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“METODOS PARA PRODUZIR UM EXTRATO DE PROTEINA A
PARTIR DE CELULAS FIXADAS OU NAO-FIXADAS”
FUNDAMENTOS DA INVENCAQ

Em muitos métodos diagndsticos, c€lulas sdo retiradas de

S sujeitos e depositadas em um meio liquido contendo um fixador. As células

sao fixadas no meio e examinadas citologicamente com o proposito de

fornecer uma diagnose. Por exemplo, a detec¢do de células pré-cancerosas ou

cancerosas em tecido cervical € rotineiramente realizada por exame

microscopico de células cervicais esfoliadas. Este método, desenvolvido por

10 George N. Papanicolaou e conhecido como o teste "Pap"”, envolve esfoliagdo

de células de colo do tutero de uma mulher usando um dispositivo de

amostragem, deposi¢ao das células esfoliadas em um meio de transporte que

contém um fixador, e entdo deposicdo das células sobre uma lamina. As

células sdo entdo tingidas e examinadas por microscopia de luz para

15  anormalidades celulares por um profissional médico treinado. Mais de 55
milhdes de testes Pap sdo realizados por ano apenas nos Estados Unidos.

Apesar do sucesso de tais testes citologicos, os testes sao

propensos ao erro. Por exemplo, tem sido estimado que até 40% dos testes

Pap convencionais estdo comprometidos pela presenca de contaminantes tais

20  como células mucosais, células sanguineas e células inflamatdrias obscuras.

Estes contaminantes acarretam resultados falso-negativos, resultados falso-

positivos, e uma quantidade significativa de trabalho de catamnésia. Veja,

e.g., Koss, L. G. (1989), "The Papanicolaou Test for Cervical Cancer

Detection: A Triumph and a Tragedy", JAMA 261:737-743; veja também

Petigdo 870180150521, de 12/11/2018, pag. 9/63
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DeMay, "Problems in Pap Smear Interpretation"”, Arch. Pathol. Lab. Med.
121:229-23 (1997).

Em vista do apresentado acima, hd uma necessidade de
métodos diagndsticos moleculares complementares para a analise de células
que estdo presentes em um meio liquido contendo um fixador. Tais métodos
ndo sdo diretos, contudo, porque nem sempre € possivel realizar tais métodos
com células fixadas. Por exemplo, certos fixadores (e.g., aqueles meios de
transporte utilizados em sistemas de teste THINPREP™ ou SUREPATH™)
podem causar a precipitagdo ou a agregacdo de proteinas celulares
especificas, tornando deste modo aquelas proteinas insoluveis e dificeis ou
impossiveis de serem confiavelmente detectadas usando os meios
convencionais, e.g., utilizando o ensaio imunossorvente ligado a enzima
(ELISA) ou outro teste imunoldgico.

Portanto ha uma necessidade de métodes e composi¢ies para
extracdo de proteinas de células fixadas e ndo fixadas em uma maneira que
permita que elas sejam adequadas para uso em ensaios de detecgdo molecular,
e.g., imunoldgicos. A invengdo aqui descrita atende a esta necessidade, e
outras.

SUMARIO DA INVENCAQO

Meétodos para produzir um extrato de proteinas de células sdo
fornecidos. Em termos gerais, os métodos envolvem: contatar uma amostra de
células com um reagente extrativo de pH alto (de pelo menos cerca de pH 10)
compreendendo um polidxietileno-alquil-éter (e.g. Brij™35) para produzir
uma composi¢do intermedidria, e entdo, na presenca de um agente
neutralizador, neutralizar o pH da composi¢do intermediaria, por exemplo,
para um valor de pH de cerca de 6-9, opcionalmente um valor de pH de 7-8,5,
para produzir o extrato de proteinas. Em certas modalidades, um ou ambos de
o reagente extrativo e o reagente neutralizador contém um polidxietileno-

alquil-éter. As células podem ser células cervicais esfoliadas fixadas ou néo-
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fixadas. Em certas modalidades, os métodos envolvem extrair uma proteina
viral alvo tal como uma proteina E6 de HPV de uma amostra de células. A
invengdo também fornece métodos para detectar a presenca de uma proteina,
tal como uma proteina viral alvo, compreendendo produzir um extrato de
proteinas de células fixadas ou ndo-fixadas de acordo com o método descrito
acima e testar para a presen¢a de dita proteina em dito extrato de proteinas.
Em adi¢do, a invengdo fornece um sistema para produzir um extrato de
proteinas compreendendo: a) uma amostra celular compreendendo células
fixadas ou ndo-fixadas; b) um reagente extrativo que tem um pH de pelo
menos cerca de pH 10,0, e c) um reagente neutralizador no qual um ou ambos
de dito reagente extrativo e dito reagente neutralizador compreende(m) um
polidxietileno-alquil-éter e onde ditos reagente extrativo e reagente
neutralizador podem ser utilizados no método descrito acima para produzir
um extrato de proteinas adequado para uso em um ensaio de ligacdo.
Ademais, a invengdo fornece um kit para produzir um extrato de proteinas de
células fixadas ou ndo-fixadas. O kit pode adicionalmente compreender
componentes e/ou reagentes para detectar a proteina alvo no extrato de

proteinas.

DESCRICAO BREVE DOS DESENHOS

FIG. 1A demonstra o efeito sinérgico sobre a detec¢do de
proteina E6 de HPV extraida pelo uso de um reagente extrativo com um pH
alto combinado com certos aditivos. Proteina E6 de HPV recombinante
previamente purificada (MBP-E6) foi suspensa em reagente extrativo e entdo
neutralizada pelo reagente neutralizador seguindo o protocolo aqui descrito. A
proteina E6 foi capturada usando um ensaio de fluxo lateral (LF) aqui descrito
e detectada com um leitor UMM.

FIG. 1B confirma que a introdugdo de aditivos no estagio de
neutraliza¢gdo ndo tem um efeito tdo forte quanto um efeito de introdugdo

durante o estagio de extracdo sobre a detec¢do de proteina E6 de HPV16
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extraida.

FIG. 2 demonstra a detec¢do de proteina E6 de HPV16
extraida de Células SiHa expressando HPV16 usando varios aditivos no
reagente extrativo.

FIG. 3 demonstra um efeito de que a titulagdo da concentragdo
de células tem sobre a detec¢do de proteina E6 de HPV16 extraida. Foram
usadas duas linhagens celulares uma positiva para HPV outra negativa para
HPV.

FIG. 4 demonstra que uma extragdo de proteina E6 de HPV 16
de amostras clinicas negativas ndo-fixadas inoculadas com células SiHa
expressando HPV16.

FIG. 5 demonstra que um efeito sobre a detec¢do de proteina
E6 de HPV extraida quando a concentragdo de BrijT™M35 no reagente extrativo
¢ aumentada e quando o Brij™35 ¢ combinado com outros detergentes nio-
ionicos tal como Triton™X-100 ou Tween™-20.

FIG. 6 demonstra um efeito sobre a detecgdo de proteina E6 de
HPV extraida quando sdo usados tempos variados de extracdo e/ou de
neutralizagao.

FIG. 7 demonstra um uso de Tampdo 2 de pH alto / 4% de
Brij™35 para a extra¢do de proteina E6 derivada de cepas 18 e 45 de HPV.

FIG. 8 demonstra um efeito de dose-resposta sobre a detecg¢do
de proteina E6 derivada de cepas 16 € 18 de HPV.

FIG. 9 demonstra uma otimiza¢do adicional da concentragdo
de Brij™35 (com ou sem outros aditivos ndo-idnicos) no reagente extrativo.

FIG. 10 demonstra uma otimizag¢do adicional da concentragdo
de Brij™35 (com ou sem outros aditivos ndo-idnicos) no reagente extrativo e
o efeito sobre a extracdo de proteina E6 de HPV16 de amostras clinicas
negativas ndo-fixadas inoculadas com células expressando HPV.

FIG. 11 demonstra um formato de citometria com esferas
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ordenadas (cytometric bead array, CBA) para detectar proteina E6 de HPV16
extraida de células SiHa expressando HPV16.

FIG. 12 demonstra o uso de Tampdo 2 de pH alto / 4% de
Brij™35 na extragdo de proteina E6 de HPV16 de células quer fixadas quer
ndo-fixadas.

FIG. 13 demonstra que a filtragdo de amostra através de um
filtro de seringa de PVDF Millipore de 5,0 um néo diminui significativamente
o sinal de amostra.

DEFINICOES

Salvo indicagdo em -contrério, todos os termos cientificos e
técnicos aqui usados tém os mesmos significados como comumente
entendidos por uma pessoa ordinariamente experiente na arte a qual esta
invengdo pertence. Ainda, certos elementos sdo definidos abaixo em prol de
clareza e facilidade para referéncia.

Os termos amostra celular ou amostra de células como aqui
usados referem-se a uma composi¢do liquida contendo uma ou mais células
de interesse. Uma amostra celular pode ser uma amostra clinica contendo
células removidas de (e.g., dissecadas ou esfoliadas de) um individuo,
incluindo mas ndo limitadas a, por exemplo, células de plasma, soro, fluido
espinhal, sémen, fluido linfatico , as seg¢les externas da pela, tratos
respiratorio, intestinal, e genitourinario, lagrimas, saliva, leite, células
sanguineas, tumores, ou orgdos. Em outras modalidades, a amostra celular
pode conter células crescidas in vitro (incluindo mas ndo limitadas as células
em meio de cultura celular, células viralmente infectadas, células
recombinantes , etc.). Em certas modalidades, a amostra celular pode conter
células que estdo sob risco mais elevado de serem infectadas por HPV. Nestas
modalidades, as células podem ser obtidas de um colo uterino, da vulva, da
vagina, do anus, do pénis, da boca ou da garganta. Em certas modalidades, as

células sdo de membrana mucosal e podem ser de origem epitelial. Uma
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amostra celular pode ou nd3o conter contaminantes diferentes de células
esfoliadas ou dissecadas. Por exemplo, células mucosais, ou bacterianas, de
levedura ou sanguineas podem estar presentes em uma amostra celular.

"HPV" € o virus do Papiloma de humano, incluindo mas néo
limitado as cepas 4, 6, 11, 20,24, 28, 36, 48, 50, 16, 18, 31, 35, 30, 39, 45, 51,
52,56, 59, 58, 33, 66, 68, 69,26, 53, 73, e 82 de HPV

Uma "cepa de HPV oncogénica" € uma cepa de HPV que
conhecidamente causa cancer cervical conforme determinado pelo National
Cancer Institute (NCI, 2001).
| Uma "proteina E6 oncogéhica" ¢ uma proteina E6 codificada
por uma cepa de HVP oncogénica. Cepas oncogénicas sdo: HPV 26, HPV 53,
HPV 66, HPV 73, HPV 82, HPV 16, HPV 18, HPV 31, HPV 35, HPV 30,
HPV 39, HPV 45, HPV 51, HPV 52, HPV 56, HPV 59, HPV 58, HPV 33,
HPV 66, HPV 68, HPV 69, e HPV 82. As sequéncias de aminoacidos de
proteinas E6 oncogénicas estdo depositadas no banco de dados GenBank de
NCBI. Sem o desejo de se ligar a teoria, é geralmente crido que as cepas 4,
11, 20, 24, 28, 36, 48, e 50 de HPV nio sdo oncogénicas.

Os termos '"polipeptideo" e "proteina" s3o usados
intercambiavelmente. O termo "polipeptideo" inclui polipeptideos nos quais a
estrutura principal (backbone) tem sido substituida por estruturas principais
(backbones) nao-naturalmente ocorrentes, e peptideos nos quais um ou mais
aminoacidos t€m sido substituidos por um ou mais aminoacidos sintéticos
ndo-naturalmente ocorrentes.

O termo "proteina de fusdo" ou seus equivalentes gramaticais
refere-se a uma proteina composta de uma pluralidade de componentes
polipeptidicos, que embora ndo estejam ligados em seus estado nativo, estdo
unidos por suas respectivas terminagdes amino e carboxila para formarem um
unico polipeptideo continuo. Proteinas de fusio podem ser uma combinag¢io

de duas, trés ou mesmo quatro ou mais proteinas diferentes. O termo
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polipeptideo inclui proteinas de fusdo, incluindo, mas nio limitadas as,
proteinas de fusdo com uma sequéncia de aminoacidos heterologa, fusdes
com sequéncias lideres homologas e heterélogas, com ou sem residuos de
metionina N-terminais; proteinas imunologicamente etiquetadas; proteinas de
fusdo com parceiros de fusdo detectaveis, e.g., proteinas de fusio incluindo
como um parceiro de fusdo uma proteina fluorescente, B-galactosidase,
luciferase, e semelhantes.

Em geral, polipeptideos podem ser de qualquer comprimento,
e.g., maiores do que 2 aminoacidos, maiores do que 4 aminoacidos, maiores
do que cerca de 10 aminoécidos, maiores do que cerca de 20 aminoécidos,
maiores do que cerca de 50 aminoacidos, maiores do que cerca de 100
aminoacidos, maiores do que cerca de 300 aminoacidos, costumeiramente até
cerca de 500 ou ,000 ou mais aminoacidos. "Peptideos"” sdo geralmente
maiores do que 2 aminoacidos, maiores do que 4 aminoacidos, maiores do
que cerca de 10 aminoacidos, maiores do que cerca de 20 aminoacidos,
costumeiramente até cerca de 50 aminoacidos. Em algumas modalidades,
peptideos estdo entre 5 e 30 aminoacidos em comprimento. Polipeptideos
podem ser naturais, isto é, podem ser codificados pelo genoma de um
organismo ou virus, ou ndo-naturais , isto €, sio ndo-naturalmente ocorrentes.

O termo "agente capturador" refere-se a um agente que se liga
em uma proteina por meio de uma interag@o que € suficiente para permitir que
o agente se ligue e concentre a proteina de uma mistura homogénea de
proteinas diferentes. Consequentemente, o termo "agente capturador" refere-
se a uma molécula ou a um complexo molecular que pode se ligar
especificamente em um analito, e.g., se ligar especificamente em um analito
para o agente capturador, com uma constante de dissociagdo (Kp) menor do
que cerca de 10° M sem se ligar em outros alvos. A interagdo de ligacdes
pode ser mediada por uma regido de afinidade do agente capturador. Agentes

capturadores representativos incluem anticorpos (incluindo seus fragmentos e
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miméticos) e proteinas contendo o dominio PDZ, etc.

O termo "ligagdo especifica" refere-se & capacidade de um
agente capturador preferencialmente se ligar em uma proteina especifica que
esta presente em uma mistura homogénea de proteinas diferentes. Em certas
modalidades, uma interagdo de ligacOes especificas discriminara entre uma
proteina especifica e outras proteinas em uma amostra, em algumas
modalidades mais do que cerca de 10 a 100 vezes ou mais (e.g., mais do que
cerca de 1.000- ou 10.000-vezes).

O termo "complexo de proteina / agente capturador" € um
complexo que resulta da ligagdo especifica de um agente capturador com uma
proteina, i.e., um "par de parceiros de ligagdo". Um agente capturador € uma
proteina para o agente capturador se ligam especificamente um no outro sob
"condigbes adequadas para ligagdo especifica", onde tais condi¢gdes sio
aquelas condigdes (em termos de concentragdo de sal, pH, detergente,
concentragdo de proteina, temperatura, etc.) que permitem que a ligagdo
ocorra entre os agentes capturadores e as proteinas a serem ligadas em
solucdo. Tais condigdes, particularmente com respeito aos anticorpos € seus
antigenos, sdo bem conhecidas na arte (veja, e.g., Harlow e Lane
("Antibodies: A Laboratory Manual Cold Spring Harbor Laboratory", Cold
Spring Harbor, N.Y. (1989)). Em certas modalidades, a afinidade entre um
agente capturador e a proteina que sdo especificamente ligados em um
complexo de proteina / agente capturador € caracterizada por uma a Kp
(constante de dissociagio) menor do que 10°M, menor do que 10”7 M, menor
do que 10 M, menor do que 10”° M, ou menor do que cerca de 107" M.

"Parceiros de ligagdo" e equivalentes referem-se aos pares de
moléculas que podem ser encontrados em um complexo de analito / agente
capturador, i.e., exibem liga¢do especifica de um com o outro.

Os termos "anticorpo" e "imunoglobulina" sdo aqui usados

intercambiavelmente para se referirem a um agente capturador que tem pelo
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menos um dominio de ligagdo de epitopo de um anticorpo. Estes termos serdo
bem entendidos por aquelas pessoas na arte, e se referem a uma proteina
contendo um ou mais polipeptideos que se liga especificamente em um
antigeno. Uma forma de anticorpo constitui a unidade estrutural basica de um
anticorpo. Esta forma é um tetramero e consiste de dois pares idénticos de
cadeias de anticorpo, cada par tendo uma cadeia leve e uma cadeia pesada.
Em cada par, as regides variaveis de cadeias leve e pesada sdo juntas
responsaveis pela ligagdo em um antigeno, e as regides constantes sio
responsaveis pelas fungdes efetoras de anticorpo.

Os polipeptideos de imunoglobulina reconhecidos incluem as
cadeias leve kapa e lambda e as cadeia pesadas alfa, gama (IgG,, 1gG,, IgG;,
IgGy), delta, epsilon, mu ou equivalentes em outras espécies. "Cadeias leves"
de imunoglobulina de comprimento total (de cerca de 25 kDa ou cerca de 214
aminoacidos) compreendem uma regido variavel de cerca de COOH. As
"cadeias pesadas" de imunoglobulina de comprimento total (de cerca de 50
kDa ou cerca de 446 aminodacidos), similarmente compreendem uma regido
variavel (de cerca de 116 aminoacidos) e uma das regides constantes de
cadeia pesada acima mencionadas, e.g., gama (de cerca de 330 aminoacidos).

Os termos "anticorpos" e "imunoglobulina" incluem anticorpos
e imunoglobulinas de qualquer is6tipo, fragmentos de anticorpo que retém a
ligagdo especifica em um antigeno, incluindo, mas n3o limitados aos,
fragmentos Fab, Fv, scFv, e Fd, anticorpos quiméricos, anticorpos de cadeia
unica, e proteinas de fusdo compreendendo uma porgéo ligante de antigeno de
um anticorpo e uma proteina de ndo-anticorpo. Os anticorpos podem ser
detectavelmente marcados, e.g., com um radiois6topo, uma enzima que gera
um produto detectavel, uma proteina fluorescente, e semelhantes. Os
anticorpos podem adicionalmente serem conjugados em outros grupos, tais
como membros de pares de ligagdo especificos, e.g., biotina (membro de par

de ligagdo especifica de biotina-avidina), e semelhantes. Os anticorpos
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também podem estar ligados em um suporte sélido, incluindo, mas néo
limitado a, placas ou esferas de poliestireno, particulas de ouro coloidal, e
semelhantes. Também estdo incluidos nos termos Fab', Fv', F(ab'),, e/ou
outros fragmentos de anticorpo que retém a ligagdo especifica em antigeno.
Anticorpos também poderiam ser usados em conjugacdo com particulas
detectoras amplificaveis.

Anticorpos podem existir em uma variedade de outras formas,
por exemplo, Fv, Fab, e (Fab'),, bem como anticorpos hibridos bifuncionais
(i.e. bi-especificos) (e.g., Lanzavecchia et al, Eur. J. Immunol. 17, 105
(1987)) e em cadeias Unicas (e.g., Huston et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.,
85, 5879-5883 (1988) e Bird et al., Science, 242, 423-426 (1988), que sdo
aqui incorporadas como referéncias). (Veja, geralmente, Hood et al.,
"Immunology", Benjamin, N.Y., 2™ ed. (1984), e Hunkapiller e Hood, Nature,
323, 15-16 (1986)). Anticorpos monoclonais e anticorpos de "exibigdo de
fago" sdo bem conhecidos na arte e estdo incluidos no termo "anticorpos".

O termo "estimar" inclui qualquer forma de medicdo, e inclui
determinar se um elemento estd ou ndo presente. Os termos "determinar", -
"medir", "avaliar", "estimar" e "ensaiar" sdo usados intercambiavelmente e
podem incluir determinagdes quantitativas e/ou qualitativas. Estimativa pode
ser relativa ou absoluta. "Estimar a presenga de" inclui determinar a
quantidade de algo presente, e/ou determinar se esta presente ou ausente.

"Localizagdo remota" significa uma localizagdo diferente da
localizagdo na qual as células sdo obtidas e depositadas em um liquido
contendo fixador. Por exemplo, uma localizagdo remota poderia ser uma sala
diferente no mesmo prédio no qual as células sdo obtidas (e.g., outro
laboratério), um prédio diferente no mesmo complexo de prédios onde as
células sdo obtidas, ou uma localizagdo diferente na mesma cidade, no mesmo
estado ou no mesmo pais, etc. Quando uma amostra celular € indicada como

sendo "recebida" de uma localizagdo remota, a amostra celular pode ser
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obtida da localizagdo remota ou entregue manualmente, por correio ou por
mensageiro especial da localizagdo remota, por exemplo.

"Comunicar" informagdo refere-se a qualquer meio de
transmitir aquela informag¢do de uma localizagdo para a seguinte, seja por
material impresso fisicamente transportado seja por meios legiveis por
computador contendo a informagdo (e.g., por correio), ou por transmissdo de
informagdo. Se informagdo € transmitida, um sinal digital ou analdgico
representando a informag@o (e.g., um sinal eletromagnético tal como um sinal
luminoso ou elétrico) é transmitido através de um canal de comunicagdo
adequado (por exemplo, uma rede privada, piblica ou sem fio). Qualquer
meio conveniente pode ser utilizado para transmitir dados, e.g., fac-simile,
modem, internet, e-mail, etc.

Como aqui usado, o termo "meio de transporte" é utilizado
para descrever o liquido adequado para a colheita de células e a preservagéo
daquelas células em uma maneira que permita que elas sejam apropriadas
para estudos citoldgicos baseados em liquido. Meios de transporte sédo
comumente utilizados em teste Pap. Células depositadas em meio de
transporte podem ou ndo ser transportadas de uma localizagdo para outra
naquele meio. Meios de transporte contém fixador. Deposi¢do de células em
um meio de transporte fixa as células para produzir células fixadas. Meios de
transporte representativos incluem meios de transporte SUREPATH™ ou
PRESERVCYT™.

Uma "célula fixada" é uma célula que tem sido tratada com e
citologicamente preservada por um fixador quimico. Células fixadas sdo
costumeiramente adequadas para coloragdo e subsequente analise morfologica
e/ou citoldgica por microscopia de luz.

INCORPORACAO COMO REFERENCIA

Todas as publicagdes e pedidos de patente mencionadas(os)

neste relatério descritivo sdo aqui incorporadas(os) como referéncias na
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mesma extensdo como se cada publicagdo ou pedido de patente individual
fosse especifica e individualmente indicada(o) para ser incorporada(o) como
referéncia.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAQ

Embora modalidades preferidas da inveng¢do tenham sido aqui

mostradas e descritas, sera 6bvio para aquelas pessoas experientes na arte que
tais modalidades s@o fornecidas apenas por meio de exemplo. Numerosas
variagdes, mudangas, e substitui¢des irdo agora ocorrer para aquelas pessoas
experientes na arte sem se desviarem da invengdo. Deve ser entendido que
varias alternativas as modalidades da invengdo aqui descritas podem ser
utilizadas na pratica da invengdo. E intencionado que as seguintes
reivindicagGes definam o escopo da invengdo e que os métodos e as estruturas
dentro do escopo destas reivindicagdes e seus equivalentes sejam cobertos
através delas.

Métodos para produzir um extrato de proteinas de células
fixadas ou ndo-fixadas sdo fornecidos. Em termos gerais, os métodos
envolvem: contatar uma amostra de células com um reagente extrativo de pH
alto (de pelo menos cerca de pH 10) compreendendo um polidxietileno-alquil-
éter (e.g. Brij™35) para produzir uma composi¢do intermedidria, e entio, na
presenga de um agente neutralizador, neutralizar o pH da composigéo
intermediaria para produzir o extrato de proteinas. Um ou ambos de o
reagente extrativo e o reagente neutralizador contém o polidxietileno-alquil-
éter. Em certas modalidades, as células podem ser células cervicais esfoliadas
fixadas ou néo-fixadas. Kits e composigdes para praticar os presentes métodos
também s3o fornecidos. Os presentes métodos encontram uso em uma
variedade de aplicagGes diferentes, incluindo testes diagndsticos que detectam
proteinas especificas no extrato de proteinas resultante.

Antes de a presente invengdo ser descrita adiante, € para ser

entendido que a invengdo ndo € limitada as modalidades particulares da
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inven¢do descritas abaixo, porque variagdes das modalidades particulares
podem ser feitas e ainda cairem dentro do escopo das reivindicagGes
anexadas. Também ¢ para ser entendido que a terminologia utilizada é para o
proposito de descrever as modalidades particulares, e ndo € intencionada para
ser limitante. Pelo contrario, o escopo da presente invengéo sera estabelecido
pelas reivindicag¢des anexadas.

Neste relatorio descritivo e nas reivindica¢des anexadas, as
formas no singular de "um", "uma", "0" e "a" incluem as referéncias no plural
a ndo ser que o contexto dite claramente o contrario.

Onde uma faixa de valores for fornecida, é entendido que cada
valor intermediario, até um décimo da unidade do limite inferior a ndo ser que
o contexto dite claramente o contrrio, entre os limites superior e inferior
daquela faixa, e qualquer outro valor intermediario ou indicado naquela faixa
indicada, esta incluido dentro da inveng@o. Os limites superior e inferior
destas faixas menores podem ser independentemente o incluidos dentro das
faixas menores, e também estdo incluidos dentro da invengdo, sujeitos a
qualquer limite especificamente excluido na faixa indicada. Onde a faixa
indicada inclui um ou ambos os limites, faixas excluindo qualquer um dos ou
ambos aqueles limites incluidos também estéo incluidas na invengao.

Salvo indicagdo em contrario, todos os termos cientificos e
técnicos aqui usados tém os mesmos significados que comumente entendidos
por uma pessoa ordinariamente experiente na arte a qual esta inven¢do
pertence. Embora alguns métodos, dispositivos e materiais similares ou
equivalentes aqueles aqui descritos possam ser usados na pratica ou no teste
da invenc¢do, os métodos, dispositivo e materiais preferidos sdo agora
descritos.

Todas as publicagdes aqui mencionadas sdo aqui incorporadas
como referéncias para o propdsito de descrever e de revelar os componentes

que sdo descritos nas publicagdes que possam ser usados em conexdo com a
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invengdo presentemente descrita.

Como resumido acima, a presente invengdo fornece métodos e
composi¢des para produzir um extrato de proteinas de células fixadas ou ndo-
fixadas. Na descricdo da invengdo com mais detalhes, os métodos sdo
prisieiro descritos seguidos por uma descri¢fio dos kits e sistemas para uso na
pratica dos presentes métodos.

METODOS DE EXTRACAQ DE PROTEINAS

Como observado acima, a inven¢do fornece um método para

produzir um extrato de proteinas de células fixadas ou nio-fixadas. Em geral,
os métodos envolvem duas etapas: a) contatar as células fixadas ou ndo-
fixadas com um reagente extrativo tendo um pH que é maior do que cerca de
pH. 10,0 para produzir uma composi¢do intermediaria e b) contatar a
composi¢do intermedidria com um reagente neutralizador. O reagente
extrativo e/ou o reagente neutralizador compreende um poliéxietileno-alquil-
éter. O extrato de proteinas resultante contém um polidxietileno-alquil-éter e
tem um pH que € neutro (i.e., entre cerca de pH 7,0 e cerca de pH 8,0). Os
métodos geralmente produzem um extrato de proteinas contendo proteinas
que sdo prontamente detectaveis usando agentes capturadores para aquelas
proteinas. Como tal, um extrato de proteinas produzido pelos presentes
métodos € geralmente adequado para uso em ensaios de ligagdo, e.g., ensaios
imunologicos, para detecgdo daquelas proteinas.

Em certas modalidades os métodos incluem: a) contatar as
células com um reagente extrativo compreendendo um polioxietileno-alquil-
éter e um pH alto para produzir uma composigdo intermediaria tendo um pH
de pelo menos cerca de pH 10,0, e b) contatar a composi¢do intermedidria
com um reagente neutralizador para neutralizar dito pH da composigéo
intermediaria e produzir o extrato de proteinas. Visto que, como mencionado
acima, o polioxietileno-alquil-éter pode estar presente quer no reagente

extrativo quer no reagente neutralizador (ou em ambos o reagente extrativo e
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o reagente neutralizador), certas modalidades dos presentes métodos incluem
a) e b) contatar a composi¢do intermediaria com um reagente neutralizador
compreendendo um polioxietileno-alquil-éter para neutralizar dito pH da
composi¢do intermediaria e produzir o extrato de proteinas.

e Em certas modalidades, o extrato de proteinas produzido pelos
presentes métodos pode conter mais proteinas que sdo acessiveis aos agentes
capturadores do que um extrato de proteinas preparado usando outros
métodos, e.g., métodos que ndo utilizam: uma etapa de extracdo de pH alto
(i.e., uma etapa que aumenta o pH para maior do que cerca de pH 10,0 ou pH
11,0), uma etapa de neutraliza¢do (i.e., uma etapa que ajusta o pH para de
cerca de pH 6,0 a cerca de pH 9,0) e um polidxietileno-alquil-éter. Nem pH
alto sozinho nem um polioxietileno-alquil-éter sozinho ndo produz um tal
extrato de proteinas. Em modalidades particulares, o reagente extrativo de pH
alto solubiliza as proteinas nas células fixadas ou nio-fixadas, enquanto que o
polidxietileno-alquil-€ter previne que as proteinas solubilizadas na
composi¢do intermedidria se reagregarem ou se precipitem a medida que o pH
da composic¢do intermedidria é neutralizado.

Os reagentes utilizados nos presentes métodos € no extrato de
proteinas produzido pelos presentes métodos sdo descritos com mais detalhes
abaixo, que é uma descrigdo de como os reagentes podem ser utilizados para
produzir o extrato de proteinas. Como sera discutido abaixo, a concentragéo e
o pH 6timos dos reagentes usados nos presentes métodos podem variar
dependendo de quais reagentes sdo utilizados. Contudo, a concentragdo e o
pH oOtimos dos reagentes sdo prontamente determinados, quer
experimentalmente quer empiricamente.

As células das quais a proteina é extraida pelo uso do método da invencdo

A metodologia de acordo com a presente invengdo pode ser
usada para extrair uma proteina alvo ou proteina de interesse de uma amostra

de células. A amostra de células pode ser uma populagdo homogénea de
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células, ou uma mistura heterogénea de células de tipos diferentes. A amostra
de células também pode conter "contaminantes" tais como células mucosais,
sanguineas e inflamatdrias que ndo sdo de interesse para o propdsito de
extracdo da proteina alvo ou ndo contém a proteina alvo.

g Em algumas modalidades, a proteina alvo é uma proteina viral
nas células infectadas com um virus, preferivelmente um virus patoldgico, e
as células sdo preferivelmente aquelas isoladas de um mamifero, e.g., um
humano.

~O virus patogénico pode ser qualquer virus patogénico que
causa doenca ou efeitos patogénicos em humanos ou outros animais. Os virus
patogénicos podem ser vérias cepas de virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), tais como HIV-1 e HIV-2. O proteina viral pode ser uma glicoproteina
(ou um antigeno de superficie) de HIV tal como GP120 e GP41 de HIV, ou
uma proteina de capsideo (ou proteina estrutural) tal como proteina P24 de
HIV.

O virus patogénico pode ser o virus Ebola ou Marburg. A
proteina viral pode ser uma glicoproteina ou um antigeno de superficie Ebola
tal como glicoproteina GP1 ou GP2 Ebola.

O virus patogénico pode ser o virus da hepatite tais como o
virus de hepatite A, B, C, D ou E. Por exemplo, a proteina viral pode ser um
antigeno de superficie ou uma proteina de nicleo de virus da hepatite B tal
como o antigeno de superficie pequeno da hepatite B (SHBsAg) (também
chamado de antigeno Austrélia), o antigeno médio de superficie de hepatite B
(MHBsAg) e o antigeno grande de superficie de hepatite B (LHBsAg). O
antigeno viral pode ser um antigeno de superficie ou uma proteina de nicleo
de virus da hepatite C tais como os antigenos NS3, NS4 e NS5.

O virus patogénico pode ser um virus sincicial respiratorio
(RSV). Por exemplo, a proteina viral de RSV pode ser a glicoproteina

(proteina-G) ou a proteina de fusdo (proteina-F) de RSV.
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O virus patogénico pode ser um virus do herpes simples
(HSV) tal como HSV-1 e HSV-2. Por exemplo, o antigeno viral de HSV pode
ser a glicoproteina D de HSV-2.

A proteina alvo pode ser um antigeno de tumor, tal como Her
2 d¢ células de cancer de mama e CD20 sobre células de linfoma, um
oncogene viral tal como E6 e E7 de virus do papiloma de humano, ou um
oncogene celular tal como ras mutado.

Em algumas modalidades, a amostra de células contém células
fixadas nas quais a proteina alvo esta presente. As células fixadas utilizadas
nos presentes métodos sdo geralmente obtidas pof deposicdo de uma amostra
de células (obtida pela remogdo das células de um sujeito por dissecagio,
esfoliagdo ou lavagem, por exemplo) para dentro de um meio liquido. A
amostra de célula pode ser depositada em um meio liquido que ja contém um
fixador quimico, ou um fixador quimico pode ser adicionado no meio liquido
apos as células terem sido adicionadas no meio. Um meio liquido contendo
um fixador e as células fixadas estd incluido aqui, juntamente com células
ndo-fixadas, dentro do termo "amostra celular".

Fixadores quimicos representativos que podem ser utilizados
nos presentes métodos incluem: alcodis (e.g., metanol ou etanol), aldeidos
(e.g., gluteraldeido ou formaldeido) e cetonas (e.g., acetona), bem como
tetroxido de dsmio, 4cido acético, acido picrico e sais de ion de metal pesado.
Outros exemplos de fixadores que podem ser utilizados nos presentes
métodos incluem fixadores baseados em bissulfito (que também podem
incluir 4cido acético), fixadores baseados em PVP (que também podem conter
propileno-glicol e metanol) bem como aqueles descritos em Patentes U.S. de
N 3.546.334, 4.578.282, 4.857.300, 5.104.640, 5.256.571, 5.432.056 e
5.196.182. Exemplos de fixadores que podem ser utilizados nos presentes
métodos, incluindo as concentra¢des de trabalho daqueles fixadores, podem

ser encontrados em Baker, ("Principles of Biological Microtechnique: A
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Study of Fixation and Dyeing", 1959) e Williams ("Tissue preparation for
immunocytochemistry." J. Clin. Pathol. 1997 50:422).

De interesse particular nos presentes métodos sdo os meios
liquidos que sdo chamados de "meios de transporte" e rotineiramente usados
para a colheita, a preservagdo (i.e. fixagdo) e o transporte de células
cervicovaginais (e.g., células cervicais esfoliadas) como parte de um exame
ginecologico. FDA aprovou meios de transporte de interesse particular.

Exemplos de meios de transporte comercialmente disponiveis
que podem ser utilizados incluem: meio de transporte baseado em metanol
PRESERVCYT™ (que € vendido como parte do kit de amostragem
ginecolégica THINPREP™ da Cytyc, Inc., Marlborough, Mass.), meio de
transporte baseado em etanol SUREPATH™ formalmente conhecido como
CYTORICH™ (TriPath, Inc. Burlington, N.C.), e meio de transporte baseado
em metanol CYTOLYT™ (Cytyc, Inc., Marlborough, Mass.) por exemplo.

As células podem ser obtidas por qualquer método
conveniente, incluindo mas ndo limitado a esfoliagdo (e.g., raspagem),
dissecagdo e lavagem. De interesse particular sdo as células epiteliais de
origem cervical, que sdo células tipicamente obtidas por métodos de
esfoliagdo usando um raspador, uma espatula, hastes flexiveis ou uma escova
adaptado(a), e depositadas em um meio liquido contendo ou néo o fixador.

Reagente extrativo

O reagente extrativo utilizado nos presentes métodos contém
componentes que estdo presentes em quantidades suficientes em concentra¢éo
para produzir um extrato de proteinas tendo um pH que é pelo menos pH
10,0, sob adigdo do reagente extrativo nas células. Consequentemente, o
reagente extrativo geralmente tem um pH de pelo menos cerca de pH 10,0.

O reagente extrativo € contatado com as células para produzir
a composi¢do intermediaria. O pH do reagente extrativo e da composi¢do

intermediaria é geralmente pelo menos cerca de pH 10,0, e.g., estd dentro da
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faixa de cerca de pH 10,0 a cerca de pH 13,0 ou cerca de pH 12,0 a cerca de
pH 13,0. Em certas modalidades, o reagente extrativo pode ter um pH de
cerca de pH 10,0 a cerca de pH 10,5, pH 10,5 a cerca de pH 11,0, pH 11,0 a
cerca de pH 11,5, pH 11,5 a cerca de pH 12,0, pH 12,0 a cerca de pH 12,5 ou
pH 12,5 a cerca de pH 13,0. Em certas modalidades preferidas, o reagente
extrativo tem um pH de cerca de pH 12,5 a cerca de pH 12,9. Reagente
extrativo pode ser preparado usado qualquer fonte adequada de ions
hidréxido, e.g. hidréxido de sddio ou de potassio ou carbonato de calcio, por
exemplo.

Em certas modalidades, o reagente extrativo pode conter um
tampdo para manter o reagente em um pH desejado. Se um tampédo estiver
presente em um tal reagente extrativo, o tampao pode ter um pK,, dentro da
faixa de cerca de 9,0 a cerca de 12,5 a 25°C. Tampdes exemplares que podem
ser utilizados em um presente reagente extrativo de proteina incluem CABS,
piperidina, fosfato, CAPS, glicina ou etanol-amina, por exemplo. O reagente
extrativo utilizado nos presentes métodos contém componentes que estdo
presentes em quantidades suficientes em concentragdo para produzir um
extrato de proteinas tendo um pH que € pelo menos pH 10,0, sob adigdo do
reagente extrativo nas células fixadas ou ndo-fixadas. Consequentemente, o
reagente extrativo geralmente tem um pH de pelo menos cerca de pH 10,0.

Em modalidades preferidas o reagente extrativo compreende
Citrato de Trissodio e NaOH. Por exemplo, um reagente extrativo pode
compreender NaOH 0,1, 0,2, 0,3,0,4, 0,5,1,0 ou 2,0N. Um reagente extrativo
exemplar compreende NaOH de cerca de 0,1N, cerca de Citrato de Trissodio
50 mM, e um pH de 12,5 a 12,9.

Em algumas modalidades preferidas, a quantidade ou pH de
reagente extrativo necessaria(o) para trazer a amostra para o pH alvo, e.g. pH
maior do que pH 10, serd pré-determinada(o) empiricamente antes da adi¢do

do reagente extrativo. Em tais modalidades, o reagente extrativo



10

15

20

25

20

empiricamente determinado serd adicionado na amostra celular. Em outras
modalidades, apds a adi¢do do reagente extrativo, o pH da composi¢do
intermedidria serd medido. Apds tal medi¢do, o pH sera ajustado, se
necessario, para alcangar o pH alvo.

O reagente extrativo também pode compreender um ou mais
de, ou mistura de: HEPES, Triton™X-100, NaCl, glicerol ¢ EGTA. Um
reagente extrativo exemplar pode compreender HEPES cerca de 50 mM, pH
cerca de pH 7,5, Triton™X-100 cerca de 1,1%, NaCl cerca de 150 mM,
glicerol cerca de 10%, e EGTA cerca de | mM.

Em certas modalidades, em adigdo ao ter um pH de pelo
menos 10,0, o reagente extrativo também pode conter um polioxietileno-
alquil-éter de formula CH;(CH,),CH,(OCH,CH,),,OH. Tais polioxietileno-
alquil-éteres, também conhecidos como polidxietileno-alcodis, sdo
comumente usados como emulsificadores, agentes umectantes, agentes de
solubilizagdo, desespumantes, detergentes e/ou lubrificantes em aplicagdes
industriais, cosméticas, e farmacéuticas. (Veja, e.g. "The Merck Index". 13
Edition, 7659). Em certas modalidades o polioxietileno-alquil-éter é um
tensoativo Brij™ tal como Brij™35 ou outro membro da familia Brij ™ aqui
descrito.

Brij™35 CAS [9002-92-0] ¢ um tensoativo n#o-i6nico
comumente usado em aplicagdes de Cromatografia Liquida de Desempenho
Alto (HPLC) para o isolamento de complexos de membrana. E
frequentemente utilizado para prevenir a ligagdo ndo especifica em suportes
cromatograficos. Tem um Numero de Balango Hidrofilico-Lipofilico (HLB)
de 16,9, indicando que ¢ um composto hidrofilico capaz de ser usado como
um agente de solubilizagdo, tal como a solubilizagdo ndo-desnaturante de
proteinas de membrana, ou como um emulsificador. (Veja, e.g. Umbreit, J.N.,
e Strominger, J.L. 1973. "Relation of detergent HLB number to solubilization

and stabilization of D-alanine carboxypeptidase from Bacillus subtillis
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membreanes". Proc. Natl. Acad. Sci. USA 70, 2997).

Brij™35, contém um grupo laurila (CH3(CH,),0CH,) e 23
unidades de etileno-oxila (OCH,CH,;) e tem a foérmula quimica
CH;3(CH;)0CH,(OCH,CH,),30H.  Outros sinénimos quimicos incluem:
polidxietileno-lauril-éter; LAURETH-23;  polidxietileno-(23)-lauril-éter
Ci2E,3; Poli(oxietileno-glicol)-dodecil-éter; Oxido de Etileno de Lauril-
Alcool, Lauril-Alcool Etoxilado, Lauril-alcool, etoxilado; lauril-(poli(etileno-
glicol)-éter; alfa-Dodecil-6mega-hidroxi-polidxietileno; Poli(etileno-glicdis),
monododecil-éter; Etoxilato de dodecanol; Dodecanol, polietoxilado;
Dodecil-poli(6xietileno)-éter; Lauromacrogol; Lauril-poli(dxietileno)-éter;
Dodecil-alcool dxietilenado; Poli(6xido de etileno)-dodecil-éter; alfa-dodecil-
Oomega-hidroxi-poli(6xi-1,2-etanodiil); Poli(6xietileno)-monolauril-éter;
Dodecanol polietoxilado;  Poli(etileno-glicol)-dodecil-éter;  Poli(etileno-
glicol)-lauril-éter; Polidxietileno-dodecanol; Polidxietileno-alcool laurico; e
Polioxietileno-lauril-alcool; 3,6,9,12,15,18,21,24,27-Nonaoxanonatriacontan-
1-ol; Dodecil-dlcool, etoxilado; Laureth4 [USAN]; Laureth 9 [USAN];
Laureth-11; Lauromacrogol 400 [INN]; PEG-11 Lauril-éter; Polidocanol, 40L
(poliéter); Actinol L 7; Actinol L3; Adeka Carpol M 2; Adeka Carpol MBF
100; Adekatol LA 1275; Aethoxysklerol; Akyporox RLM 160; Akyporox
RLM 22; Akyporox RLM 230; Akyporox RLM 40; Aldosperse L 9; Alkasurf
LAN 1; Alkasurf LAN 3; Arapol 0712; Atlas G 2133; Atlas G 3705; Atlas G
3707; Atlas G 4829; Atlas G-2133; Atlas G-3705; B 205; BASE LP 12; BL 9;
BL 9 (poliglicol); Base LP 12; Brij™22; Brij™ 23; Brij™ 30; Brij™ 30ICI,;
Brij™ 30SP; Brij™ 35; Brij™ 35L; Brij™36T; CCRIS 3397; Calgene 40L;
Carsonol L 2; Carsonol L 3; Chemal LA 23; Chimipal AE 3; Cimagel;
Conion 275-100; Conion 275-20; Conion 275-30; Conion 275-80; Conion
2P80; Dodecil-alcool-polidxietileno-éter; Du Pont WK; Ethosperse LA 12;
Ethosperse LA 23; G 3707; Glicéis, polietileno-monododecil-éter; HSDB
4351; Hidréxi-polietoxi-dodecano; LA (Alcohol); LA 7; Laureth; Laureth 9;
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Lipal 4LA; Lubrol 12A9; LubrolPX; Marlipal 1217; Mergital LM 11; NCI-
C54875; Newcol 1203; Nikkol BL; Noigen ET 160; Noigen ET 170; Noigen
YX 500; Noniolite AL 20; Pegnol L 12; Poli(6xi-1,2-etanodiil), alfa-dodecil-
Oomega-hidroxi-; Poli(etileno-glicol)-monododecil-éter; Poli(etileno-glicol)-
monododecil-éter, o nome seguindo por a; numero (400) correspondendo
aproximadamente a massa molecular média, da por¢do de poli(etileno-glicol);
Poli(etileno-glicol)-monolauril-éter; Polioxietileno-lauril-éter; Rokanol L;
Romopal LN; Simulsol P 23; Simulsol P 4; Siponic L; Slovasol S; Standamul
LA 2; Stmer 135; Surfactant WK; Texofor B 9; Thesat; Thesit; alfa-Dodecil-
Oomega-hidroxi-poli(6xi-1,2-etanodiil); ou  alfa-Dodecil-6mega-hidroxi-
poli(dxietileno).

Outros polidxietileno-alquil-éteres Brij incluem: Brij 30
polioxietileno-(4)-lauril-éter CH3(CH,);(CH,(OCH,CH,),OH, n~4); Brij™
52, polidxietileno-(2)-cetil-éter (C,sH33(OCH,CH,),OH, n~2); Brij™ 56
poliéxietileno-(10)-cetil-éter (C;6H;33(OCH,CH,),OH, n~10); Brij™ 58,
polidxietileno-(20)-cetil-éter (C;sH33(OCH,CH,),OH, n~20); Brij™ 72
polidxietileno-(2)-estearil-éter, (C,sH3;(OCH,CH,),OH, n~2); Brij™ 76,
polioxietileno-(10)-estearil-éter (C,sH;7(OCH,CH;),OH, n~10); Brij™ 78
polioxietileno-(20)-estearil-éter (C,sH;7(OCH,CH,),OH, n~20); Brij™ 92,
polioxietileno-(2)-oleil-éter (C;sH3s(OCH,CH,),OH, n~2); Brij™ 93,
polidxietileno-(2)-oleil-éter; (C;sH;s(OCH,CH,),OH, n~2); Brij™ 97,
poliéxietileno-(10)-oleil-éter (C,sH35(OCH,CH,),OH, n~10); Brij™ 98,
polidxietileno-(20)-oleil-éter (C;sH;s5(OCH,CH,),OH, n~20); Brij™ 700,
Polioxietileno(100)-estearil-éter, C,sH3,(OCH,CH,),OH, n~100; e Brij™ 721,
Poliéxietileno-(21)-estearil-éter (C,3H3;(OCH,CH,),OH, n~21).

O polidxietileno-alquil-éter, se presente, pode estar presente
em uma concentragdo que ndo significativamente decresce a sensibilidade de
ensaios futuros. A concentragdo de polidxietileno-alquil-éter pode, em certas

modalidades, ser decrescida durante o processamento da amostra, e.g., por
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dilui¢do do polidxietileno-alquil-éter usando tampdo neutralizador ou pela
adi¢do de um diluente, e.g., tamp@o ou agua no extrato de proteinas antes do
uso.

Dependendo da concentragdo do polidxietileno-alquil-éter
usado e do pH do tampéo de extragdo, o polidxietileno-alquil-éter pode estar
presente no tampao de extragdo em uma concentragdo (v/v) de cerca de 0,05%
a cerca de 0,1%, de cerca de 0,1% to 0,5%, de cerca de 0,5% a cerca de 1%,
de cerca de 1% a cerca de 5%, de cerca de 5% a cerca de 10%, ou de cerca de
10% a cerca de 20%.

Em uma modalidade preferida, um polidxietileno-alquil-éter,
e.g. BrijTM35, est4 presente no reagente extrativo em uma concentragido (v/v)
de cerca de 2% a cerca de 10%. Em outras modalidades, dito polidxietileno-
alquil-éter estd presente no reagente neutralizador. Em ainda outras
modalidades, dito polidxietileno-alquil-éter esta presente em ambos os
reagentes extrativo e neutralizador.

Em outras modalidades preferidas, o reagente extrativo e/ou
reagente neutralizador compreende detergentes ndo-idnicos em adi¢do ao
polioxietileno-alquil-éter. Os detergentes ndo-idnicos poderiam quer estar
presentes no reagente extrativo ou no reagente neutralizador, quer em ambos
o reagente extrativo e o reagente neutralizador. Em certas modalidades, o
detergente ndo-idnico utilizado pode ser nonidet P-40, n-octil-glicosideo, um
detergente TRITON™ tal como TRITON™ X-100, octil-B-tio-
glucopiranosideo, um detergente TWEEN™ tal como TWEEN-20, ou NP-
40). Dependendo da concentragdo do detergente usado, o detergente pode
estar presente no tampdo de extragdo ou no tampdo de neutralizagdo em uma
concentragdo de cerca de 0,01 M a cerca de 0,05 M, cerca de 0,05M a cerca
de 0,1 M, 0,1 M a cerca de 0,2 M, cerca de 0,2 M a cerca de 0,5 M, cerca de
0,5 M a cerca de 1,0 M, cerca de 1,0 M a cerca de 2,0 M, cerca de 2,0 M a
cerca de 4,0 M, ou cerca de 4,0 M a cerca de 8,0 M. O detergente pode estar
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presente no tampao de extragdo em uma concentragdo de cerca de 0,1%-20%,
preferivelmente 0,5%-10%, 1%-6% ou 2%-5%. Outros detergentes que
podem ser utilizados nos presentes métodos sdo listados em colunas 7 € 8 de
Patente U.S. 6.488.671, cuja patente é aqui incorporada em sua totalidade
como referéncia.

Detergentes exemplares e suas concentragdes em um presente
reagente neutralizador e/ou extrativo incluem: Triton X-100: cerca de 0,1% a
cerca de 10%, e.g., cerca de 1%, NP40: cerca de 0,1% a cerca de 10%, e.g.,
cerca de 1% e Tween-20: cerca de 0,1% a cerca de 10%, e.g., cerca de 1%,
peso/volume.

Em modalidades preferidas, o reagente extrativo e/ou o
reagente neutralizador compreende um polidxietileno-alquil-éter em
combinag@o com outros detergentes ndo-idnicos. O polioxietileno-alquil-éter
pode ser um tensoativo Brij™ e pode estar combinado com um ou ambos de
detergente Tween™ ou detergente Triton™. Em certas modalidades
preferidas, o tensoativo Brij™ € Brij™35 em combina¢do com um ou mais
dos seguintes detergentes ndo-idnicos: Tween™ -20, cerca de 0,1% a cerca de
10%, e.g. cerca de 2%; ou Triton™ X-100, cerca de 0,1% a cerca de 10%, e.g.
cerca de 2%.

Em certas modalidades, o reagente extrativo pode nio conter
quantidade significativa de desnaturante. Contudo, em outras modalidades,
em adig@o ao ter um pH de pelo menos 10,0 e um polidxietileno-alquil-éter tal
como Brij™35, o reagente extrativo também pode conter um desnaturante,
e.g., um detergente idnico tal como dodecil-sulfato de sdédio (SDS) ou
sarcosil, ou um agente caotrépico tal como uréia. Nestas modalidades, o
desnaturante, se presente, pode estar presente em uma concentragdo que ndo
significativamente decresce a sensibilidade dos futuros ensaios. A
concentragdo de desnaturante, pode, em certas modalidades, ser decrescida

durante o processamento da amostra, e.g., por diluigdo do desnaturante
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usando tampdo de neutralizagdo ou pela adicdo de um diluente, e.g., tampdo
ou agua no extrato de proteinas antes do uso. O desnaturante também pode
estar presente sozinho, na auséncia de polioxietileno-alquil-éter.

Dependendo da concentragdo de desnaturante utilizada e do
pH do tampao de extragdo, o desnaturante pode estar presente no tampdo de
extragdo em uma concentragdo de cerca de 0,01 M a cerca de 0,05 M, cerca
de 0,05M a cerca de 0,1 M, 0,1 M a cerca de 0,2 M, cerca de 0,2 M a cerca de
0,5 M, cerca de 0,5 M a cerca de 1,0 M, cerca de 1,0 M a cerca de 2,0 M,
cerca de 2,0 M a cerca de 4,0 M, ou cerca de 4,0 M a cerca de 8,0 M.
Desnaturante, se presente no reagente extrativo, pode estar presente em uma
concentragdo que estd bem abaixo da concentragdo do desnaturante
tipicamente utilizada para desnaturar a proteina. Em outras palavras, o
reagente extrativo pode conter desnaturante em uma concentragdo que
permite a detec¢do de uma proteina usando um agente capturador para aquela
proteina, ap6s produzir um extrato de proteinas de acordo com os presentes
métodos. A concentragdo de desnaturante utilizada é geralmente suficiente
para produzir um extrato de proteinas contendo proteinas que sdo prontamente
detectaveis em um ensaio de ligagdo que utiliza um agente capturador, e.g.,
em um ensaio de detecgédo de anticorpo.

Desnaturantes exemplares e suas concentragdes em um
presente reagente extrativo s@o: dodecil-sulfato de sodio (SDS): cerca de
0,01% a cerca de 2%, e.g., 0,05%, sarkosyl: cerca de 0,01% a cerca de 5%,
e.g., 0,5%, guanidina: cerca de 0,1 M a cerca de 6 M, e.g., cerca de 0,5 M e
uréia: cerca de 0,1 M a cerca de 8 M, e.g., cerca de 0,5 M, peso/volume.

SDS é tipicamente utilizado para desnaturar proteinas em uma
concentragdo de 0,1% a 0,5%, sarkosyl € tipicamente utilizado para
desnaturar proteinas em uma concentragdo de 2% w/v, uréia é tipicamente
utilizada para desnaturar proteinas em uma concentra¢gdo de 2 M a 8 M,

cloridrato de guanidina € tipicamente utilizado para desnaturar proteinas em
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uma concentragdo de 3 M a 8 M, cloridrato de N-cetil-trimetil-aménio é
tipicamente utilizado para desnaturar proteinas em uma concentragdo de 5%
w/v, e N-octil-glicosideo € tipicamente utilizado para desnaturar proteinas em
uma concentragdo de 2%, w/v (Veja "Protein purification Handbook",
Amersham Pharmacia Biotech, p,71 (1999)).

O presente reagente extrator de proteina pode conter outros
componentes e.g., agentes quelantes de ion de sal, inibidores de protease, etc.,
em adigdo aos componentes acima citados.

O reagente extrativo de protelna pode ser uma composi¢do
liquida ou soélida e pode, em certas modahdades conter uma combinagio de
desnaturantes diferentes.

Desnaturantes que podem ser utilizado no presente tampao de
extragdo s@o geralmente desnaturantes fortes e podem incluir mas nido sdo
limitados a: agentes caotrdpicos (e.g., uréia, cloridrato de guanidina, ou um
sal de tiocianato tal como tiocianato de sddio ou tiocianato de guanidinio,
iodeto de sddio, perclorato de sddio e semelhantes; veja K. Hamaguchi et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. 62: 1129-1136, 1962) e detergentes ionicos (e.g.,
dodecil-sulfato de soédio (SDS), sarcosyl ou cloridrato de N-cetil-trimetil-
amonio), incluindo detergentes catidnicos, anidnicos e zuiteridnicos (tais
como CHAPS ou CHAPSO). Outros desnaturantes que podem ser utilizados
nos presentes métodos estdo listados em colunas 7 e 8 de Patente U.S.
6.488.671, cuja patente € aqui incorporada em sua totalidade como referéncia.

Em certas modalidades, um desnaturante fraco tal como LiCl,
LiClO,4, LiBr, CaCl, ou NaCl ndo € utilizado como um desnaturante no
tampdo de extragdo, embora um tal composto possa estar presente em um
tampdo de extragdo ou extrato de proteinas em adigdo a um desnaturante
listado nos paragrafos prévios.

Como observado acima, o reagente extrativo € contatado com

(e.g., combinado ou misturado com) células fixadas ou ndo-fixadas. Em certas
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modalidades, uma amostra celular contendo células (e.g., um meio de
transporte contendo célula fixadas) pode ser diretamente adicionada no
reagente extrativo. Em outras modalidades, as células podem ser isoladas de
uma amostra celular (e.g., por métodos de sedimentagdo, centrifugagdo,
filtracdo ou de afinidade), antes de sua adigdo no reagente extrativo de
proteina. Células podem ser lavadas ou contatadas com outros reagentes antes
de sua adigdo no reagente extrativo.

Todas ou uma por¢do das células fixadas ou nao-fixadas
disponiveis pode(m) ser combinada(s) com o reagente extrativo. Por exemplo,
em certas modalidades, uma porgdo das células pode ser utilizada em um teste
de citologia e uma porg¢do das células pode ser contatada com o reagente
extrativo para produzir a composi¢do intermediaria. As células e o reagente
extrativo podem ser combinados e incubados ou mantidos em uma
temperatura adequada (e.g., sobre gelo, a cerca de a temperatura ambiente ou
a cerca de 37°C) e por um tempo adequado (e.g., de 10 segundos a 24 h) para
produzir a composi¢do intermedidria. Por exemplo, as células e o reagente
extrativo podem ser combinados por pelo menos 1,2, 3, 4, 5, 10, 15, 30
minutos ou 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15 horas. Como outro exemplo, as células e o
reagente extrativo podem ser combinados por entre 5 minutos e 10 horas ou
10 minutos e 1 hora ou 10-30 minutos. Em certas modalidades, o reagente
neutralizador é contatado com a composi¢do intermediaria imediatamente
apos as células terem sido contatadas com o reagente extrativo. As células e o
reagente neutralizador podem ser combinados e incubados ou mantidos sob
uma temperatura adequada (e.g., sobre gelo, a cerca da temperatura ambiente
ou a cerca de 37°C) e por um tempo adequado (e.g., de 10 segundos a 24 h)
para produzir a composi¢do intermedidria. Por exemplo, as células e o
reagente neutralizador podem ser combinados por pelo menos 1, 2, 3, 4, 5, 10,
15, 30 minutos ou 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15 horas. Como outro exemplo, as células

e o reagente neutralizador podem ser combinados por entre 5 minutos e 10
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horas ou 10 minutos e 1 hora ou 10-30 minutos.

Reagente neutralizador

O reagente neutralizador utilizado nos presentes métodos tem
um pH que € suficiente para neutralizar o pH da composi¢do intermediaria
discutida acima, sob contato com a composi¢do intermediaria. Em outras
palavras, o reagente neutralizador tem um pH que € suficiente para neutralizar
o pH da composi¢do intermedidria discutida acima quando o reagente
neutralizador € misturado com a composi¢do intermediaria. Como sera
descrito com mais detalhes abaixo, o reagente neutralizador pode, em certas
modalidades, conter um poliéXietileno-alquil-éter ou outro detergente nao-
i6nico ou uma mistura de detergentes.

O pH do reagente neutralizador é suficiente para neutralizar a
composi¢do intermedidria preparada pelo contado das células fixadas ou ndo-
fixadas com um presente reagente extrativo. Dependendo do pH do reagente
extrativo e se tampdes sdo empregados, o pH do reagente neutralizador pode
estar entre pH 4,0 e pH 8,0. Em certas modalidades, o reagente neutralizador
pode ter um pH de cerca de pH 4,0 a cerca de pH 4,5, pH 4,5 a cerca de pH
5,0, pH 5,0 a cerca de pH 5,5, pH 5,5 a cerca de pH 6,0, pH 6,0 a cerca de pH
6,5, pH 6,5 a cerca de pH 7,0 ou pH 7,0 a cerca de pH 7,5. Reagente
neutralizador pode ser preparado usando qualquer fonte adequada de ions
hidrogénio, e.g., 4cido cloridrico ou acido acético, por exemplo. Em certas
modalidades, o reagente neutralizador pode ter um pH de menor do que pH
4.0.

O reagente neutralizador pode estar tamponado ou ndo
tamponado. Se o reagente neutralizador esta tamponado, entdo o reagente
neutralizador pode estar tamponado usando qualquer tampéo tendo um pK, de
cerca de 6 a cerca de 8, e.g., tris, hepes ou tricina, por exemplo. Em certas
modalidades preferidas, o reagente neutralizador compreende Tris-HC1 2 M,

pH cerca de pH 6,0. Em outras modalidades preferidas, o reagente
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neutralizador compreende Tris-HCI 0,9 M, pH cerca de pH 7,8.

Em algumas modalidades preferidas, a quantidade ou o pH do
reagente neutralizador necessario para trazer a amostra para o pH alvo, e.g.
pH de cerca de pH 6,0 a 9,0, ou pH 7,0 a 8,5 ou pH 7,5 a 8,5 ou pH 8,0 a 8,5,
¢ predeterminada(o) empiricamente antes da adi¢do do reagente neutralizador.
Em tais modalidades, o reagente neutralizador empiricamente determinado €
adicionado na amostra celular. Em outras modalidades, apds a adigdo do
reagente neutralizador, o pH da amostra neutralizada é medido. Ap0s tal etapa
de medicdo, o pH € ajustado, se necessario, para alcangar o pH neutro alvo.

Em outras modalidades o reagente neutralizador 'compreende
um ou mais de ou umas mistura de: HEPES, Triton™X-100, NaCl, glicerol e
EGTA. Um reagente neutralizador exemplar compreende HEPES cerca de 50
mM, pH cerca de pH 7,5, Triton™X-100 cerca de 1,1%, NaCl cerca de 150
mM, glicerol cerca de 10%, e EGTA cerca de 1 mM. Outro tampdo de
neutralizagdo exemplar compreende: Tris cerca de 20 mM, pH 8, BSA cerca
de 2%, Triton™X-100 cerca de 1%, Tween™-20 cerca de 2%, Sarcosina
cerca de 0,2%, NaCl de cerca de 250 mM, e EDTA (ou EGTA) cerca de 50
mM.

Como observado acima, qualquer um de o reagente extrativo
e/ou o reagente neutralizador pode conter um tensoativo ou detergente nio-
ionico incluindo, mas ndo limitado a, um polidxietileno-alquil-éter de formula
CH;(CH,),1CH,(OCH,CH,),,OH. Poliodxietileno-alquil-éteres exemplares sdo
tensoativos Brij™ incluindo um ou mais de: Brij™ 35, polidxietileno-(23)-
lauril-éter (CH;(CH,);0CH,(OCH,CH,),OH, n~23); Brij™ 30 poliéxietileno-
(4)-lauril-éter ~ (CH3(CH,),(CH,(OCH,CH,),0OH, n~4); Brij™ 52,
polidxietileno-(2)-cetil-éter  (C;sH33(OCH,CH,),OH, n~2); Brij™ 56
polioxietileno-(10)-cetil-éter (C,¢H33(OCH,CH,),OH, n~10); Brij™ 58,
polidxietileno-(20)-cetil-éter (C,¢H33(OCH,CH,),OH, n~20); Brij™ 72
polidxietileno-(2)-estearil-éter, (C,;sH3;,(OCH,CH,),OH, n~2); Brij™ 76,
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poliéxietileno-(10)-estearil-éter (C,sH;7(OCH,CH,),OH, n~10); Brij™ 78
poliéxietileno-(20)-estearil-éter (C,3H3;(OCH,CH,),OH, n~20); Brij™ 92,
polidxietileno-(2)-oleil-éter (CsH3s(OCH,CH,),OH, n~2); Brij™ 93,
polidxietileno-(2)-oleil-éter; (CsH3s(OCH,CH,),OH, n~2); Brij™ 97,
poli6xietileno-(10)-oleil-éter (C,sH35(OCH,CH,),OH, n~10); Brij™ 98,
polioxietileno-(20)-oleil-éter (C,sH;5(OCH,CH,),OH, n~20); Brij™ 700,
Poliéxietileno(100)-estearil-éter, C,gH;,(OCH,CH,),OH, n~100; ou Brij™
721, Polidxietileno-(21)-estearil-éter (C,3H;7,(OCH,CH,),OH, n~21).

Dependendo da concentragdo do polioxietileno-alquil-éter
usado e do pH do tampéo de extragéo, o polidxietileno-alquil-éter pode estar
presente no tampao de extragdo em uma concentragdo (v/v) de cerca de 0,05%
a cerca de 0,1%, de cerca de 0,1% a 0,5%, de cerca de 0,5% a cerca de 1%, de
cerca de 1% a cerca de 5%, de cerca de 5% a cerca de 10%, ou de cerca de
10% a cerca de 20%.

Em certas modalidades, o detergente ndo-idnico utilizado pode
ser nonidet P-40, n-octil-glicosideo, um detergente TRITON™ tal como
TRITON™ X-100, octil B-tioglicopiranosideo, um detergente TWEEN™ tal
como TWEEN-20, ou NP-40. Dependendo da concentragdo do detergente
usado, o detergente pode estar presente no tampdo de extragdo em uma
concentracdo de cerca de 0,01 M a cerca de 0,05 M, cerca de 0,05M a cerca
de 0,1 M, 0,1 M a cerca de 0,2 M, cerca de 0,2 M a cerca de 0,5 M, cerca de
0,5 M a cerca de 1,0 M, cerca de 1,0 M a cerca de 2,0 M, cerca de 2,0 M a
cerca de 4,0 M, ou cerca de 4,0 M a cerca de 8,0 M. Outros detergentes que
podem ser utilizados nos presentes métodos sdo listados em colunas 7 ¢ 8 de
Patente U.S. 6.488.671, cuja patente é aqui incorporada em sua totalidade
como referéncia. Em certas modalidades, o detergente pode estar presente em
ambos o tampéao de extragdo e o tamp3do de neutralizagio.

Detergentes exemplares e suas concentragdes em um presente

reagente neutralizador e/ou reagente extrativo incluem: Triton X-100: cerca
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de 0,1% a cerca de 10%, e.g., cerca de 1%, NP40: cerca de 0,1% a cerca de
10%, e.g., cerca de 1% e Tween-20: cerca de 0,1% a cerca de 10%, e.g., cerca
de 1%, peso/volume.

Como observado acima, o polidxietileno-alquil-éter ou outro
detergente ndo-io6nico poderia estar presente sozinho, em combinag¢do, ou nio
presente no reagente neutralizador. O polidxietileno-alquil-éter pode ser um
tensoativo Brij™ e pode estar combinado com um de ou ambos o detergente
Tween™ ou o detergente Triton™. Em certas modalidades preferidas, o
tensoativo Brij™ € Brij™35 em combinagdo com um ou mais dos seguintes
detergentes ndo-idnicos: Tween™ -20, berca de 0,1% a cerca de 10%, e.g.
cerca de 2%; ou Triton™ X-100, cerca de 0,1% a cerca de 10%, e.g. cerca de
2%.

Como observado acima, o reagente neutralizador é contatado
com (e.g., combinado ou misturado com) a composi¢do intermedidria para
produzir um extrato de proteinas tendo um pH neutro (i.e., um pH dentro da
faixa de cerca de pH 6,5 a cerca de pH 8,0, e.g., dentro da faixa de cerca de
pH 7,0 e cerca de pH 7,8). O extrato de proteinas adicionalmente contém
proteina de células fixadas ou ndo-fixadas, um polidxietileno-alquil-éter em
uma concentragio listada acima, e em certas modalidades, um tampdo para
manter o extrato de proteinas em uma faixa de pH particular e/ou detergente
ndo-idnico adicional. Se um desnaturante é adicionado nas células fixadas ou
ndo-fixadas, o extrato de proteinas pode adicionalmente conter aquele
desnaturante. O pH, escolha do detergente e da concentragdo do detergente
utilizado (e, se um desnaturante é utilizado, a identidade e a concentra¢io do
desnaturante) s@o suficientes para permitir que o extrato de proteinas seja
diretamente utilizado em um ensaio de ligagdo para detectar proteinas no
extrato de proteinas.

Neutralizagdo do extrato de células também pode ser realizada

pela passagem do extrato através de um filtro ou de uma extremidade de filtro
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que estd impregnado(a) com reagente neutralizador. A medida que o extrato
passa através do material do filtro, o reagente neutralizador é solubilizado € o
pH do extrato se aproxima da neutralidade.

Um método alternativo para neutralizar o extrato de células é
passar o extrato através de uma coluna Bio Spin (BioRad) pré-equilibrada
com uma solu¢do de pH neutro. O extrato também pode ser posto dentro de
uma seringa ou aparelho similar que contém gel (ou material filtrante)
contendo neutralizador e liberado da seringa por pressdo positiva.

Em certas modalidades, o presente extrato de proteinas contém
proteina E6 de HPV (particularmente proteina E6 de cepas oncogénicas de
HPV) que € acessivel e prontamente detectavel por um agente capturador sem
tratamento adicional do extrato de proteinas (e.g., sem adi¢do extra de
desnaturante, mudangas de pH ou aquecimento). O extrato de proteinas
também pode conter membranas solubilizadas ou insollveis, proteinas
diferentes de proteina E6 de HPV, e outros conteudos celulares tais como
DNA, RNA, carboidratos, etc. Outros contaminantes tais como aqueles
derivados de contaminagdo mucosal da amostra celular original também
podem estar presentes. Os componentes do extrato de proteinas geralmente
ndo contém células inteiras (i.e., citologicamente intactas).

O extrato de proteinas pode ser usado imediatamente, ou
armazenado, e.g., em forma congelada, antes do uso.

Em modalidades particulares, os extratos de proteinas
produzidos pelos métodos descritos acima podem ser utilizados em métodos
de detec¢do de proteinas, cujos métodos sdo descritos com mais detalhe
abaixo.

Como seria evidente do discutido acima, uma variedade de
desnaturantes, detergentes, tampdes, pHs e concentragdes de componente
diferentes pode ser utilizada nos reagentes descritos acima. O 6timo

desnaturante, detergente, tampao, pH, ou concentrag¢do de componente em
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qualquer reagente € prontamente determinado usando métodos de rotina.

Ap6s neutralizagdo do extrato celular, a proteina E6 pode ser
concentrada do extrato celular por incubagdo do extrato com particulas
contendo aglutinante para a E6. O aglutinante pode compreender PDZ,
Proteina Associada a4 E6 (E6AP) ou seus fragmentos, ou Proteina Ligante de
E6 (E6BP) ou seus fragmentos. Apds E6 ser capturada pelas particulas, as
particulas s@o lavadas e E6 € entdo liberada das particulas por incubagdo com
tampdo em pH maiores do que 10. As particulas sdo separadas da solugdo
eluindo e a solugdo restante é entdo neutralizada por procedimentos
previamente descritos. Alternativamente, a proteina E6 pode ser detectada
sem liberacdo das particulas de captura.

Outros detergentes que podem ser utilizados nos presentes
métodos estdo listados nas colunas 7 e 8 de Patente U.S. 6.488.671, cuja
patente € aqui incorporada em sua totalidade como referéncia. Em certas
modalidades, o detergente pode estar presente em ambos os tampdes de
neutralizagdo e de extragdo.

Em ainda outras modalidades, a amostra pode ser diluida apés
a etapa de neutralizagdo. Um diluente exemplar pode incluir: HEPES cerca de
50 mM, pH cerca de pH 7,5, Triton™X-100 cerca de 1,1%, NaCl cerca de
150 mM, glicerol cerca de 10%, e EGTA cerca de 1 mM. Outro diluente
exemplar pode incluir: Tris cerca de 50 mM, pH 8,2, BSA cerca de 2%,
Triton™X-100 cerca de 2%, Sarcosina cerca de 0,1%, NaCl cerca de 150
mM, e EDTA (ou EGTA) cerca de 50 mM.

METODOS DE DETECCAO DE PROTEINAS

O extrato de proteinas preparado pelos métodos discutidos
acima pode ser utilizado direta ou indiretamente (i.e., apds adi¢do de outros
reagentes) em um método no qual € avaliada a presenga de uma ou mais
proteinas no extrato de proteinas. Os métodos de deteccdo de proteina

geralmente envolvem um agente capturador que especificamente se liga em
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uma proteina. A identidade das proteinas a serem detectadas pode ser
conhecida (i.e., pré-determinada) ou identidade desconhecida no momento da
realizagdo do método.

Proteinas que podem ser detectadas usando os presentes
métodos de deteccdo de proteinas incluem proteinas que sdo marcadores
diagndsticos de uma doenga ou condigéo, e.g., cdncer, doenga inflamatoria, ou
infecg¢do por virus, bactérias ou fungo, por exemplo. Em certas modalidades,
uma proteina detectada usando os presentes métodos ndo € rotineiramente
detectavel a ndo ser que os presentes métodos de extra¢do de proteinas sejam
utilizados.

Proteinas exemplares que podem ser detectadas usando os
presentes métodos incluem proteinas que sdo codificadas por um agente
infeccioso, tal como o virus do papiloma humano (HPV). Em modalidades
particulares, os presentes métodos podem ser utilizados para detectar a
proteina de HPV, uma proteina que tem se mostrado dificil ou impossivel de
ser detectada em extratos de proteinas preparados de célula fixadas por outros
métodos.

Em termos gerais, os métodos de detec¢do de proteinas sdo
muito bem conhecidos na arte e incluem ensaios de ligagdo, i.e., ensaios nos
quais € detectada a ligagdo entre uma proteina e um agente capturador. Tais
ensaios incluem imunoensaios, i.e., ensaios de ligagdo que utilizam um
anticorpo que especificamente se liga em uma proteina, incluindo, mas ndo
limitado a, sistemas de ensaio competitivo e ndo-competitivo usando técnicas
tais como western blots, radioimunoensaios, ELISA (ensaio imunossorvente
ligado & enzima), imunoensaios de "sanduiche", imunoensaios enzimaticos,
citometria com esferas ordenadas (cytometric bead array, CBA), ensaios
multiplexados baseados em esferas (multiplexed bead assays) , western blot,
ensaios de imuno-histoquimica, ensaios de imunoprecipitagio, reagdes de

precipitina em difusdo em gel, ensaios de imunodifusdo, ensaios de
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aglutinagdo, ensaios de fixagdo-complemento, ensaios imunorradiométricos,
imunoensaios fluorescentes, e imunensaios de proteina A, para nomear apenas
uns poucos. Tais ensaios s@o rotineiros e sdo bem conhecidos na arte (veja,
e.g., Ausubel et al., eds, 1994, "Current Protocols in Molecular Biology", Vol.
1, John Wiley & Sons, Inc., New York, que é aqui incorporado como
referéncia em sua totalidade). Imunoensaios exemplares sdo descritos
resumidamente abaixo. Captura e liberagdo usando peptideos E6 BP ou AP,
anticorpos especificos, ou proteinas de dominio PDZ poderia ser usada como
um método de pds-extragdo, pré-ensaio para concentra¢do de E6 de HPV.
Alternativamente, um formato de anticorpo monoclonal dual poderia ser
utilizado.

Protocolos de imunoprecipitagio geralmente envolvem a
producdo de um extrato de proteinas, adugdo de um agente capturador, e.g.,
um anticorpo, no extrato de proteinas e incubagdo do extrato de proteinas e
agente capturador por um periodo de tempo adequado e em uma temperatura
apropriada. O agente capturador é entdo ligado em um suporte sé6lido, e.g., um
substrato de afinidade tal como esferas ligadas em proteina A e/ou proteina G,
e a mistura é incubada e lavada. O suporte sélido € ressuspenso em tampao de
amostra e a proteina de interesse pode ser detectada por western blotting, por
exemplo.

ELISAs podem envolver a preparagdo de um extrato de
proteinas, a ligacdo do extrato de proteinas em um suporte soélido (e.g., uma
placa de microtitulo de multicavidades), o contato do extrato de proteinas
ligado em suporte com um agente capturador, e.g., um anticorpo, € a detec¢do
da ligagdo entre o agente capturador e a proteina. Em certos métodos de
ELISA, o agente capturador pode ser detectavelmente marcado com um grupo
detectavel tal como um substrato enzimético (e.g., peroxidase de rabano ou
fosfatase alcalina) antes do contato do agente capturador com o extrato de

proteinas ligado em suporte. Em outras modalidades, contudo, ligagdo do
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agente capturador no extrato de proteinas pode ser detectada por um segundo
agente capturador detectavel (e.g., um segundo anticorpo) que se liga no
agente capturador contatado com o extrato de proteinas.

Em outros ensaios ELISA, o agente capturador pode ser ligado
em um suporte solido, e o extrato de proteinas é contatado com o agente
capturador ligado no suporte solido. Ligagdo de uma proteina no extrato de
proteinas no anticorpo do suporte solido pode ser detectada usando um
segundo agente capturador para tal proteina. Tais ensaios de "sanduiche" sdo
bem conhecidos na arte.

Em outros ensaios, a ligagdo entre um agente capturador e a
proteina pode ocorrer em solucdo antes da imobilizagdo em superficie do
agente capturador.

Em particular, os presentes métodos podem ser utilizados para
detectar a proteina E6 de cepas oncogénicas de HPV. Nestas modalidades, o
agente capturador utilizado no método de detec¢do pode ser, por exemplo, um
anticorpo ou um polipeptideo compreendendo um dominio PDZ que se liga
em um ligante de PDZ (i.e., um sitio de ligagdo para um dominio PDZ)
contido na proteina E6. Por exemplo, o presente método de ligagdo para
deteccdo de E6 pode utilizar uma proteina contendo um dominio PDZ que
contém o segundo PDZ de MAGI-1, ou o dominio PDZ de DLG ou TIP1,
etc., como descrito em Pedido Publicado US 20040018487 (publicados aos 29
de janeiro de 2004) e aqui incorporado como referéncia em sua totalidade.
Proteinas contendo dominio PDZ exemplares e sequéncias de dominio PDZ
exemplares s@o mostradas em TABELA 2 e EXEMPLO 4 do pedido US
20040018487. O termo "dominio PDZ" também inclui variantes (e.g.,
variantes naturalmente ocorrentes; das sequéncias (e.g., variantes
polimérficas, variantes com substituigdes conservativas, e semelhantes) e
dominios de espécies alternativas (e.g. camundongo, rato). Tipicamente,

dominios PDZ sdo substancialmente idénticos aqueles mostrados em Pedido
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de Patente U.S. de N° serial 09/724.553 que € aqui incorporado como
referéncia, e.g., pelo menos cerca de 70%, pelo menos cerca de 80%, ou pelo
menos cerca de 90% de identidade de residuo de aminoadcido quando
comparados e alinhados para correspondéncia méxima. E reconhecido na arte
que dominios PDZ podem ser mutados para darem mudangas de aminoacido
que podem reforcar ou enfraquecer a ligagéo e alterar a especificidade, ainda
eles permane¢am dominios PDZ (Schneider et al., 1998, Nat. Biotech.
17:170-5). Salvo indica¢do em contrario, uma referéncia a um dominio PDZ
particular PDZ (e.g. um dominio 2 de MAGI-1) ¢ intencionada para incluir o
dominio PDZ particular e suas variantes de ligagdo de E6 de HPV. Em outras
palavras, se uma referéncia ¢ feita a um dominio PDZ particular, uma
referéncia também sera feita as variantes daquele dominio PDZ que se ligam
em proteina E6 oncogénica de HPV, como descrito abaixo. Neste sentido, €
observado que a numerag¢do dos dominios PDZ em uma proteina pode mudar.
Por exemplo, o dominio 2 de MAGI-1 (de sequéncia de aminoacidos
PSELKGKFIHTKLRKSSRGFGFTVVGGDEPDEFLQIKSLVL
DGPAALDGKMETGDVI
VSVNDTCVLGHTHAQWKIFQSIPIGASVDLELCRGYPLPFDPDDPN),
como aqui chamado, pode ser chamado de dominio 1 de MAGI-1 em outra
literatura. Como tal, quando um dominio PDZ particular de uma proteina é
referido neste pedido, esta referéncia deve ser entendida a vista da sequéncia
daquele dominio, como aqui descrita, particularmente na Tabela 2 de lista de
sequéncias de Pedido US 20040018487, que mostra a relagdo entre as
sequéncias de lista de sequéncias € os nomes e os numeros de acesso no
Genbank para vérios dominios, onde apropriado. Como aqui usado, o termo
"proteina PDZ" refere-se a uma proteina naturalmente ocorrente contendo um
dominio PDZ. Proteinas PDZ exemplares incluem CASK, MPP1, DLGI,
DLG2, PSD95, NeDLG, TIP-33, SYNIla, TIP-43, LDP, LIM, LIMKI,
LIMK2, MPP2, NOS1, AF6, PTN-4, prIL16, 41,8kD, KIAA0559, RGS12,
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KIAA0316, DVLI1, TIP-40, TIAMI1, MINT1, MAGI-1, MAGI-2, MAGI-3,
KIAA0303, CBP, MINT3, TIP-2, KIAA0561, e TIP-1. Como aqui usado, o
termo "polipeptideo de dominio PDZ" refere-se a um polipeptideo contendo
um dominio PDZ, tal como uma proteina de fusdo incluindo uma sequéncia
de dominio PDZ, uma proteina PDZ naturalmente ocorrente, ou um peptideo
de dominio PDZ isolado. Um polipeptideo de dominio PDZ pode ser portanto
cerca de 60 amino4cidos ou mais em comprimento, cerca de 70 aminoacidos
ou mais em comprimento, cerca de 80 aminoéacidos ou mais em comprimento,
cerca de 90 aminoacidos ou mais em comprimento, cerca de 100 aminoacidos
ou mais em comprimento, cerca de 200 aminoicidos ou mais em
comprimento, cerca de 300 aminoacidos ou mais em comprimento, cerca de
500 aminodcidos ou mais em comprimento, cerca de 800 aminoacidos ou
mais em comprimento, cerca de 1.000 aminoécidos ou mais em comprimento,
costumeiramente até cerca de 2.000 aminoacidos ou mais em comprimento,
cerca de 50-2000 aminodcidos em comprimento, cerca de 50-1500
aminoacidos em comprimento, cerca de 50-1000 aminoacidos em
comprimento, cerca de 60-1000 aminoacidos em comprimento, cerca de 70-
1000 aminoacidos em comprimento. Peptideos de dominio PDZ sdo
costumeiramente ndo maiores do que cerca de 200 aminoacidos (e.g. 50-200
aminoacidos, 60-180 aminoacidos, 80-120 aminoacidos, ou 90-110
aminoacidos), e codificam um dominio PDZ.

Anticorpos adequados para detectar a proteina E6 de HPV sdo
descritos em 20050142541 [sic] (publicada aos 30 de Junho de 2005), por
exemplo. Métodos detalhados para identificar a proteina E6 de cepas
oncogénicas de HPV sdo encontrados em Pedido Publicado de Patente U.S.
de N° US20040018487, cujos métodos sdo aqui incorporados em sua
totalidade. Estes métodos publicados sfo prontamente adaptados para
utilizagéo nos presentes métodos .

Em certas modalidades, um anticorpo anti-E6 pode ser ligado
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em um suporte solido, e um extrato de proteinas produzido pelos presentes
métodos € contatado com o anticorpo ligado no suporte sélido. Tais suportes
solidos sdo bem conhecidos na arte e podem incluir mas nédo sdo limitados a:
particulas de ouro coloidal, particulas quimioluminescentes, particulas de
latex secas, ou particulas para SERS Raman, e.g. nicleos de prata ou de ouro
revestidos com silica com corantes reporter. Em certas modalidades, um
anticorpo anti-E6 pode estar conjugado em um marcador fluorescente.

Ligacdo da proteina E6 oncogénica no extrato de proteinas
pode ser detectada usando uma proteina contendo o dominio PDZ. Em outras
modalidades, uma proteina contendo o dominio PDZ pode estar ligada em um
suporte solido, e um extrato de proteinas produzido pelos presentes métodos é
contatado com a proteina contendo o dominio PDZ ligada no suporte sélido.
Ligagdo de proteina E6 oncogénica no extrato de proteinas pode ser detectada
usando um anticorpo anti-E6. Em métodos alternativos, ligacdo entre o
anticorpo anti-proteina contendo o dominio PDZ pode ocorrer em solugéo
(i.e., na auséncia de ligagdo de quer o anticorpo quer a proteina contendo o
dominio PDZ em um suporte sélido), e, apos a ligagdo, o anticorpo ou a
proteina contendo o dominio PDZ pode ser ligado(a) em um suporte sélido
(e.g., esferas ou semelhantes como aquelas descritas acima). Nestas
modalidades, a proteina contendo o dominio PDZ pode ser uma proteina de
fusdo tendo um dominio de afinidade que se liga no suporte soélido. A
presenga da proteina E6 pode ser detectada usando um segundo agente
capturador que reconhece a proteina E6.

Em modalidades preferidas, ensaios de fluxo lateral (LF),
ensaios imunocromatograficos, testes de bastdes de imersdo, ou imunoensaios
de fluxo-através sdo utilizados para detectar a proteina E6 capturada. Em
modalidades preferidas, uma tira de fluxo lateral (LF) compreendendo uma
"zona de captura" e proteinas contendo o dominio PDZ s&o adicionados em

um frasco ou uma cavidade contendo a amostra extraida, na qual tem sido
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adicionado um segundo agente capturador tal como anticorpos monoclonais
(mAb) anti-E6 de HPV conjugados em particulas de ouro. As particulas de
ouro € a amostra sdo entdo permitidas migrarem para cima via ag¢do capilar.
Uma almofada absorvente pode ser ligada na extremidade distal para facilitar
o fluxo do liquido subindo pela tira. Durante a migragdo da amostra subindo
pela tira, as proteinas contendo o dominio PDZ na zona de captura podem se
ligar na proteina E6. Se ligagdo dos mAb's conjugados em ouro ocorreu em
solugdo, o conjugado de ouro - anticorpo anti-E6 poderia se ligar na proteina
contendo o dominio PDZ. Alternativamente, a proteina E6 poderia se ligar na
proteina contendo o dominio PDZ seguido pela captura do conjugado de ouro
- E6. Sob qualquer cenario, captura bem sucedida pode resultar na formagéo
de uma linha visivel e detectavel sobre a tira de LF.

Em modalidades preferidas, uma citometria com esferas
ordenadas (cytometric bead array, CBA) é utilizada para auxiliar na detec¢io
da proteina E6 captura. Uma CBA, também conhecida como um ensaio
multiplexado baseado em esferas (multiplexed bead assay), ¢ uma série de
particulas espectralmente discretas que podem ser usadas para capturar e
quantificar analitos soluveis. O analito € entdo medido pela detec¢do de uma
emissdo baseada em fluorescéncia e andlise citométrica de fluxo. A Becton
Dickinson (BD)™ CBA ge'ra dados comparaveis com os ensaios baseados em
ELISA, mas em um modo "multiplexado" ou simultineo. Como com qualquer
ensaio no formado de sanduiche, o célculo da concentragdo de analito
desconhecido ocorre geralmente por meio do uso de padrdes conhecidos e de
plotagem de desconhecidos contra uma curva padrio.

Instrumentos uteis para detectar a proteina E6 capturada sdo
bem conhecidos na arte.. Por exemplo, um instrumento refletdmetro ou um
leitor UMM pode ser usado para detectar a linha resultante sobre a tira de LF.
Alternativamente, um leitor fluorométrico pode ser utilizado se mAbs anti-E6

fluorescentemente marcados sdo usados para capturar a proteina E6.
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Dispositivos nos quais as particulas detectoras estdo incorporadas como uma
parte inerente do proprio dispositivo também poderiam ser usados.
Alternativamente, o processo de extragdo da invengdo poderia produzir uma
amostra de entrada consistindo de um grupo E6 sozinho ou complexado com
anticorpos, peptideos ou proteina especificos (quer ligados quer ndo ligados
em particulas). Tal amostra de entrada poderia ser introduzida em um fluxo
baseado em membrana ndo-especifica ou de captura especifica através do
dispositivo de detec¢do e subsequentemente detectada por sistemas baseados
em particulas ou enzimaticos ou sistemas de detecgdo amplificada.

Numerosas abordagens poderiam ser utilizadas para
intensificar a detec¢do de sinal. Uma tal abordagem utilizaria anticorpos
monoclonais (mAbs) conjugados em enzima (e.g. peroxidase de rabano
(HRP) ou fosfatase alcalina (AP)) conjugados com particulas de ouro
conjuntamente com uma substrato de precipitacdo. Anticorpos com biotinas
multiplas seguidos por particulas de ouro - estreptavidina poderiam também
resultar em sinal amplificado. Biotina-tiramida poderia ser usada para
depositar mais biotina ao redor da linha de teste, seguida por ouro conjugado
com estreptavidina para amplificagdo e detecgdo. Alternativamente, a
intensificagdo de sinal poderia resultar do uso de um processo de dois niveis
envolvendo uma particula priméria consistindo de biotina e uma particula de
ouro conjugada com mAb especifico (ou particulas fluorescentemente
marcada) seguida por uma particula secundaria conjugada com estreptavidina.
A particula primdria poderia ser uma particula etiquetada iterativamente com
E6 especifica seguida por uma particula secundaria anti-etiqueta. A particula
primaria também poderia ser um coquetel de anticorpo capaz de reagir com
proteinas E6 derivadas de algumas, ou de todas as cepas oncogénicas de HPV
e/ou com um ou mais epitopos da proteina E6. Tal coquetel de anticorpos
poderia estar biotinilado, conjugado em um suporte sélido (e.g. particula de

ouro) ou fluorescentemente marcado; e muitos dos métodos aqui descritos
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poderiam ser usados conjuntamente com tal coquetel para detectar a proteina
E6.

Em certas modalidades, o ingrediente ativo no tampdo de
extragdo pode ser aumentado com o propodsito de intensificar a solubilizagdo
do espécime clinico. Tal solubilizagdo intensificada poderia evitar a
necessidade de clarificar a amostra e eliminar uma etapa no ensaio. Também
pode ser possivel pelotizar os complexos de ouro-mAB-anti-E6 e reconstituir
em um volume pequeno com o proposito de concentrar a amostra,
enriquecendo deste modo a proteina E6 e intensificando a sensibilidade do
ensaio.

A amostra pode ser filtrada antes da detec¢do para remover
material indesejado que poderia interferir com o fluxo e a detec¢io da
amostra. Filtragdo pode abaixar a viscosidade de uma amostra, resultando em
uma vazdo de fluxo aumentada da amostra. Isto pode aumentar a eficiéncia na
concentragdo da amostra para dentro de uma membrana de amostra ou a
vazdo de fluxo em um dispositivo de fluxo lateral. Em adigéo, pela redugdo da
matéria de tamanho de particula maior da amostra, a viscosidade de uma
amostra pode ser abaixada, resultando em uma vazio de fluxo aumentada da
amostra. Isto pode aumentar a eficiéncia na concentragdo da amostra para
dentro de uma membrana de amostra ou a vazdo de fluxo sobre um
dispositivo de fluxo lateral.

Uma ampla variedade de polimeros organicos e inorganicos,
ambos naturais e sintéticos, pode ser usada para filtrar a amostra. Polimeros
ilustrativos  incluem polietileno, polipropileno, poli(4-metil-buteno),
poliestireno, polimetacrilato, poli(tereftalato de etileno), raiom, nailon,
poli(butirato de vinila), poli(difluoreto de vinilideno) (PVDF), silicones,
poliformaldeido, celulose, acetato de celulose, nitro-celulose, papel de fibra
de vidro, poli(cloreto de vinila), poli(acetato de vinila), copolimeros de

acetato de vinila e cloreto de vinila, poliamida, policarbonato, orlon, poliéster,



10

15

20

25

43

poliestireno, e semelhantes, ou misturas também podem ser usadas. Em uma
modalidade preferida, o tamanho de poro do filtro permite que as proteinas de
amostra passem através simultaneamente evitando a passagem de outros
materiais. Tamanhos de poro de filtro podem variar, por exemplo, de 0,1 pm a
50 um. Preferivelmente, o tamanho de poro varia de 0,5 a 25 um, 1,0 a 20
pm, 2,0 a 15 pm, 3,0 a 10 pum, ou 4,0 a 6,0 um. Por exemplo, apos as etapas
de extrag@o de proteina pelo contato das células com um reagente extrativo e
entdo uma reagente neutralizador da presente invengdo, a amostra pode ser
passada através de um filtro tendo um tamanho de poro de 0,6, 0,8, 1,0, 1,2,
1,4, 1,6, 1,8, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0 ou 8,0 um. Uma pessoa experiente na
arte reconheceria que tamanhos de poro diferentes poderiam ser exigidos
baseando-se na amostra a ser filtrada. A amostra pode ser for¢ada através do
filtro (e.g. por meio de uma seringa contendo um filtro de membrana porosa
ou pelo uso de uma sucg¢éo a vacuo através do filtro). H4 numerosos métodos
de filtragdo de uma amostra bem conhecidos por uma pessoa experiente na
arte.

A filtragdo da amostra pode resultar em uma em uma vazio de
fluxo aumentada para a amostra. Em algumas situag¢des, a vazio de fluxo da
amostra pode ser aumentada em comparagdo com uma amostra que ndo foi
filtrada por 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45% ou 50%. Um
tamanho de filtro apropriado pode resultar no aumento da vazio de fluxo sem
qualquer perda apreciavel de detecgéo de sinal.

Resultados obtidos dos métodos de ensaio descritos acima
podem ser comparados com os resultados obtidos de controles adequados,
e.g., um controle positivo (no qual um extrato de proteinas conhecidamente
contendo a proteina na qual o agente capturador se liga pode ser utilizado) ou
um controle negativo (e.g., no qual um reagente extrativo de proteina ndo tem
sido contatado com uma amostra celular pode ser usado).

Resultados obtidos dos métodos de ensaio descritos acima
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podem indicar a presen¢a, a auséncia, ou, em certas modalidades, a
quantidade de uma proteina em um extrato de proteinas.

Em certas modalidades, os resultados obtidos dos métodos de
ensaio descritos acima podem ser comunicados de volta para uma localizagdo
remota, e.g., por telefone, fax, e-mail, correio ou qualquer outro meio. Os
resultados podem ser comunicados ao sujeito ou a um médico do sujeito, por
exemplo.

Os métodos de detecgdo de proteina acima podem ser
realizados em combinag¢do com um teste diferente, tal como um teste
citolégico, e.g., um teste Pap para identificar células cervicais cancerosas ou
pré-cancerosas, ou outros testes moleculares. Nestas modalidades, uma
amostra celular pode ser dividida em partes antes do uso. A primeira parte
pode ser usada em ensaios citologicos e a segunda parte pode ser utilizada nos
métodos descritos acima.

De acordo com o discutido acima, certas modalidades da
invengdo também fornecem um sistema para produzir um extrato de
proteinas. O sistema geralmente contém: a) uma amostra celular contendo
células fixadas ou ndo-fixadas; b) um reagente extrativo que tem um pH de
pelo menos cerca de pH 10,0; e c) um reagente neutralizador, onde as células
fixadas ou ndo-fixadas, reagente extrativo e reagente neutralizador podem ser
utilizados nos métodos acima para produzir um extrato de proteinas adequado
para uso em um ensaio de ligacdo. O reagente extrativo e/ou o reagente
neutralizador contém um polidxietileno-alquil-éter.

KITS

Em ainda outra aspecto, a presente invengédo fornece kits para
praticar os presentes métodos, e.g., para produzir um extrato de proteinas de
células fixadas ou ndo-fixadas, em certas modalidades, para testar a presenga
de uma proteina no extrato de proteinas. Os presentes kits pelo menos

incluem um reagente extrativo que tem um pH de pelo menos cerca de pH
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10,0, e um reagente neutralizador. O reagente extrativo e/ou o reagente
neutralizador contém um polidxietileno-alquil-éter. Em adig@o, os kits podem
incluir um agente capturador para detectar uma proteina, e, em certas
modalidades, reagentes (e.g., tampdes e reagentes de detec¢do) para detectar
aquela proteina usando o agente capturador. Os componentes acima podem
estar presentes em recipientes separados ou um ou mais componentes podem
estar combinados em um unico recipiente, e.g., um frasco de vidro ou de
plastico.

Em adi¢do aos componentes acima, os presentes kits podem
adicionalmente incluir instru¢des para praticar os presentes métodos. Estas
instrugdes podem estar presentes nos presentes kits em uma variedade de
formas, uma ou mais das quais pode estar presente no kit. Uma forma na qual
estas instrugcdes podem estar presentes é uma informagdo impressa sobre um
meio ou substrato adequado, e.g., um pedago ou pedagos de papel sobre o
qual (os quais) a informagdo esta impressa, na embalagem do kit, em um
inserto de embalagem, etc. Ainda outro meio seria um meio legivel por
computador, e.g., disquete, CD, etc., sobre qual a informa¢do tem sido
gravada. Ainda outro meio que pode ser apresentado é um endere¢o em um
website que pode ser usado via a internet para acessar a informag¢do em um
sitio distante. Qualquer meio conveniente pode estar presente nos kits.
UTILIDADE

O método e o sistema descritos acima sdo prontamente

utilizados em uma variedade de métodos diagnosticos e de pesquisa,
incluindo métodos de diagnose de uma condi¢do ou doenga especifica, ou
infecgdo por um agente infeccioso, tal como um virus ou bactérias. Em uma
modalidade, o método é utilizado como parte de um diagnéstico para detectar
células infectadas por HPV. Visto que a preseng¢a de cepas oncogénicas de
HPV esta associada com células cancerosas e pré-cancerosas, os presentes

métodos podem ser utilizados para detectar células cancerosas e pré-
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cancerosas.

HPV ¢ conhecidamente um agente causador das seguintes
doengas: epidermodisplasia verruciforme (EV), um distirbio de pele durante
toda a vida que resulta em alto risco para a cincer de pele (e.g.,
esquamocelular); neoplasias cervicais tais como neoplasia intraepitelial
cervical (CIN) e carcinoma cervical invasivo (ICC); neoplasias vaginais tais
como neoplasia intraepitelial vaginal (VAIN) e carcinoma vaginal (VC);
neoplasias vulvais tais como neoplasia intraepitelial vulvar (VIN) e carcinoma
vulvar; carcinoma peniano (incluindo papulose Bowenoid); carcinomas anal
(AC) e perianal (PC); carcinomas orofaringeais (OS); carcinomas esofagicos
(EC); canceres de pele de ndo-melanoma (e.g., carcinoma de célula basal-
BCC e carcinoma de célula escamosa-SCC); e melanoma. Como tal, em uma
modalidade, os presentes métodos podem ser utilizados como um diagnéstico
para qualquer uma destas doengas.

Em uma modalidade, sdo obtidas células (e.g., esfoliadas ou
dissecadas) de um sujeito e depositadas em um meio liquido contendo um
fixador que, em certas modalidades, pode ser um meio de transporte para teste
citologico. As células sdo costumeiramente obtidas em clinica ou consultorio
médico, a amostra celular ¢ enviada para ou recebida de uma instalagdo de
teste na qual os métodos de detecgdo de proteina citados acima e,
opcionalmente, ensaios citologicos sdo realizados. Resultados do teste sdo
comunicados ao sujeito, em algumas modalidades via o médico € um seu
associado.

O suyjeito cujas células sdo utilizadas pode ser um mamifero,
e.g., um cdo ou gato, um roedor (e.g., camundongo, porquinho-da-india, ou
rato), ou primata (e.g., um humano, chimpanzé, ou macaco). Em muitas
modalidades, o sujeito sera um humano, particularmente um humano
masculino ou feminino. Em certas modalidades, o sujeito pode mostrar

sintomas de infec¢do por HPV (e.g., pode ter verrugas sobre uma ou mais
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partes do corpo), pode ser suspeito de estar infectado por HPV (e.g., pode
conter células que sdo citologicamente consistentes com uma tal infec¢do) ou
pode ja ter sido testado positivo para HPV. Em certas modalidades, o sujeito
pode ndo ter indicacdo de infecgdo por HPV, e os métodos acima podem ser
utilizados como parte de um cenario de rotina.

Em uma modalidade, os presentes métodos podem ser
utilizados para detectar qualquer cepa de HPV oncogénico, e.g., HPV 26,
HPV 53, HPV 66, HPV 73, HPV 82, HPV 16, HPV 18, HPV 31, HPV 35,
HPV 30, HPV 39, HPV 45, HPV 51, HPV 52, HPV 56, HPV 59, HPV 58,
HPV 33, HPV 66, HPV 68 ou HPV 69, (particulanhente qualquer uma das
cepas de HPV mais predominantes, e.g., HPV 16, HPV 18, HPV 31, HPV 33
e HPV 45) pela deteccdo da proteina E6 daquela cepa. Em uma modalidade,
no momento de iniciagdo dos presentes métodos, ndo € sabido se as células
fixadas ou ndo-fixadas contém proteina E6 oncogénica ou de qual cepa € a
proteina E6 oncogénica. Se um ensaio de detec¢do indica a presenca de uma
proteina E6 oncogénica em células, entdo a identidade da cepa de HPV que
infectou aquelas células pode ser determinada por outros ensaios moleculares,
e.g., aqueles que utilizam anticorpos especificos para uma proteina E6
especifica ou outra proteina codificada pelo virus, ou por sequenciamento de
DNA viral.

Os seguintes exemplos sdo oferecidos por meio de ilustragdo e
ndo por meio de limitagdo.

EXEMPLOS

Exemplo 1: Extracdo de amostras clinicas inoculadas
Células transfectadas com o gene HPV16 E6 (C33A+) foram

fixadas com o meio THINPREP™ e adicionadas (i.e., "inoculadas") em

por¢des das amostras clinicas fixadas com THINPREP™ como listado
abaixo. As células foram inoculadas em metade de cada uma de cinco

amostras clinicas (cada metade de amostra clinica tendo 20 milhdes (20M) de
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células C33A+).

Esquema de extracio:

Células C33A(+) ThinPrep / 20M células por mL

1 - 20M de Células C33A(+) ThinPrep em %2 negativo clinico
#229 (1,0 mL de extragéo)

2 - 20M de Células C33A(+) ThinPrep em % negativo clinico
#230 (1,0 mL de extragéo)

3 - 20M de Células C33A(+) ThinPrep em %2 negativo clinico
#231 (1,0 mL de extrag@o) ‘

4 - 20M de Células C33A(+) ThinPrep em % negativo clinico
#232 (1,0 mL de extracéo)

5 - 20M de Células C33A(+) ThinPrep em %2 negativo clinico
#233 (1,0 mL de extragéo)

6 - 20M de Células C33A(+) ThinPrep (1,0 mL de extragédo)
Reagente extrativo:

Triton X-100 / Lote 092K0171 - (1% =250 uL)

NaCl SM / Lote 5701-53 - (0,15M = 750 pL)

Base Tris 0,5 M / Lote 5708-20 - (0,IM =5 mL)

Glicina 0,5 M/ Lote 5708-9 - (0,1IM =5 mL)

SDS 10% / Lote 5708-8 - (0,05% = 125 pL)

Uréia 8 M / Lote 5678-83 - (0,25M = 781 uL)

Adicionar RO/DI em 20 mL- (8,1 mL)

NaOH 5 N/ Lote A09522 - (525 uL)

Adicionar RO/DI em 25 mL - (4,475 mL)

pH Final - 11,48

Formulagdo final: Tris 0,1 M / glicina 0,1 M / NaCl 0,15 M /
Triton™ X-100 1% / SDS 0,05% / uréia 0,25 M pH 11,48

Procedimento de extracio de proteina:

1. Adicionar suspensdo de células em tubo de centrifuga de 50
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2. Centrifugar a 3000 rpm por 10-15 minutos

3. Cuidadosamente remover o sobrenadante

4. Transferir o contetido para um tubo nunc de 1,5 mL
5. Centrifugar a 3000 rpm por 10-15 minutos

6. Cuidadosamente remover o sobrenadante

7. Adicionar a quantidade exigida de reagente extrativo para

8. Ressuspender para fragmentar a pelota de células
a. Aditivos (DTT @ 1:100)
9. Checar pH, ajustar para 11,5

10. Misturar na RT (temperatura ambiente) (ou temperatura

apropriada para extrag@o) por 30 minutos

11. Centrifugar a 14.000 rpm por 10-15 minutos

12. Remover o sobrenadante clarificado

13. Adicionar DTT® 1:100

14. Neutralizar para pH 8,0 com HCI 5N e testar em ELISA
(Neutralizar para pH 8,0 com 31,0 uL. de HCI 5 N/ 1 mL)
DTT 100 mM /NR 5701-90 / DOM 2/7/05

Meétodo de ELISA

1 - Revestir placa (Nunc 439454 Maxisorp F96 / lote 542043)

com 5 pg/mL de GST-Magi-PDZ (lote 88,18 / 0,65 ug/uL) em PBS (lote
021405) - 100 pL por cavidade

Magi-PDZ

033005)

11 mL x 5 pg/mL = 55 pg x 1 ul/0,65ng = 84,6 uL. de GST-

2 - Incubar durante a noite a 4°C
3 - Lavar 3x (TBS-Tween) com lavador de placa

4 - Bloquear placa com 250 pL de tampdo bloqueador (lote
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5 - Incubar por 2 horas a 25°C

6 - Lavar 3x (TBS-Tween) com lavador de placa

7 - Adicionarl00 pL. de MBP-E6 / amostra de lisado para
cavidades apropriadas

8 - Incubar por 1 hora a 25°C

9 - Lavar 3x (TBS-Tween) com lavador de placa

10 - Adicionar 100 pL. de anticorpo anti-E6 (4C6 - 2,85mg/
mL - lote 02) @ 5 pg/mL na cavidade apropriada em tampdo BSA HNTG 2%
(lote 031805B). Peptideo N-terminal (HPV16E6 lote#PN3952-2) ¢é
adicionado em amostras apropriadas a 10 pg/mL para verificar a
especificidade de sinal (peptideo é pré-incubado com o anticorpo anti-E6 para
45 minutos antes da adi¢do).

11 - Incubar por 2 horas a 25°C

12 - Lavar 3x (TBS-Tween) com lavador de placa

13 - Preparar uma diluigdo 1:5.000 de IgG de cabra anti-
camundongo conjugada com HRP (Jackson GxM IgG-HRP / catalogo #115-
035-062 / lote 60988) em tampéao BSA 2% / Tween 20 0,05% (lote 040505).

10,0 mL x 1/5000 = 0,002 mL x 1,000 I/ mL = 2,0 uL de IgG
de cabra anti-camundongo conjugada com HRP

14 - Adicionar 100 pL de diluigdo 1:5000 de IgG de cabra
anti-camundongo conjugada com HRP em cavidades apropriadas

(Remover Substrato TMB e deixar em temperatura ambiente)

15 - Incubar por 1 hora a 25°C

16 - Lavar 5x (TBS-Tween) com lavador de placa

17 - Adicionar 100 pL de Substrato Neogen K-Blue TMB (lote
041018)

18 - Incubar por 30 minutos a 25°C

19 - Adicionar 100 pL de Solugdo Stop (lote 030705) e Ler em
A450
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Formulac¢éo:
Tampdo BSA 2% / Tween 0,05% - (lote 040505)

Bloqueador BSA 2% lote 033005 (49,975 mL)
Tween 20 lote A016759301 (0,025 mL)

Resultados
Sequéncia Sequéncia
(SEM peptideos) (Peptideo N-teminal)
oD Média Média OD

20M de células C33A(+) TP em 1/2 negativo clinico #229* 1,294 1,220 1,257 0,464 0,516 0,411
20M de células C33A(+) TP em 1/2 negativo clinico #230* 1,140 1,103 1,122 0,631 0,630 0,632
20M de células C33A(+) TP em 1/2 negativo clinico #231* 1,136 1,178 1,157 0,443 0,451 0,434
20M de células C33A(+) TP em 1/2 negativo clinico #232* 0,946 0,924 0,935 0,580 0,585 0,574
20M de células C33A(+) TP em 1/2 negativo clinico #233* 1,288 1,169 1,229 0,843 0,843 0,843
20M de células C33A(+) TP 1,762 1,691 1,727 0,345 0,334 0,356
C33A(+) / 2M de células / LB (+ve) 2,052 2,134 2,093
C33A(-) / 2M de células / LB (-ve) 0,167 0,188 0,178
Anti-4C6 + N-Term (-ve) 0,056 0,062 0,059
Anti-4C6 (-ve) 0,106 0,115 0,111

* Volume de extragdo -1 mL

Como pode ser visto dos resultados mostrados na tabela acima,
ligacdo de E6 foi detectada para todas as amostras clinicas inoculadas.
Exemplo 2: Efeito do tampdo de pH alto mais aditivos sobre a detec¢do de

MBP-E6

O exemplo descrito em Figural ilustra o efeito de tampdes de
composi¢do diferente sobre a detecgdo de proteina ligante de maltose (MBP)-
proteina E6 recombinante. Ordinariamente, os tampdes de extragdo aqui
descritos seriam usados para extrair a proteina do extrato de células. Aqui,
contudo, proteina recombinante previamente purificada foi usada com o
propdsito de otimizar as condi¢des. Resumidamente, os experimentos
descritos em Figura 1A envolveram a suspensdio da MBP-proteina E6 em
tampdes de extragdo recém-preparados diferindo em teor de aditivo e pH. Esta
etapa de "extragdo" foi seguida por uma etapa de neutralizagdo na qual o pH
da amostra foi ajustado para um pH neutro. MBP-proteina E6 foi entio
detectada usando um ensaio de fluxo lateral.

Composicdo dos tampdes

Os tampdes usados nos experimentos aqui descritos foram

derivados de um dos dois tampdes, quer um tampdo de pH mais baixo,
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"Tampéo 1" quer um tampéo de pH mais alto, "Tampdo 2". Tamp&do 1 (pH de
cerca de 11,5) consistiu de: Tris/Glicina cerca de 100 mM, HEPES cerca de
50 mM, NaCl cerca de 150 mM, EGTA cerca de 1 mM, Triton™ X-100 cerca
de 1,1%, e NaOH cerca de 0,125-0,14 N. Tampao 2 (pH de cerca de 12-13)
consistiu de NaOH cerca de 0,1 N e Citrato de Trissodio cerca de 50 mM.
Cada tampao foi entdo suplementado, ou ndo, com uma quantidade "baixa" ou
"alta" do aditivo indicado em Figura 1A. Os aditivos nos tampdes baixos em
aditivo tiveram concentragées de cerca de: uréia 0,25M; SDS 0,05%;
Tween™-20 2%; Brij™ 35 2% (Sigma); saponina 2%; Tergitol NP 40 2%; ou
EDTA 10 mM, pH 8. Os aditivos nos tampdes altos em aditivo tiveram
concentragdes de uréia cerca de 2M; SDS 0,5%; Tween™-20 4%; Brij ™ 35
4%; saponina 4%; Tergitol NP 40 4%; ou EDTA 50 mM, pH 8. Como
indicado acima, Tampao 1 teve um nivel de estoque de Triton™ X-100 1,1%,
que foi usado para ambas as amostras baixa e alta. Para Tampéo 2, Triton™
X-100 estava em uma concentragdo de 2% (baixa) ou 4% (alta).

Na maioria dos exemplos aqui descritos, os tampdes foram
preparados, incluindo os aditivos individuais, imediatamente antes da adigdo
nas amostras. Contudo, em alguns casos, as amostras foram tratadas primeiro
com tampdo antes que um ou mais aditivos fosse(m) introduzido(s) na
amostra.

Deteccdo da MBP-proteina E6

No experimento mostrado em Figura 1A, 520 pg de MBP-E6
foram suspensos em 1,03 - 1,13 mL do tampdo de extragdo indicado que
havia sido recém-preparado com o aditivo indicado. A suspensdo foi entdo
levemente misturada (extremidade-sobre-extremidade) na RT por cerca de 30
minutos. Para a etapa de neutralizag@o, a suspensédo foi ajustada para um pH
menor (aproximadamente 7,8 a 8) usando Tris cerca de 2 M e de novo girada
na RT por 30 minutos. Aproximadamente 150-200 pl. da amostra foram

analisados pelo ensaio de fluxo lateral (LF) aqui descrito com o propoésito de
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detectar a proteina recombinante MBP-E6.

Descricdo do ensaio de fluxo lateral (LF)

O ensaio de fluxo lateral (LF) aqui descrito também conhecido
como ensaio imunocromatografico ou ensaio de bastdo de imersdo. Em
resumo, o ensaio LF aqui envolve a captura de proteinas virais ligadas em
particulas de ouro sobre uma "zona de captura" presente sobre um bastdo LF.
Captura bem sucedida resulta no surgimento de uma linha visivel e detectavel
sobre o bastdo LF. Materiais: BSA 20% (p/v) filtrado a 0,22 um (Sigma
A7906); Colloidal Gold 8G11 (BBI); tiras de fluxo lateral, captura de PDZ.
Método:

1) Cerca de 150-200 pL. de amostra sdo adicionados em
células em duplicata em uma placa de 96 cavidades.

2) Cerca de 20 pL. de BSA 20% sdo adicionados em cada
cavidade e misturados com uma ponta de pipeta.

3) Cerca de 10 pL de ouro coloidal conjugado em 8Gl11 sdo
adicionados em cada cavidade e misturados com uma ponta de pipeta. 8G11 é
um anticorpo monoclonal (mAb) que reconhece a E6 de HPV 16.

4) Uma tira LF € deixada em cada cavidade por cerca de 120
minutos para permitir que a amostra migre ascendentemente pela tira por agdo
capilar. Uma almofada absorvente pode ser fixada na extremidade distal para
facilitar o fluxo de liquido ascendentemente pela tira. Durante a migragdo da
amostra, a proteina E6 de HPV16 pode se ligar no mAb ligado nas particulas
e ouro coloidal. A proteina E6 € também capturada por uma zona sobre a tira
LF contendo multiplas proteinas possuindo o dominio PDZ capazes de
reconhecerem a proteina E6. Tal captura resulta no surgimento de uma linha
vermelha visivel e detectavel sobre a tira LF.

5) -As tiras LF s@o entdo analisadas por um instrumento
UMM, que € um leitor de refletancia instrumentalizado capaz de quantificar a

saida de sinal visivel. Os valores obtidos s3o valores de refletincia relativos.
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Resultados

O exemplo ilustrado pela Figura 1 mostra que a combinagio
de certos aditivos com o tampédo de extragdo de pH alto (Tampéo 2, pH 12,9),
causa um efeito sinérgico sobre a detecgdo da MBP-proteina E6. Por
exemplo, quando o Tampao 1 foi comparado com o Tamp&o 2 na auséncia de
aditivos, pareceu que o pH aumentado ndo teve efeito sobre a detec¢do da
MBP-proteina E6 recombinante (Fig. 1A, tltimas 4 colunas). Certos aditivos,
notadamente SDS, TWEENT™-20, Brij™ 35 e Tergitol NP40, nio
aumentaram a detecgdo da MBP-proteina E6 mesmo quando o tampio de pH
comparativamente menor, Tampao 1, pH 11,5 foi usado (Fig. 1 A). Contudo,
quando os aditivos foram combinados com o tampdo de pH mais alto
(Tampao 2) a detecgdo da proteina recombinante foi sobremaneira aumentada
nas amostras de SDS, TWEENT™-20, Triton™ X 100, e Brij™ 35. Por
exemplo, a detecg@o da proteina na amostra tratada com Triton™ X-100 subiu
de leitura de 0 para mais de ~ 2,4 UMM quando o pH foi aumentado. Assim é
possivel concluir que a combinagdo de um pH alto com certos aditivos
durante a etapa de "extragdo" exerceu um efeito sinérgico sobre a detecgdo da
proteina E6.

Figura 1B descreve experimentos que foram similares aqueles
conduzidos em 1 A. Contudo, em Figura 1B, os aditivos foram introduzidos
na amostra durante a etapa de neutralizagdo em vez de na etapa inicial de
"extracdo". Esta abordagem deu intensidades de sinal muito mais baixas do
que quando os aditivos foram introduzidos durante a etapa de extragdo.
Consequentemente, a introducdo dos aditivos na etapa de neutralizagdo ndo €
uma abordagem 4tima.

Exemplo 3: Efeito dos aditivos sobre a extracdo de proteina E6 das células

O exemplo ilustrado pela Figura 2 avaliou o efeito de
percentagens diferentes de aditivos de tampéao sobre a extragdo de proteina E6

de células. Neste exemplo, proteina foi extraida quer de células SiHa
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expressando o gene HPV16 E6 quer de células de C33A-, que sdo uma
linhagem de células de cancer cervical ndo-infectadas por HPV.

Etapa de extracdo

Para a etapa de extragdo, as pelotas de células contendo cerca
de 10 milhdes de células foram primeiro removidas de um congelador a -80°C
e permitidas descongelarem para a RT por cerca de 10 minutos. Entdo, cerca
de 750 pL de Tampdo 2, descrito em Exemplo 2, foram adicionados na
maioria das amostras. Aditivos tais como Brij™ 35, Tween™-20, ou
Triton™X-100 também foram introduzidos nas amostras indicadas. Estes
aditivos estavam presentes em uma concentra¢do final de quer 2% quer 4%
(v/v). Como um controle, algumas amostras foram extraidas com Tampéo
673, um tampdo de pH neutro contendo Tris 20 mM pH 8, BSA 2%,
Triton™-X 100 1%, Tween™-20 2%, Sarcosina 0,2%, NaCl 250 mM, e
EDTA 50 mM. As amostras foram brevemente agitadas e entdo giradas por
30 minutos na RT.

Etapa de neutralizacio

Para etapa de neutralizag@o, aproximadamente 140-180 pL de
Tris2 M, pH 6,0, foram adicionados com o propdsito de reduzir o pH de cada
amostra para cerca de pH 7,8-8. O volume de Tris, pH 6,0, necessario para
neutralizar o pH das amostras foi previamente determinado de modo
empirico. Apds a adi¢do da Tris e breve agitagdo, as amostras foram giradas
na RT por 30 minutos. As amostras foram entdo clarificadas por 10 minutos
de centrifugacdo a 14K rpm. Os lisados clarificados (volume final de
aproximadamente 1,09) foram entdo transferidos para um tubo limpo antes de
serem analisados pelo ensaio LF descrito em Exemplo 2.
Resultados

A proteina E6 de HPV16 foi melhor detectada quando o
Tampéo 2 contendo 4% de Brij™ 35 foi usado na etapa de extra¢do (Figura

2). Em adig@o, comparag@o do sinal das células SiHa com as células C33A-
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negativas para E6 de HPV E6, indicou que esta condigéo também aumentou
consideravelmente a razdo de sinal-para-ruido do ensaio (Figura 2).

Exemplo 4: Deteccdo de resposta de dose de proteina E6 de HPV-16 apds a

extracdo com Tampdo 2 / Brij™ 35 4%

Neste exemplo, numeros crescentes de células Caski e SiHa
expressando E6 de HPV-16 foram extraidos com Tamp&do 2 / Brij™35 4%
descrito em Exemplos 2 e 3. O método de extragdo foi similar aquele descrito
em Exemplo 3, e uma concentragdo inicial de cerca de 9,2 milhdes de
células/mL foi usada. O ensaio LF diferiu, contudo, pelo fato de que niimeros
progressivamente crescentes de células foram usados por tira LF. Como
indicado em Figura 3, os numeros de células por tira usados no ensaio LS
foram cerca de 31.000; cerca de 62.000; cerca de 125.000; cerca de 250.000;
cerca de 500.000; cerca de 1.000.000; ou cerca de 1.700.000. Controles
negativos incluiram extrag@o destas células com um tampao 673 de pH neutro
(descrito em Exemplo 3) e extragdo de células C33A negativas para HPV com
quer Tampdo 2 / Brij™35 4% quer tampdo 673.

Como ilustrado em Figura 3, ndo houve resposta de dose
quando as células C33A foram usadas, e apenas uma resposta de dose
limitada quando o tampdo 673 de pH neutro foi utilizado. Contudo,
quantidades crescentes de proteina E6 foram detectadas em ambas as
linhagens de célula expressando E6 de HPV-16 (SiHa e Caski) como um
resultado do uso de niimeros crescentes de células. Estes resultados indicaram
que o ensaio detectou uma proteina E6 de HPV-16 em uma maneira de
resposta de dose.

Exemplo 5: Uso de Tampdo 2 / Brij™35 4% na extracdo de proteina E6 de

HPV-16 de amostras clinicas inoculadas

O exemplo mostrado em Figura 4 ilustra a detec¢do de
proteina E6 de HPV16 em extragdes de amostras clinicas normais PAP que

haviam sido combinadas ou "inoculadas" com células SiHa expressando E6
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de HPV16. As amostras clinicas usadas neste exemplo foram amostras de
escova cervical, ndo fixadas que foram negativamente testadas pelo esfregacgo
Pap tradicional. As amostras foram primeiro removidas de um congelados a -
80°C e permitidas descongelar na RT por cerca de 10 minutos. Cortadores de
arame pequenos foram entdo usados para cortar cada escova, que entdo foi
adicionada em um tubo de microcentrifuga contendo uma pelota de células
congelada de cerca de 10 milhdes de células SiHa. Extragdo, neutralizagio, e
ensaio LF das amostras foram realizados em uma maneira similar aquelas
descritas em Exemplos 3 e 4. Para este experimento, quer Tampdo 2 /
Brij™35 4% quer tampao 673 neutro (ambos os quais foram descritos nos
exemplos prévios) foi usado durante a etapa de extragdo. O volume de
extragdo para ambos os tampdes foi de aproximadamente 1 mL.

Proteina E6 de HPV16 significativa foi detectada nas cinco
amostras clinicas inoculadas com células SiHa extraidas usando o Tamp&o 2 /
Brij™35 4% (Figura 4). Em contraste, extra¢do das cinco amostras ndo
inoculadas com SiHa resultou em um sinal comparativamente menor.
Similarmente, uso de Tampdo 673 para extrair qualquer tipo de célula
também resultou em um sinal comparativamente menor. Estes resultados
sugeriram que o Tampao 2 / Brij™35 poderia ser bem sucedidamente usado
no futuro para detectar a proteina E6 de HPV16 em amostras clinicas.

Exemplo 6: Otimizacdo adicional de Tampdo 2 / Brij™35 para uso em

extracdo de proteina

Este exemplo ilustra a otimizagdo adicional de extracdo com
Brij™ 35 usando percentagens diferentes de Brij™ 35 e/ou combinagdes
diferentes de aditivos. Aqui, Tampdo 2 (descrito em Exemplo 2) contendo
niveis diferentes de Brij™ 35 foi usado para ajudar na extragcdo da E6 de
HPV16 das células SiHa, uma linhagem celular transfectada com o gene para
E6 de HPV16 (Figura 5). Em adi¢do, Tampdo 2 contendo Brij™ 35 em

combinagdo com outros aditivos tais como EDTA, Tween™-20, ou Triton™



10

15

20

25

58

X-100 também foi testado. Para este experimento, as etapas de extragdo,
neutralizagdo e de ensaio LF foram similares aquelas descritas em Exemplos
2 e 3 exceto que o nivel de aditivo usado no tampao de extragdo foi variado.
A quantidade de aditivo utilizada no tampéo de extragéo foi qualquer uma de:
4% de Brij™35, 5% de Brij™ 35, 6% de Brij™ 35, 4% de Brij™ 35 + EDTA
10 mM, 2% de Brij™ 35 + 2% de Tween-20, 2% de Brij™ 35 + 2% de
Triton™X-100, 2% de Brij™ 35 + 2% de Tween™-20 + 2% de Triton™ X-
100, ou 2% de Brij™ 35 + 2% de Tween™-20 + EDTA 10 mM. Como um
controle, algumas amostras foram extraidas com tampéo 673 de pH neutro. O
nt'lmero.aproximado de células por tira LF foi cerca de 1.300.000.

Como mostrado em Figura 5, aumento da percentagem de Brij
35 de 4% para 6% resultou em detecgdo intensificada da proteina E6 de
HPV16. O ensaio também foi aperfeicoado pela adi¢do de Triton™ X-100
e/ou Twee™n-20 no tampdo com Brij™ 35,
Exemplo 7: Efeito do tempo das etapas de extragdo e/ou neutralizagdo sobre

a deteccdo de E6 de HPV16

Proteina

Este exemplo ilustra o efeito que o tempo das etapas de
extragdo e/ou neutralizagdo teve sobre a detecg¢do final de proteina E6 de
HPV. Neste exemplo, a proteina E6 foi extraida de células SiHa de novo
geralmente seguindo os procedimentos esbogados em Exemplo 3. Contudo,
neste exemplo, o tempo de incubagdo para as etapas de extracdo e/ou
neutralizag¢do foi modificado (Figura 6). As células SiHa foram extraidas a
cerca de 10.000.000 de células/ mL por quer 30 minutos quer 10 minutos e
neutralizadas por quer 30 minutos quer 10 minutos, como indicado em Figura
6. O tempo de parada para a etapa de neutralizagdo foi definido pelo tempo de
centrifugacdo para a etapa de clarificacdo. Em adi¢do, para o ensaio LF, quer
1.700.000 quer 500.000 células SiHa foram usadas por tira.

Nao foram detectadas diferencgas significativas de proteina de
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HPV-16 quando tempos de incubag@o de extra¢do ou de neutralizagdo foram
usados (Figura 6). Este exemplo portanto indica que o ensaio ndo afetou
adversamente quando o tempo das etapas de extracdo e/ou neutralizagdo
incubagédo é modificado de 30 minutos para 10 minutos.

Exemplo 8: Uso de Tampdo 2 / Brij™35 4% para extrair variantes de
proteina E6 de HPV 18 e de HPV 45

Este exemplo ilustra a aplicagdo do sistema de extragdo

Tamp@o 2 / Brij™35 4% descrito em Exemplos 2 e 3 para extrair a proteina
E6 de cepas diferentes de HPV (Figura 7). Proteina E6 foi extraida quer de
células HelLa expressando HPV 18 quer} de células MS751 expresséndo HPV
45. A linhagem celular C33A- negativa para HPV foi usada como um
controle negativo. Os procedimentos de extragdo e de neutralizagdo foram
similares aqueles descritos em Exemplos 2 e 3. Para o ensaio LF, o
equivalente de cerca de 1.700.000 células de cada tipo foi usado por tira LF.
Também, o ouro coloidal usado no ensaio LF estava conjugado com anticorpo
monoclonal , F82-5A2, que reconhece as proteinas E6 de cepas HPV 18 e 45.

Como demonstrado em Figura 7, o sistema de extragdo
Tampdo 2 / Brij™35 4% pode ser bem sucedidamente utilizado para extrair
proteina E6 de HPV 18 e proteina E6 de HPV45.
Exemplo 9: Uso do Tampdo 2 / Brij™35 4% para extrair variantes de
proteina E6 de HPV 16 e de HPV 18

Este exemplo compara extragdo com Tampao 2 / Brij™35 4%

de proteina E6 de HPV16 com aquela de proteina E6 de HPV 18. As etapas

de extragdo e de neutralizagio para o experimento descrito em Figura § foram
conduzidas em uma maneira similar aquelas de Exemplo 8. Contudo, este
exemplo usou células SiHa expressando HPV16 e células HeLa expressando
HPV 18. Como antes, células C33 A- foram usadas como um controle
negativo. Para o ensaio LF, nimeros crescentes de células (mesma faixa como

em Exemplo 4) foram utilizados por tira LF. Em adi¢do, anticorpo anti-
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HPV16 ouro foi usado no ensaio LF dos extratos de célula SiHa, enquanto
que anticorpo anti-HPV18 ouro foi utilizado no ensaio LF dos extratos de
célula HeL a.

Proteina E6 foi detectada em extratos das células HelLa e SiHa
(Figura 9). A detec¢do de ambas a proteina E6 de HPV'16 e a proteina E6 de
HPV18 ocorreu em uma maneira de dose-resposta (Figura 9).

Exemplo 10: Otimizacdo adicional do sistema Tampdo 2 / Brij™35

Este exemplo ilustra o efeito de variagdo do nivel de Brij™35
de cerca de 4% a cerca de 10% em Tampéo 2 (descrito em Exemplo 2). Para o
experimento descrito em Figura 9, as etapas de extragdo e de neutralizagéo
foram similares aquelas de Exemplo 3. Como naquele exemplo, as células
iniciais foram quer as células SiHa infectadas por HPV16 quer as células
C33A- negativas para HPV. Aqui, contudo, a percentagem de Brij™35
presente no momento da extragdo foi variada. Mais especificamente, as
percentagens de Brij™35 usadas foram: cerca de 4%, cerca de 6%, cerca de
8% ou cerca de 10%. Em adigd@o, Brij™35 2% / Tween™ 20 2% e Brij™ 35
2% / Tween™-202% / EDTA 10 mM também foram testados. Um ensaio LF
foi realizado como aqui descrito. Cerca de 1,7 milhdes de células foram
utilizadas por tira LF.

Como indicado em figura 9, o sinal positivo dos extratos das
células SiHa aumentou com a concentragdo crescente de Brij™35. Contudo, o
sinal também aumentou em extratos preparados de células C33 A~ negativas
para HPV, resultando em razdes de sinal-para-ruido decrescidas em
percentagens mais altas de Brij™. A razfo de sinal-para-ruido do ensaio
pareceu ser melhorada, contudo quando Brij™ 4% ou 6% foi usado. Em
adi¢do, combinagdo de Brij™ com Tween™-20 também pareceu melhorar a
razdo de sinal-para-ruido.

Exemplo 11: Otimizacdo de amostras clinicas negativas inoculadas com SiHa

Este exemplo ilustra o efeito da variacdo das condi¢des de
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extragdo sobre a extracdo de proteina E6 de amostras clinicas negativas
inoculadas com SiHa. As etapas de preparagdo de amostra bem de extragdo e
de neutralizagdo usadas aqui sdo similares aquelas utilizadas em Exemplo 5.
Contudo, neste exemplo as amostras de sinal negativo (NCS) estavam
presentes apenas sobre um esfregago em vez de uma escova. Em adig@o, as
condigdes de extragdo foram variadas neste experimento para incluir Tampao
2 quer com Brij™35 4%; Brij™35 2% / Tween™-20 2%, quer com ;
Brij™35 2% / Tween™-20 2% / EDTA 10 mM (Figura 10). Como indicado,
cerca de 1,7 milhdes de células SiHa/tira foram utilizadas para o ensaio LF.
Como indicado pelos resultados mostrados em Figura 10, a
condigdo de Tampdo 2 / Brij™35 4% pode ser a condigdo superior para
detectar a proteina E6 de HPV16 em amostras clinicas, porque as amostras
inoculadas com SiHa deram sinais consistentemente relativamente positivos,
enquanto que as amostras negativas resultaram em sinais relativamente mais
baixos (Figura 10).
Exemplo 12: Extragdo de proteina E6 de HPV16 de células SiHa na presenga

de células negativas para HPV

Este exemplo ilustra a extragdo de proteina E6 de HPV16 de
células SiHa na presenga de células C33A- negativas para HPV. Para este
exemplo, quantidades crescentes de extratos de SiHa foram tituladas em um
tampao contendo uma quantidade fixa (cerca de 1 milhdo/mL) de células
C33A- (Figura 11). Para este experimento, cada linhagem de células foi
separadamente extraida usando quer Tampao 2 / Brij™35 4% quer Tamp3o
Arbor Vita Lysis (AVLB). AVLB consiste de HEPES cerca de 50 mM, pH
cerca de pH 7,5, Triton™X-100 cerca de 1,1%, NaCl cerca de 150 mM,
glicerol cerca de 10% e EGTA cerca de 1 mM. As etapas de extragdo e de
neutralizagdo foram conduzidas em uma maneira similar aquela do Exemplo
3. Contudo, neste experimento, diluente foi preparado consistindo de quer

AVLB ou Tampdo 2 / Brij™35 4% neutralizado. Extrato de C33A foi entdo
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inoculado em cada tampdo em um nivel de cerca de 1 milhdo de células/ml.
Entdo, os extratos de SiHa foram serialmente diluidos nos tampdes contendo
C33A- indicados. As amostras foram analisadas citometria com esferas
ordenadas (cyfometric bead array, CBA) e lidas por um fluorimetro.
Resultados deste experimento revelaram que a melhor
condicdo para detecgdo de proteina E6 foi extracdo e neutralizagdo com
Tampao 2 / Brij™35 4% seguidas por dilui¢do em tampdo AVLB (Figura 11).
Em adi¢do, o nivel de detec¢do de proteina E6 pareceu ser cerca de 5.000
células/ mL ou 500 células/cavidade (Figura 11).
Exefnblo 13: Extragdo de proteina E6 de HPV16 E6 de células SiHa fixadas

em fixador ThinPrep™ ou SurePath™

Este exemplo ilustra que o sistema de extragdo Tampdo 2/
Brij™35 4% pode ser usado para extrair proteina de célula fixadas. No
experimento descrito em Figura 12, 10 milhGes de células C33A- negativas
para HPV ou de células SiHa positivas para HPV16 foram adicionados em 1
mL do fixador indicado ou meio DMEM e deixados em repouso por 1 hora na
RT. As células foram entdo centrifugadas a 1.000 RPM por 15 minutos,
pelotizadas, e ressuspensas em 1 mL. de Tampéo 2 / Brij™35 4% descrito em
Exemplo 3. As amostras foram entdo submetidas as etapas de extragdo,
neutralizagdo e de ensaio LF descritas em Exemplo 3.

Como indicado em Figura 12, proteina E6 presente em ambas
as células SiHa fixadas com ThinPrep™ e SurePath™ foi bem sucedidamente
detectada quando Tampdo 2 / Brij™35 4% foi usado na etapa de extragéo.

E evidente que dos resultados e da discussio acima os
presentes métodos fornecem numerosas vantagens distintas para a analise
molecular de células fixadas ou ndo-fixadas. Em particular, os métodos
fornecem um método rotineiro para a produgdo de um extrato de proteinas de
células fixadas ou ndo-fixadas no qual as proteinas no extrato de proteinas sdo

detectaveis em ensaios de ligagdo. Visto que € geralmente dificil detectar
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certas proteinas em células fixadas ou ndo-fixadas, a presente invengdo
representa uma contribuigdo significativa para a arte.

Exemplo 14: Efeito da filtracdo do extrato de proteinas através de um filtro

de membrana sobre a vazdo de fluxo da amostra

Neste exemplo, proteina foi extraida quer de células SiHa
expressando a proteina E6 de HPV16 quer de células C33A-, que sdo uma
linhagem celular de cancer cervical ndo infectada por HPV, e passada através
de uma membrana de filtro antes de avaliar a vazdo de fluxo da amostra
resultante.

Etapa de extracio

Para a etapa de extragdo, as pelotas de células contendo cerca
de 10 milhdes de células foi primeiro removida de um congelador a -80°C e
permitida descongelar na RT por cerca de 10 minutos. Entdo, cerca de 750 pL
de Tampdo 2, descrito em Exemplo 2, foram adicionados na maioria das
amostras. Aditivos tais como Brij™ 35, Tween™-20, ou TritonTMX-100
foram também introduzidos nas amostras indicadas. Estes aditivos estavam
presentes em uma concentrag@o final de quer 2% quer 4% (v/v). As amostras
foram brevemente agitadas e entdo giradas por 30 minutos na RT.

Etapa de neutralizacdo

Para a etapa de neutralizag@o, aproximadamente 140-180 pL
de Tris 0,9M, pH 7,8, foram adicionados com o propdsito de reduzir o pH de
cada amostra para cerca de pH 8,5. O volume de Tris, pH 7,8, necessario para
neutralizar o pH da amostra foi previamente empiricamente determinado.
Ap6s a adig@o de Tris e da breve agitagdo, as amostras foram giradas na RT
por 30 minutos. As amostras foram entdo clarificadas por 10 minutos de
centrifugacdo a 14K rpm.

Etapa de filtragéo

Os lisados clarificados (volume final de aproximadamente

1,09) foram filtrados através de um filtro de seringa de PVDF Millipore de
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5,0 um. As amostras foram entdo passadas através de um dispositivo de fluxo
de amostra e foi medido o tempo necessario para a passagem da amostra
inteira. As amostras também foram avaliadas para concentragdo de sinal de
imunoensaio e foram lidas visualmente ou com um densitometro CAM AG. A
presenca de E6 de HPV E6 foi classificada visualmente em uma escala de 0-4.
Resultados

Os tempos de fluxo para a passagem de amostra através de um
filtro de seringa de PVDF de 5,0 um foram reduzidos, em alguns casos em
quase 50%. Os dados sdo mostrados em Tabela 1 abaixo. Em adigdo,
avaliagdo das amostras por leitura visual ndo mostrou perda significativa em
sinal de SiHa ap6s filtragdo através de filtro de seringa de 5,0 um (Figura 13).

Tabela 1. Avaliacdo de fluxo de amostras ap0s a filtracido

Combinagdo [Temposde |Temposde |Combinagdo |Temposde fluxo [Tempos de

de amostra  |fluxo fluxo de de amostra de amostra fluxo de
de amostra  [amostra (ndo filtrada) amostra
(ndo filtrada)|(filtrada) (minutos) (filtrada)
(minutos) (minutos) (minutos)

1 10:41 8:52 10 12:23 10:10

2 19:12 9:37 11 8:21 6:46

3 3:33 3:22 12 >3(0 minutos 15:45

4 19:46 12:13 13 4:12 405

5 >30 minutos |{27:36 14 >30 minutos 16:41

6 4:26 4:20 15 >30 minutos 28:12

7 11:56 8:24 500K SiHa 3:51 3:42

8 25:12 14:34 S00K C33A- |3:57 3:37

9 17:58 10:40

Todas as publicagdes e todos os pedidos de patente citadas(os)
neste relatorio descritivo s@o aqui incorporadas(os) como referéncias como se
cada publicagdio ou pedido de patente individual fosse especifica e
individualmente incorporada(o) como referéncia. A citagdo de qualquer
publicagdo € para sua divulgacdo antes da data de depdsito e ndo deve ser
entendida como uma admisséo de que a presente invengdo ndo esta autorizada
para preceder tal publicagdo em virtude da invengio anterior.

Embora a invengdo mencionada acima tenha sido descrita em
algum detalhe por meio de ilustragdo e de exemplo para propdsitos de clareza

de entendimento, € prontamente evidente para aquelas pessoas ordinariamente
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experientes na arte a luz dos ensinamentos desta invengdo que certas
modificagbes e mudangas podem ser feitas na mesma sem se desviarem do

espirito ou do escopo das reivindicagdes anexadas.



REIVINDICACOES

1. Método para produzir um extrato de proteina a partir de

células fixadas ou ndo-fixadas, caracterizado pelo fato de compreender:

a) contatar ditas c€lulas com um reagente extrativo para
produzir uma composi¢ao intermedidria tendo um pH maior do que pH 10,0;
e

b) contatar dita composi¢do intermedidria com um reagente
neutralizador para reduzir dito pH de dita composicdo intermedidria e
produzir dito extrato de proteina,

sendo que um ou ambos de dito reagente extrativo e dito
reagente neutralizador compreende(m) um polidxietileno-alquil-€éter.

2. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo

fato de que dito método compreende:
a) contatar ditas c€lulas com um reagente extrativo para
produzir uma composi¢ao intermedidria tendo um pH maior do que pH 10,0,
sendo que dito reagente extrativo compreende um polidxietileno-alquil-€ter; e
b) contatar dita composi¢do intermedidria com um reagente
neutralizador para reduzir dito pH de dita composi¢do intermediaria e
produzir dito extrato de proteina em um pH de 6-9.

3. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo

fato de que dito método compreende:

a) contatar ditas c€lulas com um reagente extrativo para
produzir uma composi¢ao intermedidria tendo um pH maior do que pH 10,0;
e

b) contatar dita composi¢do intermedidria com um reagente
neutralizador para reduzir dito pH de dita composicdo intermedidria e
produzir dito extrato de proteina em um pH de 6-9, sendo que dito reagente
neutralizador compreende um polioxietileno-alquil-éter.

4. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo
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fato de ser para extracdo de uma proteina viral alvo de uma amostra celular
contendo células em que uma proteina viral alvo esta presente ou suspeita de
estar presente.

5. Método de acordo com a reivindicagdo 1 ou 4, caracterizado

pelo fato de que dito polioxietileno-alquil-éter € um tensoativo Brij.

6. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo

fato de que dito polioxietileno-alquil-éter € Brij 35.

7. Método de acordo com a reivindicagdo 5, caracterizado pelo
fato de que o polidxietileno-alquil-éter € Brij 35 e a concentragdo de dito Brij
35 no reagente extrativo esta dentro 2-6% (v/v).

8. Método de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado pelo

fato de que dito reagente extrativo adicionalmente compreende NaOH 0,1 N,
Citrato de Trissodio 50 mM, e tem um pH de 12,5 a 12,9.

9. Método de acordo com a reivindicagao 8, caracterizado pelo

fato de que dito reagente extrativo adicionalmente compreende detergente
Triton ou detergente Tween, ou sua mistura, opcionalmente detergente Triton
X-100 ou detergente Tween-20.

10. Método de acordo com a reivindicagdo 9, caracterizado

pelo fato de que a concentragao de dito detergente Triton X-100 ou TWEEN-
20 ou de ambos, esta dentro de 1-6% (v/v).
11. Método de acordo com a reivindicagdio 1 ou 4,

caracterizado pelo fato de que o reagente neutralizador € um tampao baseado

em Tris.

12. Método de acordo com a reivindicagcdo 1, caracterizado

pelo fato de que as amostras sdo incubadas:

(a) em pelo menos 10 minutos apds a adicdo do reagente
extrativo, ou

(b) entre 10 e 30 minutos apos a adi¢do do reagente extrativo,

ou
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(c) pelo menos 10 minutes apds a adi¢do do reagente
neutralizador, ou

(d) entre 10 e 30 minutes apds a adicdo do reagente
neutralizador.

13. Método de acordo com a reivindicagcdo 4, caracterizado

pelo fato de que as amostras sao incubadas:

(a) entre 10 e 30 minutos apds a adi¢do do reagente extrativo,
ou

(b) entre 10 e 30 minutes apds a adicdo do reagente
neutralizador.

14. Método de acordo com a reivindicagdo 5, caracterizado

pelo fato de que dito tensoativo Brij € um ou mais de Brij 35 polidxietileno-
(23)-lauril-éter,  (CH3(CH2)10CH2(OCH,CH;),OH, n-23):  Brij 30
polidxietileno-(4)-lauril-éter (CH3(CH,)10CH2(OCH,CH,),OH, n-4); Brij 52,
polioxietileno-(2)-cetil-éter  (CisH33(OCH,CH»),OH, n-2); Briyy 56
polioxietileno-(10)-cetil-éter  (CisHi13(OCH,CH»),OH, n-10); Brij 58,
polioxietileno-(20)-cetil-éter  (Ci16H33(OCH2CH»),OH, n-20); Brij 72
polioxietileno-(2)-estearil-éter, (C;sH37(OCH,CH,),OH, n-2); Brij 76,
polioxietileno-(10)-estearil-éter (CisH37(OCH,CH,),OH, n-10); Bry 78
polioxietileno-(20)-estearil-éter (CisH3z7(OCH,CH»),OH, n-20); Brij 92,
polioxietileno-(2)-oleil-éter  (CigH3s(OCH.CH,),OH, n-2); Brij 93,
polioxietileno-(2)-oleil-éter;  (CisH3zs(OCH.CH,),OH, n-2); Brij 97,
polioxietileno-(10)-oleil-éter  (CisH3s(OCH,CH,),OH, n-10); Brij 98,
polioxietileno-(20)-oleil-éter  (C;sH3zs(OCH,CH»),OH, n-20); Bry 700,
polioxietileno-(100)-estearil-éter, (CisH3z7(OCH,CH»),;OH, n-100); ou Brij
721, polioxietileno-(21)-estearil-éter (CisH37(OCH>CH»),OH, n-21).

15. Método de acordo com a reivindicagcdo 1, caracterizado

pelo fato de que:

as ditas células fixadas ou ndo-fixadas sdo compreendidas em
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uma amostra celular, em que a amostra celular opcionalmente contem células
removidas de um sujeito, e em que a amostra celular contem ou € suspeita de
conter uma proteina alvo.

16. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de que dito pH esta dentro da faixa de pH 11,0 a pH 13,0.

17. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de que o reagente extrativo compreende ainda um desnaturante, em
que o referido desnaturante € sulfato dodecil de soédio (SDS), ureia ou
sarcosil.

18. Método de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de que compreende ainda a etapa de filtrar o extrato proteico através
de um filtro.

19. Método de acordo com a reivindicacdo 18, caracterizado

pelo fato de que o filtro tem um tamanho de poro de entre 0,1 um e 50,0 pm,
ou em que o filtro é compreendido de polietileno, polipropileno, poli(4-metil-
estireno), poliestireno, polimetacrilato, poli(tereftalato de etileno), raiom,
nailon, poli(butirato de vinila), poli(difluoreto de vinilideno) (PVDF),
silicones, poliformaldeido, celulose, acetato de celulose, nitro-celulose, papel
de filtro de fibra de vidro, poli(cloreto de vinila), poli(acetato de vinila),
copolimeros de acetato de vinila e cloreto de vinila, poliamida, policarbonato,
orlon, poliéster, poliestireno ou qualquer combina¢do dos mesmos.

20. Método de acordo com a reivindicagcdo 1, caracterizado

pelo fato de que a referida proteina alvo € previamente conhecida ou de
alguma forma descrita e 0 método compreende adicionalmente compreender
testar a presencga da referida proteina em dito extrato de proteina.

21. Método de acordo com a reivindicacdo 20, caracterizado

pelo fato de que dito teste:
utiliza um agente capturador para dita proteina alvo, ou

utiliza uma citometria com esferas ordenadas (CBA), um
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ensaio multiplexado baseado em esferas ou um ensaio imunoldgico.

22. Método de acordo com a reivindicacdo 21, caracterizado

pelo fato de que dito ensaio:

€ ensaio imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA) ou

€ um ensaio imunocromatografico ou ensaio de fluxo lateral
(LF), que opcionalmente utiliza particulas de ouro conjugadas a anticorpos
monoclonais; ou

utiliza anticorpos monoclonais marcados fluorescentemente;
ou;

utiliza particulas quimioluminescentes, particulas de latex
tingidas / coloridas, particulas de SERS Raman, ntcleos de ouro revestidos de
silica com varios corantes reporter, ou nicleos de prata revestidos de silica
com corantes reporter; ou

utiliza consecutivamente um ou mais anticorpos monoclonais.

23. Método de acordo com a reivindicagcdo 4, caracterizado

pelo fato de que as células na amostra celular sao fixadas com um fixador
quimico, opcionalmente selecionado do grupo consistindo de alcodis,
aldeidos, cetonas, tetroxido de 6smio, acido acético, acido picrico, sais de ion
de metal pesado, e propileno-glicol.

24. Método de acordo com a reivindicacdo 23, caracterizado

pelo fato de que o alcool é metanol ou etanol; o aldeido é glutaraldeido ou
formaldeido; e a cetona € acetona.
25. Método de acordo com a reivindicagdo 15 ou 23,

caracterizado pelo fato de que as referidas células fixadas estdo presentes em

um meio de transporte compreendendo metanol ou etanol.
26. Método de acordo com a reivindicacdo 20 ou 23,

caracterizado pelo fato de que as referidas células fixadas ou nao fixadas sao

células cervicais.

277. Método de acordo com a reivindicacdo 20, caracterizado
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pelo fato de que ditas células fixadas ou ndo-fixadas sdo recebidas de uma
localizag¢do remota antes de dita etapa de contato a), e, opcionalmente, em que
o método adicionalmente compreende d) comunicar resultados de dito teste
com uma localiza¢do remota.

28. Método de acordo com a reivindicagcdo 4, caracterizado

pelo fato de que a proteina viral alvo € codificada por um virus patogénico.

29. Método de acordo com a reivindicacdo 28, caracterizado

pelo fato de que o virus patogénico € selecionado do grupo consistindo de
HIV, virus Ebola, virus Marburg, virus da hepatite, virus sincicial respiratorio
(RSV), virus do herpes simples (HSV), e virus do papiloma de humano
(HPV).

30. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 4,

15 e 28, caracterizado pelo fato de que a proteina viral alvo € proteina E6 ou

E7 de HPV.

31. Método de acordo com a reivindicacdo 30, caracterizado
pelo fato de que o HPV é uma cepa de HPV 4, 6, 11, 20, 24, 28, 36, 48, 50,
16, 18, 31, 35, 30, 39, 45, 51, 52, 56, 59, 58, 33, 66, 68, 69, 26, 53, 73 ou 82;

ou em que o HPV é uma cepa de HPV oncogénica selecionada do grupo
consistindo de HPV 26, HPV 53, HPV 66, HPV 73, HPV 82, HPV 16, HPV
18, HPV 31, HPV 35, HPV 30, HPV 39, HPV 45, HPV 51, HPV 52, HPV 56,
HPV 59, HPV 58, HPV 33, HPV 68, HPV 69, e HPV 82.

32. Método de acordo com a reivindicagcdo 4, caracterizado

pelo fato de que compreende adicionalmente detectar a presenca da proteina
viral alvo no extrato, em que opcionalmente a detec¢do utiliza um agente
capturador para a proteina viral alvo.

33. Método de acordo com a reivindicacdo 32, caracterizado

pelo fato de que a proteina alvo € proteina E6 de virus do HPV e o agente
capturador € um anticorpo contra a proteina E6; ou que a proteina alvo €

proteina E6 de HPV e o agente capturador compreende um anticorpo contra a
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proteina E6 e um polipeptideo contendo um dominio PDZ; ou que a proteina
alvo € proteina E6 de HPV e o agente capturador compreende um peptideo
BP ou AP; ou o dominio PDZ € o segundo dominio de MAGI-1, ou o
dominio PDZ de DLG ou TIPI.
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Amostras clinicas negativas no ensaio LF, com e sem inoculagao de SiHa.

Reagente extrativo 673 e B2 Brij 35
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Ensaio de fluxo lateral, variag6es no Tampao 2 com
sistema de tampao de extragao Brij35
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Curso de tempo de extragao em B2B (células SiHa)
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Leitura UMM
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Comparagao de tampao de extragcao / HPV18 F82-5A2-Au
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Sinal de refletiancia
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Fluxo lateral, Extraciao B2B
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Tampao 2 com otimizagao de tampao com Brij35 usando

1,7M de células SiHa ou C33A-/tira
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Extragdes com NC Esfregaco B2 Brij35, com e sem inoculagao de SiHa 1,7M/tira
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Extragao B2B de células fixadas em ensa

11/12

DMEM (Viva)

SurePath (

o O (e} oS O Qo O
o O o o O o O
n o w0 (a> B Yo ) [=> N V]

o« - - o c <

B C33A(WT 1.7 M/tira

N SiHa 1.7 M/tira

FIG. 12



12/12

€l 'Old

-VEED M00S BHIS M00S
wuw o' - (aj043u09)
epeJ}|iy enysowy ol an ww o.m w._On__:_S_ mum._u_:. eljsowy -

o

I4::

(ajos3u09)
ony Emw
|

x_ Nn_ L

\\\
AN\

EEE!

|ensiA einjiaT - eijsowe ap oeden|y ap oedeljeAy



