DNA-DNA, CARACTERIZADO
pelo fato de que compreende as etapas de:

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

(b) realizar as etapas (a) a (1) conforme
definidas nas reivindicag¢bes 1-11, em dque a etapa (a)
compreende fornecer DNA reticulado da amostra;

em que uma diferenca entre (i) a freqiiéncia de
interacdo entre as seqiiéncias de DNA na presenca do agente e
(ii) a freqgliéncia de interacdo entre as seqiiéncias de DNA na
auséncia do agente é indicativa de um agente que modula a
interagdo de DNA-DNA.

26. Método para detectar a localizagdo de um ponto
de ruptura equilibrado e/ou desequilibrado (por exemplo, uma
translocagdo), CARACTERIZADO pelo fato de compreender as
etapas de:

(a) realizar as etapas (a) a (1) conforme
definidas nas reivindicacdes 1-11; e

(b) comparar a freqiiéncia de interacdo entre as
seqgliéncias de DNA com a de um controle;

em gue uma transicdo da freqgliéncia de interacdo de
DNA-DNA baixa para alta na amostra comparada com o controle
é indicativa da localizagdo de um ponto de ruptura.

27. Método para detectar a localizacdo de uma

inversdo equilibrada e/ou desequilibrada, CARACTERIZADO pelo
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fato de que compreende as etapas de:

(a) realizar as etapas (a) a (1) conforme
definidas nas reivindicacgdes 1-11; e

(b) comparar a freqiiéncia de interacdo entre as
seqgiliéncias de DNA com a de um controle;

em gue um padrdo inverso de freqiiéncias de
interagcdo de DNA-DNA para a amostra comparadas com O
controle é indicativo de um inverséao.

28. Método para detectar a localizagcdo de um
delecgdo, CARACTERIZADO pelo fato de que compreende as etapas
de:

(a) realizar as etapas (a) a (1) conforme
definidas nas reivindicacgdes 1-11; e

(b) comparar a freqiiéncia de interacdo entre as
seqgiliéncias de DNA com a de um controle;

em que uma reducdo na frequéncia de interacdo de
DNA-DNA para a amostra comparada com o controle é indicativa
de delecéo.

29. Método para detectar a localizacdo de um
duplicagdo, CARACTERIZADO pelo fato de gque compreende as
etapas de:

(a) realizar as etapas (a) a (1) conforme
definidas nas reivindicacgdes 1-11; e

(b) comparar a freqiiéncia de interacdo entre as
seqgiliéncias de DNA com a de um controle;

em que um aumento ou uma diminuicdo na frequéncia
de interacdo de DNA-DNA para a amostra do sujeito comparado

com o controle é indicativo de uma duplicacdo ou insercao.
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“CAPTURA K CARACTERTZACAO DF CROMATTINA CO-
LOCALIZADA (4C)7

A presente invengac diz respeito em um aspecto a
uym método para analisar a fregléncia de interacao de uma
segiiéncia de nucleotideos alvo com uma ou mais seglénclas de
nucieotideos de interesse (por exemplo, um ou mais loci
gendmicos) gque compreende as etapas de: (a) fornecer uma
amostra de DNA reticulado; (b) digerir o DNA reticulado com
uma enzima de restricdc primaria; (c) ligar as segiiéncias de
nucleotideos reticuladas; (d} reverter a reticulacdo; (e)
digerir as seqiiéncias de nucleotideos com uma enzima de
restricdo secundaria; (f) ligar uma ou mails segléncias de
DNA de composicdo de nucleotideo conhecida ao (s) sitio (s)
de digest&o de enzima de restrigdo secundaria disponivel gue
flanqueiam uma ou mals segléncias de nucleotideos de
interesse; (g) amplificar uma ou mals seqiiéncias de
nucleotideos de interesse usando pelo menos deils iniciadores
de oligonucleoctideo, em que cada iﬁiciador hibridiza para as
segléncias de DNA  gue flanquéian1 as seqiénclas de
nucleotideos de interesse; (h) hibridizar as sequéncia (s)
amplificada(s}) em um arranjo; e (i) determinar a fregiéncia

de interacdo entre as seqiéncias de DNA.
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