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A PRESENTE INVENGCAO E DIRIGIDA A METODOS, COMPOSIGOES, SOFTWARE E DISPOSITIVOS
DE ENRIQUECIMENTO DE ALELOS EM POUCA ABUNDANCIA NUMA AMOSTRA. O METODO E
BASEADO EM PARTE NA MODIFICAGAO DE UM PROTOCOLO DE AMPLIFICAGCAO DE ACIDOS
NUCLEICOS, QUE INCLUI A INCUBAGAO DE UMA MISTURA REACIONAL A UMA TEMPERATURA
CRITICA DE DESNATURAGAO OU ;TCq,. ATRAVES DA APLICAGAO DA PRESENTE INVENGAO,
OS LIMITES DE DETEGAO ATUAIS DE TODAS AS TECNOLOGIAS COM BASE EM RCP SAO
FORTEMENTE MELHORADOS.



RESUMO
“ENRIQUECIMENTO DE UMA SEQUENCIA ALVO”

A presente invencdo ¢ dirigida a métodos, composicdes,
software e dispositivos de enriquecimento de alelos em
pouca abundéncia numa amostra. O método é baseado em parte
na modificacdo de um protocolo de amplificacdo de &cidos
nucleicos, que inclui a incubacdo de uma mistura reacional
a uma temperatura critica de desnaturacdo ou “Tc”. Através
da aplicacdo da presente invencdo, os limites de detecédo
atuais de todas as tecnologias com base em RCP sé&o

fortemente melhorados.
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Figura 1. A. llustrac&o do protocolo de enriquecimento. E apresentada um exemplo
para a sequéncia do exao 8 de 167 pb p153. A formacdo de disparidades em
qualguer posicdo ao longo da sequéncia durante a RCP, permite a desnaturagéo
preferencial e amplificacdo dos alelos menores {mutantes) a cada ciclo da RCP. B.
Substituicao da RCP pelo método de enriquecimento: Todos os ensaios de teste
genéticos com base em RCP, beneficiam do enriguecimento das mutagdes durante
a stapa de RCP gue os antecede.




DESCRICAO
“ENRIQUECIMENTO DE UMA SEQUENCIA ALVO”

Descricgéao

Area da invencédo

Uma situacdo comumente encontrada em analises genéticas,
compreende a necessidade de identificar uma baixa
percentagem de sequéncias de ADN variante (“sequéncias
alvo”) na presenca de um grande excesso de sequéncias néo
variantes (“sequéncias de referéncia”). Exemplos de tais
situacdes incluem: (a) a identificacdo e sequenciacido de
alguns alelos metilados, na presenca de um grande excesso
de alelos normais; (b) a identificacdo de alguns alelos
metilados, na presenca de um grande excesso de alelos néo
metilados (ou vice-versa) em anédlises epigenéticas; (c) a
identificacdo e genotipagem de algumas sequéncias de ADN
fetal em circulacdo no sangue da mde, onde também esté
presente um grande excesso de sequéncias de ADN da méae, e
(d) a identificacdo de ADN referente a eventos tumorais em
circulacdo no sangue de pacientes de cancro (ou pessoas
suspeitas de ter cancro), na presenca de um grande excesso

de alelos de tipo ndo mutante.

Enquanto métodos fidveis de rastreio de alta eficiéncia
para mutacdes em células germinativas ou mutacdes somaticas
de alta prevaléncia foram recentemente descritos (Thomas,
R.K., et al. (2007) Nat Genet, 39, 347-351; Chou, L.S., et
al. (2005) Am J Clin Pathol, 124; 330-338; Thomas, R.K., et
al. (2006) Nat Med, 12; 852-855), a detecdo de mutacdes
somdticas de baixa prevaléncia em tumores com
heterogeneidade, na contaminacdo do estroma ou em fluidos

corporais ainda ¢ problemdtica. E ainda, o significado



clinico da identificacdo destas mutacdes ¢é importante em
vadrias situacdes. Por exemplo: (a) no adenocarcinoma do
pulmédo, as mutacdes EGFR de baixo nivel gue ndo podem ser
identificadas por sequenciacdo tradicional, podem conferir
uma resposta positiva a inibidores da tirosina-quinase
(Paez, J.G., et al. (2004) Science, 304; 1497-1500) ou a
resisténcia de farmacos (Janne, P.A., et al. (2006) Clin
Cancer Resg, 12; 751-758); (b) as mutacdes no plasma uteis
como biomarcadores para a detecdo precoce (Diehl, F., et
al. (2005) Proc Natl Acad Sci U S A, 102; 16368-16373) ou
para a resposta de tumores ao tratamento (Kimura, T., et
al. (2004) Ann N Y Acad Sci, 1022; 55-60), ndo podem ser
sequenciadas utilizando métodos convencionais; e (c) as
mutacdes em tumores com a contaminacdo frequente do
estroma, tais como no pancreas ou na prdstata, podem ser
‘mascaradas’ pela presenca de alelos de tipo ndo mutante,
exigindo portanto uma microdisseccdo laboriosa ou causando

o despercebimento completo das mutacdes.

O documento WO 03/072809 (ver exemplos 1 e 2) divulga os
protocolos para uma RCP que utiliza uma temperatura de
desnaturacdo 95 °C, que val provocar a desnaturacdo tanto
da sequéncia alvo como da sequencia de referéncia. Numa
fase posterior, a temperatura é inicialmente diminuida para
58 °c, seguindo-se de um  aumento  para 72 °C.
Subsequentemente, a temperatura ¢ aumentada para uma
temperatura entre a Tf do alvo e a Tf das sequéncias de
referéncia. Nos préximos passos, permite-se que o©sS
iniciadores se liguem a sequéncia alvo e que se estendam.
As sequéncias diferencialmente metiladas podem ser

enriquecidas durante a amplificacéo.



Sumdrio da invencéo

A  presente invencéo ¢ dirigida a métodos para o
enriquecimento de alelos em pouca abundédncia numa amostra,

tal como definido nas reivindicacodbes.

O método baseia-se em parte num protocolo modificado para a
amplificacdo de &4cidos nucleicos, incluindo a incubacédo da
mistura de reacdo a uma temperatura de desnaturacdo critica
ou “Tc”. Ao empregar a presente invencdo, os limites atuais
de detecdo de todas as tecnologias baseadas na RCP séo

significativamente melhorados.

A “temperatura critica” ou “Tc” refere-se a uma temperatura
abaixo da temperatura de fusdo “I¢” da sequéncia de
referéncia. Em algumas formas de realizacdo, a Tc esté
abaixo da T: tanto da sequéncia alvo como da sequéncia de
referéncia. A temperatura critica retira vantagens de uma
T inferior referente a uma sequéncia alvo de cadeia dupla,
ou referente a um duplex de ADN de cadeia dupla hibridizado
cruzadamente com uma sequéncia de referéncia, de modo a
desnaturar preferencialmente estes duplexes em detrimento
dos homoduplexes referéncia/referéncia. Quando a sequéncia
alvo e a sequéncia de referéncia hibridizam cruzadamente,
pequenas diferencas na sequéncia de um ou mais nucleotideos
referentes a disparidades ao longo de uma sequéncia de ADN
de cadeia dupla de curta dimensdo (por exemplo, < 200 pb),
irdo gerar uma pequena alteracdo, mas previsivel, da
temperatura de fusdo (T:) para essa sequéncia (Lipsky,
R.H., et al. (2001) Clin Chem, 47, 635-644; Liew, M., et
al. (2004) Clin Chem, 50, 1156-1164) . Dependendo do
contexto exato da sequenciacdo e da posicdo de disparidade,
estdo contempladas mudancas de temperatura de fusdo de 0,1-
20 °cC.



A temperatura de desnaturacdo critica (Tc), é a temperatura
cujos valores inferiores de temperatura causam a queda
abrupta da eficiéncia da RCP para uma sequéncia de acidos

nucleicos de referéncia.

Por exemplo, uma sequéncia 167 pb p53 ¢é amplificada
corretamente se a temperatura de desnaturacdo da RCP é
definida a 87 °C, é amplificada razoavelmente a 86,5 °C e
ndo produz nenhum produto detetavel se a temperatura de
desnaturacdo da RCP é definida a 86 °C ou menos. Portanto,

neste exemplo, Tc ~ 86,5 °C.

Num primeiro aspeto, a invencdo é dirigida a um método para
0 enriquecimento de uma sequéncia alvo numa amostra de
4dcidos nucleicos, que € suspeita de possuir sequéncias alvo
e de referéncia. O método inclui a sujeicdo da mistura
reacional de amplificacdo a uma primeira temperatura de
desnaturacdo, que estd acima da temperatura de fusdo “Tg”
de uma sequéncia de referéncia. Posteriormente, a
temperatura da mistura reacional de amplificacdo ¢é
reduzida, permitindo que as sequéncias alvo de cadeia
simples e as sequéncias de referéncia possam hibridizar de
forma a gerar moléculas de cadeia dupla. Assim, a reacéo
inclui homoduplexes alvo/alvo, homoduplexes
referéncia/referéncia e heterodiplexes de cadeias
referéncia-alvo. Um heteroduplex por definicdo é um duplex
imperfeito com disparidades, que apesar de tudo contém
homologia suficiente entre as cadeias para se manter numa

forma diplex na mistura reacional.

Um homodiplex por definicdo ¢é um duplex perfeitamente
compativel. A temperatura da mistura reacional ¢é entéo
aumentada para a Tc, o que resulta na desnaturacédo
preferencial dos duplexes hibridados de sequéncia

alvo/referéncia. A Tc, ou temperatura critica, estad abaixo



da Tf da segquéncia de referéncia, e pode ser determinada
pelos métodos aqui descritos. Na Tc, os duplexes de
sequéncia alvo/referéncia (e apenas o0s duplexes de
sequéncia alvo/alvo que tém uma Tf mais baixa do que a Tf
referente a sequéncia de referéncia) estdo substancialmente
desnaturados, ao passo que os duplexes alvo/alvo (se
tiverem uma Tf igual ou superior a Tf da sequéncia de
referéncia) e 08 duplexes de sequéncia
referéncia/referéncia, estdo substancialmente em formas ndo
desnaturadas. O termo “substancialmente” significa pelo
menos 60 %, preferencialmente pelo menos 70 %, mais

preferencialmente pelo menos 80 %, ainda mais

o

preferencialmente pelo menos 90 e sobretudo
preferencialmente pelo menos 98 %, numa determinada forma
desnaturada ou ndo desnaturada. Apds a desnaturacéio
preferencial dos duplexes de referéncia-alvo e dos duplexes
de alvo/alvo (aqueles que tém uma Tf inferior a Tf da
sequéncia de referéncia), ¢é aplicada uma temperatura
reduzida a mistura reacional, de modo a permitir que um par
de iniciadores emparelhe com a sequéncia alvo. Os
iniciadores emparelhados s&do entdo estendidos, enriquecendo

assim a sequéncia alvo em relacdo a sequéncia de referéncia

na amostra.

E divulgado outro método de enriquecimento de uma sequéncia
alvo. Neste método, uma amostra de &acidos nucleicos que é
suspeita de conter cada uma das sequéncia alvo e sequéncias
de referéncia, é desnaturada pela aplicacdo de uma primeira
temperatura de desnaturacdo que ¢ acima da Tf da seguéncia
de referéncia. De seguida, as cadeias alvo e de referéncia
sdo emparelhadas uma na outra de modo a formar duplexes de
sequéncia alvo/referéncia de cadeia dupla. As formas duplex
de sequéncia alvo/referéncia estdo presentes na mistura
reacional Jjuntamente com as cadeias duplas alvo/alvo e

diuplexes de sequéncia referéncia/referéncia. Os daplexes de



sequéncia alvo/referéncia e de sequéncia alvo/alvo de
cadeia dupla, sdo preferencialmente desnaturados pela
aplicacdo da Tc na amostra. Na Tc, os duplexes de sequéncia
alvo/referéncia (e apenas 0os duplexes de sequéncia
alvo/alvo que tém uma Tf mais baixa do que a Tf referente a
sequéncia de referéncia) estéo substancialmente
desnaturados, ao passo gque os duplexes alvo/alvo (se
tiverem uma Tf igual ou superior a Tf da sequéncia de
referéncia) e 0s duplexes de sequéncia
referéncia/referéncia, estdo substancialmente em formas ndo
desnaturadas. O termo “substancialmente” significa pelo
menos 60 %, preferencialmente pelo menos 70 %, mais

preferencialmente pelo menos 80 %, ainda mais

o\

preferencialmente pelo menos 90 e sobretudo
preferencialmente pelo menos 98 %, numa determinada forma
desnaturada ou ndo desnaturada. Um par de iniciadores ¢é
entdo emparelhado com a sequéncia alvo e ¢é estendido,
aumentando assim a concentracdo da sequéncia alvo em

relacdo a sequéncia de referéncia na amostra.

E ainda divulgado um método para o enriquecimento de uma
sequéncia alvo, segundo a realizacdo de um protocolo para
uma reacdo de amplificacdo de acidos nucleicos. O protocolo
para a reacdo de amplificacdo inclui uma ©primeira
temperatura de desnaturacdo e uma segunda temperatura de
desnaturacdo. A primeira temperatura de desnaturacido é
superior a T¢ da sequéncia de referéncia, e a segunda
temperatura de desnaturacdo é inferior a Tf da sequéncia de

referéncia.

Mesmo assim, é ainda divulgado um método de enrigquecimento
de uma sequéncia alvo, que tem uma Tf inferior a Tf da
sequéncia de referéncia correspondente, através da sujeicéo
de uma mistura reacional de amplificacdo a uma Tc, da

reducdo da temperatura da mistura reacional e da extensédo



de um par de iniciadores. A mistura reacional de
amplificacdo é suspeita de conter cada uma das sequéncias
alvo e sequéncias de referéncia. A Tc ¢ inferior a Tf da
sequéncia de referéncia, permitindo assim a desnaturacéo
preferencial da sequéncia alvo com a menor Tf. Na Tc, os
duplexes de sequéncia alvo/referéncia e os duplexes de
sequéncia alvo/alvo estdo substancialmente desnaturados,
enquanto os duplexes de sequéncia referéncia/referéncia
estdo substancialmente em formas ndo desnaturadas. O termo
“substancialmente” significa pelo menos 60 %,
preferencialmente pelo menos 70 %, mais preferencialmente
pelo menos 80 %, ainda mais preferencialmente pelo menos 90
% e sobretudo preferencialmente pelo menos 98 %, numa
determinada forma desnaturada ou nédo desnaturada. A etapa
de reducdo da temperatura da mistura reacional permite que
o par de iniciadores emparelhe com a sequéncia alvo. Estes
iniciadores emparelhados s&o posteriormente estendidos por
uma polimerase, aumentando a quantidade de sequéncia alvo

na amostra relativamente a sequéncia de referéncia.

E também divulgado um método de enriquecimento de uma
sequéncia alvo, por sujeicdo de uma mistura reacional de
amplificacédo a multiplos ciclos de condicdes de
emparelhamento e a Tc. A mistura reacional de amplificacéo,
que ¢é suspeita de conter cada uma das sequéncias alvo e
sequéncias de referéncia, ¢ inicialmente submetida a uma
primeira temperatura de desnaturacdo superior a Tf da
sequéncia de referéncia. De seguida, a amostra percorre um
ciclo repetitivo entre duas etapas de incubacdo a
temperatura diferentes. Na primeira etapa de incubacédo, a
temperatura é reduzida de modo a permitir a hibridizacdo da
sequéncia alvo com a sequéncia de referéncia, formando um
duplex. Na segunda etapa de incubacdo, a temperatura &
aumentada para a Tc, a qual é inferior a Tf da seguéncia de

referéncia. Na Tc, os duplexes de sequéncia alvo/referéncia



(e apenas os duplexes de sequéncia alvo/alvo que tém uma Tf
mais baixa do que a Tf referente a sequéncia de referéncia)
estdo substancialmente desnaturados, ao passo gque 0S8
diplexes alvo/alvo (se tiverem uma Tf igual ou superior a
Tf da sequéncia de referéncia) e os duplexes de sequéncia
referéncia/referéncia, estdo substancialmente em formas ndo
desnaturadas. O termo ‘“substancialmente” significa pelo
menos 60 %, preferencialmente pelo menos 70 %, mais

preferencialmente pelo menos 80 %, ainda mais

o\©

preferencialmente pelo menos 90 e sobretudo
preferencialmente pelo menos 98 %, numa determinada forma
desnaturada ou ndo desnaturada. Estas primeiras e segundas
etapas sdo entdo repetidas uma ou mais vezes. Uma vez que a
etapa do ciclo de incubacédo esteja completa, a temperatura
da mistura reacional ¢é reduzida de modo a permitir que um
par de iniciadores emparelhe com a sequéncia alvo. Estes
iniciadores séo posteriormente estendidos por uma

polimerase, aumentando entdo a quantidade de sequéncia alvo

na amostra relativamente a sequéncia de referéncia.

Breve descricdo das figuras

A Figura 1 ilustra uma forma de realizacdo do processo de
enriquecimento da sequéncia alvo referente a invencdo, que

utiliza uma primeira temperatura de desnaturacdo e a Tc.

A Figura 2 ilustra uma forma de realizacdo do processo de
enriquecimento da sequéncia alvo referente a invencédo, que

utiliza uma etapa de emparelhamento oscilante/Tc.

A Figura 3 ilustra as mutacdes p53 e Kras testadas para o
enriquecimento através de um protocolo de enriquecimento da

sequéncia alvo.



A Figura 4 ilustra o enriquecimento de alelos mutantes de

p53 com um protocolo de enriquecimento da sequéncia alvo.

A Figura 5 ilustra o enriquecimento de alelos mutantes de

Kras com um protocolo de enriquecimento da sequéncia alvo.

A Figura 6 ilustra o enriquecimento de alelos mutantes em

amostras clinicas de tumores do pulmdo e do cdlon.

A Figura 7 ilustra o enriquecimento de alelos mutantes
através de uma forma de realizacdo do protocolo de
enriquecimento a que falta a etapa de formacdo de

disparidades.

A Figura 8A-8D ilustra os graficos da amplificacdo do ex&o
8 de pb3 ndo mutante e mutante, segundo RCP em tempo real
convencional ou através de um método de enriquecimento da
invencdo aplicado num formato de tempo real: (a) apresenta
os graficos de amplificacdo referentes a RCP em tempo real
convencional, para 1linhas celulares serialmente diluidas
que contém uma mutacdo do exdo 8 de p53 mutante; (b)
apresenta os graficos de amplificacdo referentes a um
processo de enriquecimento da invencdo, aplicado num
formato de RCP em tempo real, para linhas celulares
serialmente diluidas que contém uma mutacdo do exdo 8 de
p53 mutante; (c) apresenta os graficos de amplificacéo
referentes a RCP em tempo real convencional para quatro
amostras clinicas de tumores, um dos quais é conhecido por
conter uma mutacdo do exdo 8 de pb3 (CT20); (d) apresenta
os graficos de amplificacdo referentes a um processo de
enriquecimento da invencdo, aplicado num formato de RCP em

tempo real, para as gquatro amostras clinicas de tumores.

A Figura 9A-D ilustra os graficos da amplificacdo por RCP

em tempo real convencional e por RCP em tempo real
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enriquecida, para o exdo 8 de pb3 ndo mutante e mutante,
através da utilizacdo de um corante de detecdo de ADN
(LCGreen) : (a) apresenta os graficos de amplificacdo para
RCP em tempo real convencional referentes a pb3 mutante
(SW480, TL6, CT20) e referentes a pb3 ndo mutante (R27,
TL8, TL18, TL81, TL82), em amostras que contém o exdo 8;
(b) apresenta os graficos de amplificacdo para um pProcesso
de enriquecimento da invencdo, aplicado num formato de
tempo real, referentes a pb3 mutante (SW480, TL6, CT20) e
referentes a pb3 ndo mutante (R27, TL8, TL18, TL81l, TL82),
em amostras que contém o exdo 8; (c) apresenta os graficos
de amplificacdo para RCP em tempo real convencional
referentes a pb3 mutante (SW480,CT7,HCC,CT20) e referentes
a pb3 ndo mutante, em amostras que contém o exdo 8; (d)
apresenta os gradficos de amplificacdo para um processo de
enriquecimento da invencdo, aplicado num formato de tempo
real, referentes a pb3 mutante (SW480,CT7,HCC, CT20) e
referentes a p53 ndo mutante, em amostras que contém o exdo

8.

A Figura 10A-B ilustra o impacto de solventes orgadnicos
(por exemplo, 3 % de DMSO) no enriquecimento de alvos: (a)
graficos de amplificacdo para RCP em tempo real referentes
ao exdo 8 de pb3 ndo mutante e mutante; (b) graficos de
amplificacdo para um ©processo de enriquecimento da
invencdo, aplicado num formato de tempo real, referentes ao

exdo 8 de pb3 ndo mutante e mutante.

A Figura 11 ilustra a melhoria da detecdo por Polimorfismo
dos Fragmentos de Restricdo (PFR), através da utilizacédo de
um processo de enriquecimento da invencdo apds a digestdo
Tagl da mutacdo AA761 EGFR; (a) i1lustra a detecdo de
(AA761) EGFR ndo mutante e mutante aquando uma diluicdo de

1:10000 (mutante:genoma), apds RCP regular ou um
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procedimento de enriquecimento; (b) ilustra a detecdo de

EGFR ndo mutante, tal como testado por RCP normal.

Descricdo detalhada

A  presente invencéo ¢ dirigida a métodos para o
enriquecimento de alelos em pouca abundéncia (por exemplo,
sequéncias alvo) a partir de uma amostra. A presente
invencdo ¢ dirigida, em parte, ao enriguecimento seletivo
de sequéncias alvo, através da aplicacdo de uma temperatura
critica de desnaturacdo a uma mistura reacional. A
temperatura de desnaturacdo critica, ou Tc, é a temperatura
abaixo da temperatura de fusdo Tf da segquéncia de
referéncia. A temperatura critica retira vantagens de uma
Tf inferior referente a um duplex de ADN de cadeia dupla
hibridizado com uma sequéncia de referéncia, de modo a
desnaturar preferencialmente estes duplexes em detrimento

dos homoduplexes referéncia/referéncia.

Varios dos métodos que sdo conhecidos para a detecdo de
mutacdes podem beneficiar da presente invencdo, dado que
esta utiliza um protocolo de amplificacdo que enriquece
seletivamente a sequéncia alvo. A utilizacdo de RCP, como a
etapa inicial para a anédlise genética, ¢ empregue na
maioria das reacdes de sequenciacdo e mutacdo. Geralmente,
uma sequéncia de 4acidos nucleicos (por exemplo, ADN
genédmico/ADNc) é amplificada numa primeira etapa, seguindo-
se um método de sequenciacdo didesoxi ou um método de
rastreio de mutacdes (por exemplo, SSCP, dHPLC, MALDI-TOF,
pirosequenciacdo, fusdo de alta resolucdo). Deste modo, o0s
limites de praticamente todos os métodos de detecdo de
mutacdes seriam beneficiados uniformemente, caso o
enriquecimento das sequéncias que contém a mutacdo (por
exemplo, sequéncias alvo) fosse realizado durante a etapa

de RCP precedente ao rastreio.
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Definigdes

Tal como aqui utilizado, o termo “enriquecimento de uma
sequéncia alvo” refere-se ao aumento da quantidade de uma
sequéncia alvo, e ao aumento do radcio da sequéncia alvo em
relacdo a sequéncia de referéncia correspondente numa
amostra. Por exemplo, quando o racio da sequéncia alvo em
relacdo a sequéncia de referéncia é inicialmente de 5 % a
95 % numa amostra, a sequéncia alvo pode ser
preferencialmente amplificada numa reacdo de amplificacéo,
de modo a produzir um racio de 70 % de sequéncia alvo face
a 30 % de sequéncia de referéncia. Assim, hd um
enriquecimento de 14 vezes da sequéncia alvo em relacdo a
sequéncia de referéncia. O enriquecimento de uma segquéncia
alvo resulta num aumento de 2x a 200x da sequéncia alvo em
relacdo a sequéncia de referéncia, face ao seu valor
anterior ao enriquecimento. O enriquecimento do alvo ¢&,
pelo menos, 2x, 3x, 4x, bx, o6x, Ix, 8x, 9x, 10x, 15x, 20x,
25%x, 30x, 35x, 40x, 45x, 50x, 60x, 70x, 80x, 90x, 100x,
150x, 200x ou mais, o enriquecimento da sequéncia de
referéncia. O enriquecimento de uma sequéncia alvo resulta
numa amostra que possui 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %,
40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95

ou mais, de sequéncia alvo comparativamente a sequéncia de

e
o\
o\

Q,

referéncia (por exemplo, 10 % de sequéncia alvo:90 % de
Q Q

sequéncia de referéncia a 95 % de sequéncia alvo:5 %

sequéncia de referéncia).

Tal como aqui utilizado, o termo “sequéncia alvo” refere-se
a um &cido nucleico gue é menos prevalente numa amostra de
4dcidos nucleicos, em relacdo a uma sequéncia de referéncia
correspondente. A sequéncia alvo constitui menos de 50 % da
quantidade total de sequenciacdo (sequéncia de referéncia +

sequéncia alvo) de uma amostra. Preferencialmente, a

sequéncia alvo ¢ expressa ao nivel do ARN e/ou ADN em 1:10,
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1:15, 1:20, 1:25x, 1:30, 1:35, 1:40, 1:45, 1:50, 1:060,
1:70, 1:80, 1:90, 1:100, 1:150, 1:200x ou menos, face a
sequéncia de referéncia. Numa forma de realizacdo, a
sequéncia alvo é um alelo mutante. A titulo de exemplo, uma
amostra (por exemplo, uma amostra de sangue) pode conter
varias células normais e algumas células cancerigenas. As
células normais contém alelos ndo mutantes, enquanto um
pequeno numero de células cancerigenas contém mutacdes
somaticas. Neste caso, a sequencia mutante é a sequéncia
alvo, enquanto a sequéncia de tipo ndo mutante ¢é a
sequéncia de referéncia. Numa outra forma de realizacdo, a
invencdo é dirigida a detecdo de ADN fetal numa amostra de
dcidos nucleicos obtida a partir de uma m&e. Nesta forma de
realizacdo, a sequéncia alvo estd presente no ADN fetal,
enquanto a sequéncia de referéncia estd presente no ADN
materno que é mais prevalente. Tal como aqui utilizado, uma
sequéncia alvo pretende incluir ADN fetal obtido a partir
de uma md&e gravida. Tal como agqui utilizado, uma “cadeia
alvo” refere-se a uma cadeia simples de &cido nucleico de

uma sequéncia alvo.

A sequéncia alvo tem um comprimento de cerca de 17-2000
nucledétidos. Numa forma de realizacdo, a sequéncia alvo tem
um comprimento de 20, 30, 40, 50, 0, 70, 80, 90, 100, 110,
120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 250, 300, 350,
400, 450, 500, 600, 700, 800, 900 ou mais nucledétidos. As
sequéncias alvo partilham pelo menos 50 %, 60 %, 70 %, 80
%, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98
%, 99 % ou mais, de homologia com a sequéncia de referéncia
correspondente, mas diferem pelo menos num nucledtido face
a sequéncia de referéncia. As sequéncias alvo podem ser
amplificadas por RCP, utilizando o mesmo par de iniciadores

que foi usado usados para a sequéncia de referéncia.
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Tal como aqui utilizado, o termo “sequéncia de referéncia”
refere-se a um &acido nucleico gque ¢ mais prevalente numa
amostra de &cidos nucleicos, em relacdo a uma segquéncia
alvo correspondente (por exemplo, © mesmo gene mas Ccom uma
sequéncia de 4cidos nucleicos diferente). A sequéncia de
referéncia constitui mais de 50 % da quantidade total de
sequenciacdo (sequéncia de referéncia + sequéncia alvo) de
uma amostra. Preferencialmente, a sequéncia de referéncia é
expressa ao nivel do ARN e/ou ADN em 10x, 15x, 20x, 25x,
30x, 3bx, 40x, 45x, 50x, 60x, 70x, 80x, 90x, 100x, 150x,
200x ou mais, face a sequéncia alvo. Numa forma de
realizacdo, a sequéncia de referéncia ¢é um alelo néo
mutante. A titulo de exemplo, uma amostra (por exemplo, uma
amostra de sangue) pode conter varias células normais e
algumas células cancerigenas. As células normais contém
alelos ndo mutantes, enquanto um pequeno numero de células
cancerigenas contém mutacdes somaticas. Neste caso, a
sequencia ndo mutante é a sequéncia de referéncia, enquanto
a sequéncia mutante é a sequéncia alvo (por exemplo, um
alelo mutante). Tal como aqui utilizado, uma “cadeia de
referéncia” refere-se a uma cadeia simples de 4cido

nucleico de uma sequéncia de referéncia.

A sequéncia de referéncia tem um comprimento de cerca de
17-2000 nucledétidos. Numa forma de realizacdo, a sequéncia
de referéncia tem um comprimento de 20, 30, 40, 50, 60, 70,
8o, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190,
200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 600, 700, 800, 900 ou
mais nuclebdétidos. As sequéncias de referéncia partilham
pelo menos 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % ou mais, de
homologia com a sequéncia alvo correspondente, mas diferem
pelo menos num nucledtido face a sequéncia alvo. As

sequéncias de referéncia podem ser amplificadas por RCP,
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utilizando o mesmo par de iniciadores que foi usado para a

sequéncia de referéncia.

O termo “alelo” refere-se a formas alternativas de um gene,
de uma porcdo sua ou de uma regido de ndo codificacdo de
ADN, gque ocupa O mesmo Jlocus ou posicdo em cromossomas
homdélogos, possuindo esta regido pelo menos uma diferenca
na sequéncia nucleotidica. O termo alelo pode ser usado
para descrever o ADN obtido a partir de qualgquer organismo,
incluindo, mas ndo limitado a, bactérias, virus, fungos,
protozoarios, Dbolor, leveduras, plantas, seres humanos,
seres ndo humanos, animais e arqueobactérias. Os alelos
podem ser encontrados numa Unica célula (por exemplo, dois
alelos, um herdado do pai e um herdado da mde) ou numa
populacdo celular (por exemplo, um alelo ndo mutante obtido
a partir de tecido normal e um alelo mutante somatico

obtido a partir de tecido afetado por doenca).

Um alelo tem um comprimento de cerca de 17-2000
nucledétidos. Numa forma de realizacdo, o alelo tem um
comprimento de 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110,
120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 250, 300, 350,
400, 450, 500, 600, 700, 800, 900 ou mais nucledtidos. Os
alelos partilham pelo menos 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 85 %,

90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 5, 95 %, 96 3, 97 %, 98 %, 99

oe

ou mais, de homologia entre eles. 0Os alelos podem ser

amplificados por RCP com o mesmo par de iniciadores.

Numa forma de realizacdo, a presente invencdo é utilizada
para enriquecer um polimorfismo. Qualquer gene que ¢é dado
pode ter nenhuma, uma ou varias formas alélicas
(polimorfismo) . As alteracdes mutacionais comuns qgue
originam alelos podem resultar de eliminac®es, adig¢gdes ou
substituicdes nucleotidicas, de carécter natural ou

artificial (por exemplo, agentes quimicos cancerigenos).
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Cada um destes tipos de alteracdes pode ocorrer sozinho, ou
em combinacdo com os outros tipos de alteracdes, uma ou

mais vezes numa determinada sequéncia.

Foram relatados varios tipos de polimorfismos diferentes.
Um polimorfismo dos fragmentos de restricdo (PFR) é uma
variacdo na sequéncia de ADN que altera o comprimento de um
fragmento de restricdo (Botstein et al., Am. J. Hum. Genet.
32:314-331 (1980)). O polimorfismo dos fragmentos de
restricdo pode criar ou eliminar um local de restricéo,
alterando assim o comprimento do fragmento de restricdo. Os
PFRs tém sido amplamente utilizados em andlises genéticas
de humanos e de animais (ver documentos WO 90/13668; WO
90/11369; Donis-Keller, Cell 51:319-337 (1987); Lander et
al., Genetics 121:85-99 (1989)). Quando uma caracteristica
hereditdria pode ser ligada a um PFR em particular, a
presenca do PFR num individuo pode ser utilizada para
prever a probabilidade do individuo de exibir também essa
caracteristica. O PFR pode ser utilizado em combinacdo com
os métodos de enrigquecimento aqui descritos, de modo a
melhorar a detecdo de polimorfismos. Tais métodos sdo aqui

descritos no Exemplo 9.

Outros polimorfismos assumem a forma de repeticdes curtas
em tandem (RCTs), que incluem repeticdes de motivos em
tandem di, tri e tetra-nucelotidicos. Estas repeticdes em
tandem s&o também referidas como polimorfismos de
repeticgdes em tandem de numero variédvel (RTNV). As RTNV tém
sido utilizadas na anédlise de identidade e de paternidade
(Patente E.U.A. No. 5,075,217; Armour et al., FEBS Lett.
307:113-115 (1992); Horn et al., WO 91/14003; Jeffreys, EP
370,719) e num grande numero de estudos de mapeamento

genético.
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Outros polimorfismos assumem a forma de variacdes
nucleotidicas simples entre os individuos da mesma espécie.
Tais polimorfismos s&o muito mais frequentes do que PFRs,
RCTs (repeticdes curtas em tandem) e RTNVs (repeticdes em
tandem de numero variavel) . Alguns polimorfismos
nucleotidicos simples ocorrem em sequéncias de codificacéo
de proteinas, cujo neste caso, uma das formas polimbrficas
pode dar origem a expressdo de uma proteina defeituosa ou
de outra variante, e, potencialmente, podem dar origem a
uma doenca genética. Outros polimorfismos nucleotidicos
simples ocorrem em regides de ndo codificacdo. Alguns
destes polimorfismos podem também resultar na expressido de
proteinas defeituosas (por exemplo, como resultado de
splicing defeituoso). Outros polimorfismos nucleotidicos

simples n&do tém efeitos fenotipicos.

No entanto, outras mutacdes incluem as mutacdes somédticas.
As mutacdes somaticas sdo alteracdes gque ocorrem no ADN
apds a sua concecdo. As mutacdes somidticas podem ocorrer em
qualguer uma das células do corpo, com excecdo das células
germinativas (espermatozoides e 6vulos), e consequentemente
ndo sdo transferidas para criancas. Estas alteracdes podem

(mas nem sempre) conduzir a cancro ou outras doencas.

Tal como aqui utilizado, o termo “ndo mutante” refere-se a
sequéncia polinucleotidica ou alelo mais comum para um
certo gene numa populacdo. Geralmente, o alelo ndo mutante

serd obtido a partir de células normais.

Tal como aqui utilizado, o termo “mutante” refere-se a uma
alteracéo nucleotidica (isto é, uma substituicéao
nucleotidica tUnica ou multipla, eliminacdo ou adic¢do) numa
sequéncia de 4cidos nucleicos. Um acido nucleico que possui
uma mutacdo, tem uma sequéncia de &cidos nucleicos (alelo

mutante) que difere na sua sequéncia face a sequéncia
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polinucleotidica ndo mutante correspondente. 0Os métodos da
invencéo s&o especialmente uteis para enriquecer
seletivamente um alelo mutante que contém entre 1 a 500
alteracdes na sequéncia nucleotidica. Um alelo mutante pode
ter 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 1o,
17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 0, 70, 80, 20,
100, 200, 300, 400 ou 500 alteracdes na sequéncia
nucleotidica em relacédo a um alelo nao mutante
correspondente. Preferencialmente, uma mutacdo num alelo
mutante ir4d conter entre 1 a 10 alteracdes na sequéncia
nucleotidica, e mais preferencialmente entre 1 a 5
alteracdes na sequéncia nucleotidica. O alelo mutante teréa
50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %,
95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % ou mais, de homologia com o
alelo ndo mutante. Geralmente, o alelo mutante iré& ser
obtido a partir de células ou tecidos afetados por doenca e

estd associado com um estado da doenca.

Tal como aqui utilizado, o termo “temperatura de fusédo” ou
“T¢” refere-se a temperatura a gqual um polinucleico
dissocia-se da sua sequéncia complementar. Geralmente, a Ts
pode ser definida como a temperatura a gual metade dos
pares de Dbases de Watson-Crick, numa molécula de &cidos
nucleicos de cadeia dupla, ¢ gquebrada ou dissociada (isto
é, sdo “fundida”), enquanto a outra metade dos pares de
bases de Watson-Crick permanece intacta numa conformacédo de
cadeia dupla. Em outras palavras, a T: é definida como a
temperatura a qual 50 % dos nucleotideos de duas sequéncias
complementares estdo emparelhadas (cadeias duplas) e 50 %
dos nucleotideos estdo desnaturados (cadeias simples).
Consequentemente, a Tf define um ponto médio da transicédo
de cadeia dupla para cadeia simples em moléculas de &cidos
nucleicos (ou, inversamente, a transicdo de cadeia simples

para cadeia dupla em moléculas de acidos nucleicos).
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A T: pode ser calculada por uma série de métodos, por
exemplo, através da interpolacdo pelo vizinho mais préximo
como em Wetmur 1991 (Wetmur, J. G. 1991. DNA probes:
applications of the principles of nucleic acid
hybridization. Crit Rev Biochem Mol Biol 26: 227-259, aqui
incorporada como referéncia) e por softwares comerciais,
incluindo 0Oligo™ Primer Design, e outros softwares
disponiveis na Internet. Alternativamente, a T¢ pode ser
determinada por experimentacdo. Por exemplo, ADN de cadeia
dupla de ligacdo ou corantes intercalantes, tais como
brometo de etidio ou verde-SYBR (Molecular Probes), podem
ser utilizados num ensaio de curva de fusdo para a
determinacdo da Tf efetiva do &cido nucleico. Métodos
adicionais para a determinacdo da Trf referente a um &acido
nucleico s&o conhecidos na especialidade e sdo aqui

descritos.

Tal como aqui utilizado, o termo “temperatura critica” ou
“Tc” refere-se a uma temperatura inferior a Tr da segquéncia
de referéncia. A Tc é aplicada para desnaturar
preferencialmente duplexes de cadeia dupla de sequéncia
alvo ou diplexes de cadeia dupla de sequéncia
alvo/referéncia, de modo a permitir o enriquecimento
seletivo da sequéncia alvo durante uma reacao de
amplificacdo. A temperatura de desnaturacdo critica (Tc), é
a temperatura cujos valores inferiores de temperatura
causam a queda abrupta da eficiéncia da RCP para uma dada
sequéncia de 4cidos nucleicos. Por exemplo, uma segquéncia
167 pb pb3 é amplificada corretamente se a temperatura de
desnaturacdo da RCP ¢é definida a 87 °C, ¢ amplificada
razoavelmente a 86,5 °C e n3o produz nenhum produto
detetavel se a temperatura de desnaturacdo da RCP é
definida a 86 °C ou menos. Portanto, neste exemplo, Tc ~
86,5 °C. A Tc é de cerca de 0,1-20 °C abaixo da T¢ da

sequéncia de referéncia. Mais preferencialmente, a Tc é de
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cerca de 0,1-10 °c, 0,1-9 °c, 0,1-8 °c, 0,1-7 °c, 0,1-6 °C,
0,2-5 °c, 0,3-4,5 °c, 0,4-4 °c, 0,5-3,5 °c, 0,5-3 °c, 0,5-3
°c, 0,5-2,5 °c, 0,5-2 °c, 0,5-1,5 °c, 0,5-1 °c, abaixo da
T da sequéncia de referéncia. Em algumas formas de
realizacdo, a Tc é inferior a T: de ambas as sequéncias de
referéncia e alvo. Por exemplo, a Tc pode ser de cerca de
0,1-10 °c, 0,1-9 °c, 0,1-8 °c, 0,1-7 °c, 1-6 °c, 0,2-5 °cC,
0,3-4,5 °c, 0,4-4 °c, 0,5-3,5 °c, 0,5-3 °c, 0,5-3 °c, 0,5-
2,5 °c, 0,5-2 °c, 0,5-1,5 °c, 0,5-1 °C abaixo da T¢ da

sequéncia alvo.

Tal como aqui utilizado, o termo “desnaturacdo seletiva” ou
“desnaturacdo preferencial” refere-se a quebra preferencial
de pontes de hidrogénio entre os pares de bases presentes
numa molécula de &cido nucleico de cadeia dupla, referente
a uma seqguéncia alvo ou a um duplex de sequéncia
alvo/referéncia, para a producdo de uma sequéncia alvo de
cadeia simples. A desnaturacdo seletiva da sequéncia alvo é
conseguida através da aplicacdo da temperatura critica a

uma amostra que contém as sequéncias alvo e de referéncia.

Tal como aqui utilizado, "“par de iniciadores” refere-se a
dois iniciadores gque emparelham com cadeias opostas de uma
sequéncia alvo e de referéncia, de modo a formar um produto
amplificado durante a reacdo RCP. O par de iniciadores é

concebido de modo a ter uma T:f inferior a Tc da reacédo.

Tal como aqui wutilizado, o termo “hibridizacdo cruzada”
refere-se a um duplex de cadeia dupla formado entre duas
sequéncias de 4acidos nucleicos que diferem num ou mais
nucleicos, em virtude da formacdo de pontes de hidrogénio
entre as bases complementares G e C, as bases
complementares A e T ou as bases complementares A e U. As
duas sequéncias de 4cidos nucleicos complementares e

ligadas por pontes de hidrogénio, apresentam  uma
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configuracdo antiparalela. O ADN hibridado cruzadamente
conterd disparidades nas posicdes de diferenca entre as
sequéncias de referéncia e sequéncias alvo. As disparidades
podem incluir polimorfismos, mutacdes, adicdes, eliminacdes
e outras modificacgdes que resultem em tais diferencas. Por
exemplo, a metilacdo. Por exemplo, lacos e/ou regides de
cadeia simples de um ou mais nucleotideos gque ocorrem em

locais de eliminacdo/adicéo.

A hibridizacdo cruzada tipicamente envolve a desnaturacédo
das sequéncias alvo e de referéncia, por exemplo, por
aquecimento, seguindo-se a renaturacdo sob condigdes (tais
como a temperatura) que permitem a ocorréncia da
hibridizacdo e formacdo do duplex.

Tal como aqui utilizado, uma “mistura reacional” ¢é uma
mistura suspeita de conter um duplex de sequéncia alvo que
compreende um tampdo adequado para permitir a desnaturacéo

de uma sequéncia alvo.

Tal como aqui wutilizado, "identidade” ou “‘homologia”
refere-se a semelhanca de sequéncias, ao nivel das suas
subunidades, entre duas moléculas poliméricas, por exemplo,
dois polinucleicos ou dois polipéptidos. Quando uma posicédo
da subunidade estd ocupada pela mesma subunidade monomérica
em ambas as moléculas, por exemplo, se uma posicdo em cada
um dos dois péptidos €& ocupada por serina, entdo estas sé&o
idénticas naquela posicéo. A  identidade entre duas
sequéncias ¢é uma funcdo direta do numero de posicbes
coincidentes ou i1dénticas, por exemplo, se metade (por
exemplo, 5 posig¢gdes num polimero de 10 subunidades de
comprimento) das posicdes de duas sequéncias ou compostos
peptidicos é idéntica, entdo as duas sequéncias sdo 50 %

idénticas; se 90 % das posicdes, por exemplo, 9 de 10
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subunidades, s&do coincidentes, as duas sequéncias partilham

90 % de identidade de sequéncia.

A  percentagem de identidade de nucleotideos pode ser
determinada pelos parametros pré-definidos de BLAST. Para
comparacdo de sequéncias, tipicamente uma sequéncia atua
como uma sequéncia de referéncia com a qual as sequéncias
de teste sdo comparadas. Quando se utiliza um algoritmo de
comparacdo de sequéncias, as sequéncias de teste e de
referéncia s&do introduzidas num computador, as coordenadas
de subsequéncia sdo designadas se for necessario, e o0s
parémetros do programa do algoritmo de sequenciacdo sé&o
designados. Podem ser utilizados parédmetros pré-definidos
do programa, ou podem ser designados parémetros
alternativos. O algoritmo de comparacdo de segquéncia
calcula entdo a identidade de sequéncia percentual para as
sequéncias de teste, face a sequéncia de referéncia e com

base nos pardmetros do programa.

A janela de comparacdo inclui a referéncia a um segmento de
qualquer uma das posicgdes contiguas, selecionadas a partir
do grupo que consiste de 20 a 600, usualmente de cerca de
50 a cerca de 200, mais usualmente de cerca de 100 a cerca
de 150, posicdes contiguas, nas guais uma sequéncia pode
ser comparada a uma sequéncia de referéncia com o0 mesmo
numero de posicdes contiguas, apds as duas sequéncias serem
otimamente alinhadas. Os métodos de alinhamento de
sequéncias para comparacao séo bem conhecidos na
especialidade. O alinhamento &étimo de sequéncias para
comparacdo pode ser realizado, por exemplo, pelo algoritmo
de homologia local de Smith & Waterman, Adv. Appl. Math. 2:
482 (1981), pelo algoritmo de alinhamento de homologia de
Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol. 48: 443 (1970), pelo
método de pesquisa de similaridade de Pearson & Lipman,

Proc. Nat’l. Acad. Sci. EUA 85: 2444 (1988), pelas
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implementacdes computacionais destes algoritmos (GAP,
BESTFIT, FASTA e TFASTA presentes no pacote de software
Wisconsin Genetics, Genetics Computer Group, 575 Science
Dr., Madison, Wis.) ou pelo alinhamento manual e inspecédo
visual (ver, por exemplo, Current Protocols in Molecular

Biology (Ausubel et al., eds., 1995 suplemento)).

Exemplos de algoritmos que sdo adequados para determinar a
percentagem de identidade de sequéncia e semelhanca de
sequéncias sdo os algoritmos BLAST e BLAST 2.0, gque sé&o
descritos em Altschul et al., Nuc. Acids Res. 25: 3389-3402
(1977) e em Altschul et al., J. Mol. Biol. Biol. 215: 403-
410 (1990), respetivamente. O software para a realizacdo de
analises segundo o algoritmo BLAST estd disponivel
publicamente através do Centro Nacional para a Informacédo
Biotecnoldgica (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
Inicialmente, este algoritmo envolve a identificacdo de
pares de sequéncias de pontuacdo elevada (PSPEs) através da
identificacdo de palavras curtas de comprimento W na
sequéncia de procura, gque correspondem ou satisfazem uma
pontuacdo limite T de valor positivo, quando estas palavras
sdo alinhadas face a uma palavra com O mesmo comprimento e
pertencente a uma sequéncia da base de dados. T é referido
como a pontuacdo limite da palavra vizinha (Altschul et
al., supra). Estes hits iniciais da palavra vizinha atuam
como sementes para iniciar as pesquisas de PSPEs mais
longos, que estejam contidos na sequéncia de procura. Os
hits das palavras sdo estendidos em ambas as direcdes ao
longo de cada sequéncia, tdo longe quanto a pontuacdo de
alinhamento cumulativa pode ser aumentada. As pontuacdes
cumulativas sdo calculadas wutilizando, para sequéncias
nucleotidicas, o0s pardmetros M (pontuacdo de recompensa por
um par de residuos correspondente; sempre > 0) e N

(pontuacdo de penalizacdo para disparidade dos residuos;
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sempre < 0). Para sequéncias de aminodcidos, uma matriz de
pontuacdo é usada para calcular a pontuacdo cumulativa. A
extensdo dos hits das palavras em cada direcdo ¢é
interrompida quando: a pontuacdo de alinhamento cumulativa
diminui pela quantidade X face ao seu valor maximo
alcancado; a pontuacdo cumulativa tende para =zero ou
inferior, devido a acumulacdo de um ou mais alinhamentos de
residuos com pontuacdes negativas; ou a extremidade de
qualquer uma das sequéncias ¢ atingida. Os parédmetros W, T
e X do algoritmo BLAST determinam a sensibilidade e
velocidade do alinhamento. O programa BLASTN (para
sequéncias nucleotidicas) utiliza por defeito um
comprimento de palavra (W) de 11, uma expectativa (E) de
10, M=5, N=-4 e uma comparacdo de ambas as cadeias. Para
sequéncias de aminoédcidos, © programa BLASTP utiliza por
defeito um comprimento de palavra de 3, uma expectativa (E)
de 10 e a matriz de pontuacdo BLOSUM62 (ver Henikoff &
Henikoff, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915 (1989)),
alinhamentos (B) de 50, expectativa (E) de 10, M=5, N=-4 e

uma comparacdo de ambas as cadeias.

O algoritmo BLAST também realiza uma andlise estatistica da
similaridade entre duas sequéncias (ver, por exemplo,
Karlin & Altschul, Proc. Nat’l Acad. Sci. USA 90:58735787
(1993)). Uma medida da semelhanca, fornecida pelo algoritmo
BLAST, ¢é a ©probabilidade da menor soma (P(N)), que
proporciona uma indicacé&o da probabilidade de
correspondéncia, caso ocorresse por acaso, entre duas
sequéncias nucleotidicas ou de aminodcidos. Por exemplo, um
acido nucleico é considerado semelhante a uma segquéncia de
referéncia, se a probabilidade da menor soma, face a
comparacdo entre o &cido nucleico em teste com o éacido
nucleico de referéncia, ¢é inferior a cerca de 0,2, mais
preferencialmente inferior a cerca de 0,01 e ainda mais

preferencialmente inferior a cerca de 0,001.
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Num primeiro aspeto, a invencdo é dirigida a um método para
o enriquecimento de uma sequéncia alvo numa amostra de
dcidos nucleicos, que é suspeita de conter sequéncias alvo
e de referéncia. As sequéncias de referéncia e alvo podem
ser amplificadas anteriormente a sua utilizacdo no presente
método. Isto &, as sequéncias de referéncia e alvo de
interesse podem ser amplificadas a partir de um template
gendmico numa reacdo RCP, antes da sua utilizacdo no
presente método. Uma aliquota desta reacdo RCP ¢é entédo
transferida para utilizacdo no método de enrigquecimento
seletivo. Alternativamente, as sequéncias de referéncia e
alvo ndo necessitam de ser submetidas a uma primeira reacéo
de RCP, mas podem ser utilizadas na sua forma nativa (por
exemplo, ADN gendmico) no método de enriquecimento
seletivo. As sequéncias alvo e de referéncia podem ser
obtidas a partir de qualquer sequéncia de &cidos nucleicos
incluindo, ADN gendémico, ADNc, ADN viral, ADN de mamiferos,
ADN fetal ou ADN bacteriano. Embora a sequéncia de
referéncia seja usualmente um alelo ndo mutante e a
sequéncia alvo seja um alelo mutante, o contrdrio também
pode ser verdadeiro. O alelo mutante pode incluir qualqguer
uma ou mais das eliminacdes, adicdes ou alteracdes
nucleotidicas. Em algumas formas de realizacdo, o alelo
mutante é uma mutacdo somdtica. Em outras formas de
realizacdo, a sequéncia alvo é& ADN metilado, enquanto a
sequéncia de ADN de referéncia é um ADN ndo metilado.
Alternativamente, a sequéncia alvo é um ADN ndo metilado,
enquanto a sequéncia de referéncia é ADN metilado. Os
iniciadores utilizados no presente método sdo geralmente
concebidos, de modo a gerarem produtos de amplificacdo de
sequéncias de referéncia e alvo com tamanhos de cerca de
17-1000 bases, mais preferencialmente de cerca de 25 a 500
bases, e ainda mais preferencialmente de cerca de 50 a 100

bases.
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O método inclui a sujeicdo da mistura reacional de
amplificacdo, a uma primeira temperatura de desnaturacéao
que é superior a temperatura de fusdo “T:” de uma sequéncia
de referéncia. A T de um 4&cido nucleico pode ser
determinada por experimentacdo ou estimada por célculo. O
perito na especialidade é consciente dos varios métodos
conhecidos para a determinacdo da T¢ de um &cido nucleico,
alguns dos quais sdo aqui descritos. A primeira temperatura
de desnaturacdo ¢é definida de acordo com pProcessos
convencionais usados na RCP. Assim, a primeira temperatura
de desnaturacdo deve ser suficientemente elevada de modo a
permitir a desnaturacdo completa das sequéncias alvo e de
referéncia (por exemplo, 96 °C). Numa forma de realizacdo,
a primeira temperatura de desnaturacdo é de cerca de 1 °C a
30 °C superior a Tf da sequéncia de referéncia, mais
preferencialmente, a T da sequéncia de referéncia é cerca

de 5 °C a 20 °C superior a T da sequéncia de referéncia.

De seguida, a temperatura da mistura reacional de
amplificacdo é reduzida permitindo que as sequéncias alvo e

as sequéncias de referéncia possam hibridizar.

Esta temperatura de hibridizacdo ou temperatura intermédia
(sendo a temperatura inferior a primeira temperatura de
desnaturacao e Tc, mas superior a temperatura de
emparelhamento/extensdo do iniciador, por exemplo, cerca de
60 °C a 80 °C) ¢ superior a T: do par de iniciadores, e
portanto permite que as sequéncias alvo e de referéncia
possam hibridizar, enquanto é evitada a ligacdo do par de
iniciadores as sequéncias alvo e/ou de referéncia. Esta
etapa de emparelhamento, resulta na formacdo dUplexes
hibridados de <cadeia dupla de seguéncias alvo/alvo,

referéncia/referéncia e de alvo/referéncia. Os duplexes

hibridados de cadeia dupla de sequéncia referéncia-alvo séo



27

entdo preferencialmente desnaturados, através do aumento da
temperatura da mistura reacional para a Tc. A Tc ou
temperatura critica ¢ inferior a T: da sequéncia de
referéncia, e pode ser determinada pelos métodos aqui
descritos. Numa forma de realizacdo, a Tc é de cerca de 0,3
°C a 5 °C inferior, e mais preferencialmente de cerca de
0,5 °C a 1,5 °C inferior, face a T: da sequéncia de
referéncia. Geralmente, a Tc serd de cerca de 70-90 °C. Os
duplexes hibridados de sequéncia alvo/alvo também podem ser
preferencialmente desnaturados, caso a segquéncia alvo
possua uma sequéncia nucleotidica que resulte numa Ts
inferior em comparacdo com a T¢ da sequéncia de referéncia.
Na Tc, os duplexes de sequéncia alvo/referéncia (e apenas
os duplexes de sequéncia alvo/alvo que tém uma Tf mais
baixa do que a Tf referente a sequéncia de referéncia)
estdo substancialmente desnaturados, ao passo que 0S
diplexes alvo/alvo (se tiverem uma Tf igual ou superior a
Tf da sequéncia de referéncia) e os duplexes de sequéncia
referéncia/referéncia, estdo substancialmente em formas ndo
desnaturadas. O termo “substancialmente” significa pelo
menos 60 %, preferencialmente pelo menos 70 %, mais

preferencialmente pelo menos 80 %, ainda mais

o°

preferencialmente pelo menos 90 e sobretudo
preferencialmente pelo menos 98 %, numa determinada forma
desnaturada ou nédo desnaturada. A Tc é geralmente aplicada
entre cerca de 1 segundo a 5 minutos, mais
preferencialmente entre 2 segundos a 1 minuto e ainda mais

preferencialmente entre 5 segundos a 30 segundos.

Apbds a desnaturacdo preferencial dos duplexes hibridados de
sequéncia referéncia-alvo e/ou alvo/alvo, a temperatura da
mistura reacional é reduzida de modo a permitir que um par
de iniciadores possa emparelhar com a sequéncia alvo. Os
iniciadores emparelhados sdo entdo estendidos por uma

polimerase de 4Acidos nucleicos, enriquecendo assim a
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sequéncia alvo em relacdo a sequéncia de referéncia da

amostra.

As etapas do método sdo geralmente repetidas em ciclos
maltiplos, de forma a obter uma amplificacdo suficiente das
sequéncias alvo e de referéncia. Numa forma de realizacédo,
as etapas do método sdo repetidas em 5-40 ciclos, e mais
preferencialmente em 10-30 ciclos. O numero 6étimo de ciclos
pode ser determinado por um perito comum na especialidade.
Preferencialmente, os métodos presentes sdo realizados num
dispositivo de RCP, mais preferencialmente sob condicdes de
tempo real num dispositivo de RCP de detecdo em tempo real,
tal como o dispositivo de RCP em tempo real SMARTCYCLER
(Cepheid, Sunnyvale, CA) e o dispositivo de RCP em tempo
real Mx3005P (Stratagene, La Jolla, CA). Nesta forma de
realizacdo, a mistura reacional pode incluir um agente de
detecdo de &cidos nucleicos (por exemplo, um corante de
detecdo de &cidos nucleicos, tal como o corante verde-SYBR
ou o corante verde-LC ou uma sonda acoplada operativamente
a um marcador fluorescente), para a dquantificacdo e/ou
monitorizacdo dos produtos de amplificacdo da reacdo. Uma
vez que o enriquecimento da sequéncia alvo esteja completo,
a amostra pode ser adicionalmente processada (por exemplo,
para a identificacdo de quaisquer alteracdes genéticas
enriquecidas pelo método, por exemplo, sujeitadas a uma

reacdo de sequenciacéo).

As sequéncias de referéncia enriquecidas podem
adicionalmente ser processadas, segundo uma variedade de
procedimentos que incluem: MALDI-TOF, fusdo de alta
resolucédo, sequenciacdo didesoxi, sequenciacdo de molécula
Unica, pirosequenciacéao, PFR, RCP digital e RCP

quantitativo.
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E ainda divulgado um método para o enriquecimento de uma
sequéncia alvo, segundo a realizacdo de um protocolo para
uma reacdo de amplificacdo de &cidos nucleicos. O protocolo
para a reacdo de amplificacdo inclui uma primeira
temperatura de desnaturacdo e uma segunda temperatura de
desnaturacdo. A primeira temperatura de desnaturacido é
superior a T¢ da sequéncia de referéncia, e a segunda
temperatura de desnaturacdo é inferior a T: da sequéncia de
referéncia. O método inclui a sujeicdo da mistura reacional
de amplificacdo a uma primeira temperatura de desnaturacéo,
que estd acima da temperatura de fusdo “T¢” de uma
sequéncia de referéncia. O perito na especialidade ¢é
consciente dos varios métodos conhecidos para a
determinacdo da T¢f de um 4&cido nucleico. A primeira
temperatura de desnaturacdo é geralmente selecionada, da
mesma forma que alguém selecionaria usualmente a
temperatura de desnaturacdo de uma reacdo RCP, e deve ser
suficientemente elevada de modo a permitir a desnaturacéo
das sequéncias alvo e de referéncia. Numa forma de
realizacdo, a primeira temperatura de desnaturacdo ¢ de
cerca de 1 °C a 30 °C superior a T¢ da sequéncia de
referéncia, mais preferencialmente, a T: da sequéncia de
referéncia ¢é cerca de 5 °C a 20 °C superior a Tr da

sequéncia de referéncia.

A segunda temperatura de desnaturacdo ¢é inferior a T¢ da
sequéncia de referéncia, e pode ser determinada pelos
métodos aqui descritos. Numa forma de realizacdo, a Tc é
cerca de 0,3 °C a 5 °C inferior a T¢ da sequéncia de
referéncia, e mais preferencialmente cerca de 0,5 °C a 1,5
°C inferior a T¢ da sequéncia de referéncia. Geralmente, a
Tc estard entre cerca de 70-90 °C. A segunda temperatura de
desnaturacdo é geralmente aplicada a partir de cerca de 1

segundo a 5 minutos, mais preferencialmente entre 2
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segundos a 1 minuto e ainda mais preferencialmente entre 5

segundos a 30 segundos.

E ainda descrito um método de enriquecimento de uma
sequéncia alvo através da sujeicdo de uma mistura reacional
de amplificacdo a uma Tc, da reducdo da temperatura da
mistura reacional e da extensdo de um par de iniciadores. A
mistura reacional de amplificacdo é suspeita de conter uma
sequéncia alvo e uma sequéncia de referéncia. Neste aspeto,
a sequéncia alvo tem uma T¢ inferior a T¢ da sequéncia de
referéncia. A Tc ¢é inferior a Ts da sequéncia de
referéncia, permitindo assim a desnaturacdo preferencial da
sequéncia alvo que possui uma Tr inferior a T¢ da sequéncia
de referéncia, como resultado da sua composicéo
nucleotidica (por exemplo, supressdo). Com respeito aos
outros aspetos da invencdo, as sequéncias de referéncia e
alvo podem ser amplificados anteriormente a sua utilizacéo
no presente método. Isto é, as sequéncias de referéncia e
alvo de interesse podem ser amplificadas a partir de um
template gendmico numa reacdo RCP, antes da sua utilizacéo
no presente método. Uma aliquota desta reacdo RCP é entéo
transferida para utilizacdo no método de enriguecimento
seletivo. Alternativamente, as sequéncias de referéncia e
alvo nédo necessitam de ser submetidas a uma primeira reacédo
de RCP, mas podem ser utilizadas na sua forma nativa no
método de enriquecimento seletivo, por exemplo, ADN
gendmico. As sequéncias alvo e de referéncia podem ser
obtidas a partir de qualquer sequéncia de &cidos nucleicos
incluindo, ADN gendémico, ADNc, ADN viral, ADN de mamiferos,
ADN fetal ou ADN Dbacteriano. Embora a sequéncia de
referéncia seja usualmente um alelo ndo mutante e a
sequéncia alvo seja um alelo mutante, o contrario também
pode ser verdadeiro. O alelo mutante pode incluir qualquer
uma ou mais das eliminacdes, adicdes ou alteracodes

nucleotidicas. Em algumas formas de realizacdo, o alelo
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mutante ¢é uma mutacdo somatica. Em outras formas de
realizacdo, a sequéncia alvo é ADN metilado, enguanto a
sequéncia de ADN de referéncia é um ADN n&do metilado.
Alternativamente, a sequéncia alvo é um ADN ndo metilado,
enquanto a sequéncia de referéncia ¢é ADN metilado. Os
iniciadores utilizados no presente método sdo geralmente
concebidos, de modo a gerarem produtos de amplificacdo de
sequéncias de referéncia e alvo com tamanhos de cerca de 15
a 1000 bases, mais preferencialmente de cerca de 25 a 500
bases, e ainda mais preferencialmente de cerca de 50 a 100

bases.

Os duplexes hibridizados alvo/alvo sdo preferencialmente
desnaturados pelo aumento da temperatura da mistura
reacional para a Tc. A Tc ou temperatura critica é inferior
a T¢ da sequéncia de referéncia, e pode ser determinada
pelos métodos aqui descritos. Numa forma de realizacdo, a
Tc é de cerca de 0,3 °C a 5 °C inferior face & Tf da
sequéncia de referéncia, e mais preferencialmente de cerca
de 0,5 °C a 1,5 °C inferior, face a T: da sequéncia de
referéncia. Geralmente, a Tc serd de cerca de 70-90 °C. A
Tc ¢é geralmente aplicada entre cerca de 1 segundo a b5
minutos, mais preferencialmente entre 2 segundos a 1 minuto
e ainda mais preferencialmente entre 5 segundos a 30
segundos. Na Tc, os duplexes de sequéncia alvo/referéncia e
os duplexes de sequéncia alvo/alvo estdo substancialmente
desnaturados, enquanto 0s duplexes de sequéncia
referéncia/referéncia estdo substancialmente em formas nédo
desnaturadas. O termo “substancialmente” significa pelo
menos 60 %, preferencialmente pelo menos 70 %, mais

preferencialmente pelo menos 80 %, ainda mais

o\

preferencialmente pelo menos 90 e sobretudo
preferencialmente pelo menos 98 %, numa determinada forma

desnaturada ou ndo desnaturada.
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A etapa de reducdo da temperatura da mistura reacional
permite que o par de iniciadores emparelhe com a sequéncia
alvo. Estes iniciadores emparelhados s&o posteriormente
estendidos por uma polimerase, aumentando a quantidade de
sequéncia alvo na amostra relativamente a sequéncia de
referéncia. As etapas do método sdo geralmente repetidas em
ciclos multiplos, de forma a obter uma amplificacédo
suficiente das sequéncias alvo e de referéncia. Numa forma
de realizacdo, as etapas do método sdo repetidas em 5-40
ciclos, e mais preferencialmente em 10-30 ciclos. O numero
6timo de ciclos pode ser determinado por um perito comum na
especialidade. Preferencialmente, os métodos presentes sédo
realizados num dispositivo de RCP, mais preferencialmente
sob condicgdes de tempo real num dispositivo de RCP de
detecdo em tempo real, tal como o dispositivo de RCP em
tempo real SMARTCYCLER (Cepheid, Sunnyvale, CA) e o
dispositivo de RCP em tempo real Mx3005P (Stratagene, La
Jolla, CA). Nesta forma de realizacdo, a mistura reacional
pode incluir um agente de detecdo de &4cidos nucleicos (por
exemplo, um corante de detecdo de &cidos nucleicos, tal
como O corante verde-SYBR ou o corante verde-LC ou uma
sonda acoplada operativamente a um marcador fluorescente),
para a quantificacdo e/ou monitorizacdo dos produtos de
amplificacdo da reacdo. Uma vez gue o enriquecimento da
sequéncia alvo esteja completo, a amostra pode ser
adicionalmente processada, por exemplo, sujeitada a uma
reacdo de sequenciacdo. 0Os alelos enriquecidos podem ser
adicionalmente processados por uma variedade de
procedimentos que incluem: MALDI-TOF, fusdo de alta

resolucdo, sequenciacdo didesoxi, sequenciacdo de molécula

tnica, pirosequenciacéo, PFR, RCP digital e RCP
quantitativo.
Ainda, é adicionalmente divulgado um método de

enriquecimento de uma sequéncia alvo, submetendo uma
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mistura reacional de amplificacdo a etapas alternadas de
condicdes de emparelhamento e de condig¢des de desnaturacédo
por aplicacdo da Tc. A mistura reacional de amplificacéo,
possuindo uma sequéncia alvo e de referéncia, é
inicialmente submetida a uma primeira temperatura de
desnaturacéo, que é superior a T: da seqgquéncia de
referéncia. Tal como nos outros aspetos, as sequéncias de
referéncia e alvo podem ser amplificadas anteriormente a
sua utilizacdo no presente método. Isto &, as sequéncias de
referéncia e alvo de interesse podem ser amplificadas a
partir de um template gendmico numa reacdo RCP, antes da
sua utilizacdo no presente método. Uma aliquota desta
reacdo RCP é entdo transferida para utilizacdo no método de
enriquecimento seletivo. Alternativamente, as sequéncias de
referéncia e alvo ndo necessitam de ser submetidas a uma
primeira reacdo de RCP, mas podem ser utilizadas na sua
forma nativa no método de enriquecimento seletivo, por
exemplo, ADN gendémico. As sequéncias alvo e de referéncia
podem ser obtidas a partir de qualquer sequéncia de &cidos
nucleicos incluindo, ADN gendmico, ADNc, ADN viral, ADN de
mamiferos, ADN fetal ou ADN bacteriano. Embora a sequéncia
de referéncia seja usualmente um alelo ndo mutante e a
sequéncia alvo seja um alelo mutante, o contrario também
pode ser verdadeiro. O alelo mutante pode incluir qualquer
uma ou mais das eliminacbes, adicdes ou alteracodes
nucleotidicas. Em algumas formas de realizacdo, o alelo
mutante ¢é uma mutacdo somdtica. Em outras formas de
realizacdo, a sequéncia alvo é& ADN metilado, enquanto a
sequéncia de ADN de referéncia é um ADN ndo metilado.
Alternativamente, a sequéncia alvo é um ADN ndoc metilado,
enquanto a sequéncia de referéncia ¢é ADN metilado. Os
iniciadores utilizados no presente método sdo geralmente
concebidos, de modo a gerarem produtos de amplificacdo de
sequéncias de referéncia e alvo com tamanhos de cerca de 1

a 1000 bases, mais preferencialmente de cerca de 25 a 500
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bases, e ainda mais preferencialmente de cerca de 50 a 100

bases.

A T¢f de um &cido nucleico pode ser determinada por
experimentacdo ou estimada por célculo. O perito na
especialidade ¢é consciente dos varios métodos conhecidos
para a determinacdo da T¢ de um &cido nucleico. A primeira
temperatura de desnaturacdo é geralmente selecionada, da
mesma forma que alguém selecionaria usualmente a
temperatura de desnaturacdo de uma reacdo RCP, e deve ser
suficientemente elevada de modo a permitir a desnaturacéo
das sequéncias alvo e de referéncia. Numa forma de
realizacdo, a primeira temperatura de desnaturacdo ¢ de
cerca de 1 °C a 30 °C superior a T¢f da sequéncia de
referéncia, mais preferencialmente, a T: da sequéncia de
referéncia ¢é cerca de 5 °C a 20 °C superior a Tr da

sequéncia de referéncia.

De seguida, a amostra percorre um ciclo repetitivo entre
duas etapas de incubacdo a temperatura diferentes. Na
primeira etapa de incubacdo, a temperatura ¢ reduzida de
modo a permitir a hibridizacdo da sequéncia alvo com a
sequéncia de referéncia, formando um duplex. Na segunda
etapa de incubacdo, a temperatura é aumentada para a Tc, a
qual é inferior a Tf da sequéncia de referéncia. Estas
primeiras e segundas etapas sdo entdo repetidas uma ou mais
vezes, mais preferencialmente 3-20 vezes e ainda mais

preferencialmente 5-10 vezes.

A primeira etapa de 1incubacdo resulta na formacdo de
duplexes hibridados de sequéncias alvo/alvo,
referéncia/referéncia e alvo/referéncia. Numa forma de
realizacdo preferencial, esta temperatura de hibridizacédo
ou temperatura intermédia (sendo a temperatura inferior a

primeira temperatura de desnaturacdo e Tc, mas superior a
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temperatura de emparelhamento/extensdo do iniciador, por
exemplo, cerca de 60 °C a 80 °C) é superior a T¢ do par de
iniciadores, e portanto permite que as sequéncias alvo e de
referéncia possam hibridizar, enquanto é evitada a ligacéo
do par de iniciadores as sequéncias alvo e/ou de
referéncia. Os dtiplexes hibridados referéncia-alvo e
alvo/alvo (enquanto o alvo tiver uma T: inferior a T: da
sequéncia de referéncia) sdo entdo preferencialmente
desnaturados, pelo aumento da temperatura da mistura
reacional para o valor da Tc, durante a segunda etapa de
incubacdo. A Tc ou temperatura critica é inferior a T: da
sequéncia de referéncia, e pode ser determinada pelos
métodos agqui descritos. Numa forma de realizacdo, a Tc é de
cerca de 0,3 °C a 5 °C inferior face a T: da sequéncia de
referéncia, e mails preferencialmente de cerca de 0,5 °C a
1,5 °C inferior, face a T: da sequéncia de referéncia.
Geralmente, a Tc serd de cerca de 70-90 °C. A Tc ¢é&
geralmente aplicada entre cerca de 1 segundo a 5 minutos,
mais preferencialmente entre 2 segundos a 1 minuto e ainda
mais preferencialmente entre 5 segundos a 30 segundos. Uma
vez que a etapa do ciclo de incubacdo esteja completa, a
temperatura da mistura reacional ¢é diminuida de modo a
permitir que, um ou mais iniciadores possam emparelhar com
a sequéncia alvo. Estes iniciadores sd&o entdo estendidos

por uma polimerase, enriquecendo assim a sequéncia alvo.

Uma vez que cada etapa esteja completa, a reacdo pode ser
repetida em multiplos ciclos, de forma a obter uma
amplificacéo suficiente das sequéncias alvo e de
referéncia. Numa forma de realizacdo, as etapas do método
sdo repetidas em 5-40 ciclos, e mais preferencialmente em
10-30 ciclos. O numero 6timo de ciclos pode ser determinado
por um perito comum na especialidade. Preferencialmente, os
métodos presentes sdo realizados num dispositivo de RCP,

mais preferencialmente sob condig¢gdes de tempo real num
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dispositivo de RCP de detecdo em tempo real, tal como o
dispositivo de RCP em tempo real SMARTCYCLER (Cepheid,
Sunnyvale, CA) e o dispositivo de RCP em tempo real Mx3005P
(Stratagene, La Jolla, CA). Nesta forma de realizacdo, a
mistura reacional pode incluir um agente de detecgdo de
dcidos nucleicos (por exemplo, um corante de detecdo de
dcidos nucleicos, tal como o corante verde-SYBR ou o
corante verde-LC ou uma sonda acoplada operativamente a um
marcador fluorescente), para a quantificacéo e/ou
monitorizacdo dos produtos de amplificacdo da reacdo. Uma
vez que o enriquecimento da sequéncia alvo esteja completo,
a amostra pode ser adicionalmente processada. Formas de
processamento adicionais incluem: MALDI-TOF, fusdo de alta
resolucédo, sequenciacdo didesoxi, sequenciacdo de molécula
unica, pirosequenciacéo, PFR, RCP digital e RCP

quantitativo.

Numa outra forma de realizacdo, o método da presente
invencdo pode ser wutilizado para detetar se ocorreu a
metilacdo numa sequéncia alvo ou numa sequéncia de
referéncia. Numa outra forma de realizacdo, o método

utilizado é ADN gendmico para testar a metilacéo.

0O método de detecdo da metilacdo compreende uma abordagem
gquimica ou enzimatica para o tratamento de sensibilidade a
metilacdo de ADN. Os tratamentos quimicos incluem a
incubacdo de ADN com bissulfito de sdédio, o qual converte
seletivamente citosinas n&do metiladas para uracilos. O ADN
é inicialmente desnaturado por choque térmico, e
posteriormente pode ser tratado com 5 M de bissulfito, pH
5-7. O pré-tratamento de ADN gendmico, para a remocdo de
uracilos pré-existentes, ¢ realizado anteriormente ao
tratamento com bissulfito. Este pré-tratamento consiste no

tratamento com uracil glicosilase na presenca de 5 mM de
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hidroxilamina, pH 7. O ADN modificado pode entdo ser

utilizado nos métodos da invencéo.

Dado que as citosinas metiladas, presentes nas sequéncia de
referéncia ou alvo, sdo convertidas em uracilos, estas irédo
formar disparidades quando duplexadas com a cadeia oposta
(alvo ou de referéncia), a qual ndo estd metilada, durante

a etapa de hibridizac&o cruzada da reacéo.

Ainda outro aspeto, qualguer um dos métodos da invencdo é
usado para enriquecer multiplas sequéncias alvo diferentes
segundo uma reacdo multi-plex. Nesta forma de realizacdo, o
método inclui conjuntos adicionais de pares de iniciadores

para as sequéncias alvo adicionais.

Num outro aspeto, a 1invencdo ¢é dirigida a um formato
legivel informaticamente que contém instrucdes de um
software, para a realizacdo de qualgquer um dos métodos da
invencdo. E ainda descrito um sistema de RCP para o
enriquecimento da sequéncia alvo. O sistema inclui uma
membdéria para a execucdo das instrucdes do software do

formato legivel informaticamente.

As Figuras 1 e 2 ilustram dois aspetos diferentes da
invencdo. A Figura 1 ilustra um aspeto da invencdo em que o
método utiliza uma reacdo de amplificacdo, que tem uma
primeira temperatura de desnaturacdo e uma temperatura de
desnaturacdo critica ou Tc. A Figura 2 também ilustra uma
reacdo de amplificacdo gque tem uma primeira temperatura de
desnaturacdo e uma Tc, mas inclui ainda etapas de
temperaturas de desnaturacéao ou de emparelhamento
oscilantes, ou repetitivas, que ocorrem multiplas vezes,
anteriormente as etapas de emparelhamento dos iniciadores e

de extensdo da reacédo.
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A Figura 1 demonstra o processo para o enriquecimento de
uma sequéncia alvo numa amostra de &cidos nucleicos com
sequéncias alvo e de referéncia. As sequéncias alvo e de
referéncia podem ser obtidas a partir de qualquer sequéncia
de é&cidos nucleicos incluindo, ADN gendmico, ADNc, ADN
viral, ADN de mamiferos, ADN fetal ou ADN Dbacteriano.
Embora a sequéncia de referéncia seja usualmente o alelo e
a sequéncia alvo seja um alelo mutante, o contrdrio também
pode ser verdadeiro. O alelo mutante pode incluir qualquer
uma ou mais das eliminacdes, adigcdes ou alteracdes
nucleotidicas. Em algumas formas de realizacdo, o alelo
mutante ¢ uma mutacdo somédtica. Em outras formas de
realizacdo, a sequéncia alvo €& ADN ndo metilado, enquanto a

sequéncia de referéncia é um ADN metilado.

O método inclui a sujeicdo da mistura reacional de
amplificacdo a uma primeira temperatura de desnaturacédo
(Fig. 1A), gque ¢é superior a temperatura de fusdo “T¢” de
uma sequéncia de referéncia. O perito na especialidade é
consciente dos varios métodos conhecidos para a
determinacdo da T¢f de um 4cido nucleico. A primeira
temperatura de desnaturacdo é geralmente selecionada, da
mesma forma que alguém selecionaria usualmente a
temperatura de desnaturacdo de uma reacdo RCP, e deve ser
suficientemente elevada de modo a permitir a desnaturacéo
das sequéncias alvo e de referéncia (por exemplo, 94 °C).
Numa forma de realizacdo, a primeira temperatura de
desnaturacdo ¢é de cerca de 1 °C a 30 °C superior a T: da
sequéncia de referéncia, mais preferencialmente, a Tr da

sequéncia de referéncia é cerca de 5 °C a 20 °C superior a

T: da sequéncia de referéncia.

De seguida, a temperatura da mistura reacional de
amplificacdo é reduzida permitindo que as sequéncias alvo e

as sequéncias de referéncia possam hibridizar (Fig. 1B).
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Esta etapa de emparelhamento resulta na formacdo de
duplexes hibridados de sequéncias alvo/alvo,
referéncia/referéncia e alvo/referéncia. A determinacdo da
temperatura de emparelhamento é conhecida pelos peritos na
especialidade. Os iniciadores de RCP utilizados no método,
sdo concebidos para terem uma T: que o0s impeca de se
ligarem a sequéncias alvo e de vreferéncia a esta
temperatura intermédia, de modo a que estes ndo interfiram
com a hibridizacdo cruzada das sequéncias mutante (alvo) e
ndo mutante (referéncia). Devido as mutacdes na sequéncia
alvo, a maioria das sequéncias alvo acaba numa estrutura de
disparidades face a sequéncia de referéncia, e
consequentemente tem uma temperatura de fusdo mais baixa,
quando heterodiplexada com a sequéncia de referéncia, do
que a temperatura de homoduplexes de referéncia/referéncia

totalmente emparelhados.

Os duplexes hibridados alvo/referéncia sédo entédo
preferencialmente desnaturados pelo aumento da temperatura
da mistura reacional para a Tc (Fig. 1C). A Tc ou
temperatura critica ¢é inferior a T¢ da sequéncia de
referéncia, e pode ser determinada pelos métodos aqui
descritos. Numa forma de realizacdo, a Tc & de cerca de 0,3
°C a 5 °C inferior face a T: da sequéncia de referéncia, e
mais preferencialmente de cerca de 0,5 °C a 1,5 °cC
inferior, face a T: da sequéncia de referéncia. Geralmente,
a Tc serd de cerca de 70-90 °C. Os duplexes hibridados
alvo/alvo também podem ser preferencialmente desnaturados,
caso a sequéncia alvo possua uma sequéncia nucleotidica que
resulte numa T: inferior em comparacdo com a segquéncia de
referéncia. A Tc é geralmente aplicada entre cerca de 1
segundo a 5 minutos, mais preferencialmente entre 2
segundos a 1 minuto e ainda mais preferencialmente entre 5

segundos a 30 segundos.
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Apds a desnaturacdo preferencial dos duplexes hibridados de
sequéncia alvo/referéncia e/ou alvo/alvo, a temperatura da
mistura reacional ¢é reduzida de modo a permitir que um ou
mais iniciadores possam emparelhar com a sequéncia alvo
(Fig. 1D). Os iniciadores emparelhados s&do entdo estendidos
por uma polimerase de &acidos nucleicos, enriquecendo assim
a sequéncia alvo em relacdo a sequéncia de referéncia da

amostra.

As etapas do método sdo geralmente repetidas em ciclos
miltiplos, de forma a obter uma amplificacdo suficiente das
sequéncias alvo e de referéncia. Numa forma de realizacéo,
as etapas do método sdo repetidas em 5-40 ciclos, e mais
preferencialmente em 10-30 ciclos. O numero étimo de ciclos
pode ser determinado por um perito comum na especialidade.
Preferencialmente, os métodos presentes sdo realizados num
dispositivo de RCP, mais preferencialmente sob condic¢des de
tempo real num dispositivo de RCP de detecdo em tempo real,
tal como o dispositivo de RCP em tempo real SMARTCYCLER
(Cepheid, Sunnyvale, CA) e o dispositivo de RCP em tempo
real Mx3005P (Stratagene, La Jolla, CA). Nesta forma de
realizacdo, a mistura reacional pode incluir um agente de
detecdo de &cidos nucleicos (por exemplo, um corante de
detecdo de &cidos nucleicos, tal como o corante verde-SYBR
ou o corante verde-LC ou uma sonda acoplada operativamente
a um marcador fluorescente), para a quantificacdo e/ou
monitorizacdo dos produtos de amplificacdo da reacdo. Uma
vez que o enriquecimento da sequéncia alvo esteja completo,
a amostra pode ser adicionalmente processada, por exemplo,
sujeitada a uma reacdo de sequenciacéo. Os alelos
enriquecidos podem ser adicionalmente processados por uma
variedade de procedimentos que incluem: MALDI-TOF, fusdo de
alta resolucédo, segquenciacdo didesoxi, sequenciacido de
molécula Unica, pirosequenciacdo, PFR, RCP digital e RCP

quantitativo.
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Ao realizar o método de enriquecimento em cada ciclo RCP, a
quantidade de sequéncias mutantes (sequéncia alvo) &
enriquecida gradualmente ao longo das sequéncias (sequéncia
de referéncia). Ambas as mutacdes homozigdticas e
heterozigéticas sdo enriquecidas através do método. E
frequente o enriquecimento em 10-60 vezes das sequéncias
que contém mutacdes, em relacdo a realizacdo de RCP
convencional para uma temperatura de desnaturacdo de 94 °C.
A uma dada temperatura critica de desnaturacdo (Tc), o
enriquecimento das mutacdes ocorre simultaneamente em todas
as posicdes da sequéncia, embora com uma eficiéncia
diferente que depende do contexto da sequéncia e do tamanho
total do produto de amplificacdo da RCP. Tanto a
temperatura de desnaturacédo critica Tc, como o)
enrigquecimento antecipado em qualquer posicéo, s&o
previsiveils através da utilizacdo de um software de fuséao
de ADN apropriado e podem ser verificados
experimentalmente. Assim, dependendo do local onde a
mutacdo ocorre, um enriquecimento ligeiramente diferente
pode ser antecipado, contudo em todos os casos é atingido
um enriquecimento substancial, e consequentemente o0s
limites de detecdo dos ensaios sdo melhorados, por exemplo,

nas reacdes de sequenciacéo.

A Figura 2 ilustra uma forma de realizacdo do método de
enriquecimento de uma sequéncia alvo, submetendo uma
mistura reacional de amplificacdo a multiplas etapas

alternadas de condic¢des de emparelhamento e de condicdes de

temperatura de desnaturacéo critica. Esta forma de
realizacédo retira vantagens tanto da desnaturacao
preferencial a temperatura critica, bem como da

hibridizacéo cruzada preferencial a temperatura de

hibridizacé&o.
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A mistura reacional de amplificacdo, com uma sequéncia alvo
e de referéncia, ¢ inicialmente submetida a uma primeira
temperatura de desnaturacdo que € superior a T¢ da

sequéncia de referéncia (Fig. 2A).

De seguida, a amostra percorre um ciclo repetitivo entre
duas etapas de incubacdo a temperatura diferentes. Na
primeira etapa de incubacdo, a temperatura ¢é reduzida de
modo a permitir a hibridizacdo da sequéncia alvo com a
sequéncia de referéncia (Fig. 2B). Na segunda etapa de
incubacédo, a temperatura é aumentada para a Tc (Fig. 2C).
Estas primeiras e segundas etapas sdo entdo repetidas uma
ou mais vezes, mais preferencialmente 3-20 vezes e ainda

mais preferencialmente 5-10 vezes.

A temperatura de hibridizacdo preferencial para uma dada
sequéncia é a temperatura em gue os alelos ndo mutantes
hibridizam de volta a si mesmo, verificando uma velocidade
mais réapida do que no caso de alelos que contém mutacdes.
Porque os alelos mutados estdo numa prevaléncia muito menor
do qgue os alelos ndo mutados, a hibridizacdo cruzada dos
alelos ndo mutantes com eles ©proéprios ocorre mais
rapidamente do que hibridizacdo cruzada dos alelos mutantes
com alelos mutantes, ou de alelos mutantes com alelos (os
tltimos formando uma disparidade). Como resultado, quando a
temperatura da RCP ¢é reduzida para uma temperatura de
hibridizacdo cruzada, os alelos mutantes ndo hibridizam
cruzadamente com a mesma extensdo que aquela verificada em
alelos ndo mutantes. Esta temperatura de hibridizacdo ou
temperatura intermédia (sendo a temperatura inferior a
primeira temperatura de desnaturacdo e Tc, mas superior a
temperatura de emparelhamento/extensdo do iniciador, por
exemplo, cerca de 60 °C a 80 °C) é superior a T¢ do par de
iniciadores, e portanto permite gque as sequéncias alvo e de

referéncia possam hibridizar, enquanto é evitada a ligacédo
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do par de iniciadores as sequéncias alvo e/ou de

referéncia.

De seguida, a temperatura da reacdo é aumentada para a Tc,
resultando em duplexes hibridados de sequéncia
alvo/referéncia e alvo/alvo preferencialmente desnaturados
(Fig. 2C). A Tc ou temperatura critica é inferior a T¢ da
sequéncia de referéncia, e pode ser determinada pelos
métodos agqui descritos. Numa forma de realizacdo, a Tc é de
cerca de 0,3 °C a 5 °C inferior face a T: da sequéncia de
referéncia, e mais preferencialmente de cerca de 0,5 °C a
1,5 °C inferior, face a Tr da sequéncia de referéncia.
Geralmente, a Tc serd de cerca de 70-90 °C. Os duplexes
hibridados alvo/alvo também podem ser preferencialmente
desnaturados, caso a sequéncia alvo possua uma sequéncia
nucleotidica que resulte numa T¢ inferior em comparacdo com
a sequéncia de referéncia. A Tc é geralmente aplicada entre
cerca de 1 segundo a 5 minutos, mais preferencialmente
entre 2 segundos a 1 minuto e ainda mais preferencialmente
entre 5 segundos a 30 segundos. Este processo & repetido
por diversas vezes, oscilando entre a temperatura de
emparelhamento (Fig. 2B) e a temperatura critica (Fig. 2C),
o qual gera seletivamente a cada vez, mals sequéncias
mutantes na forma de cadeia simples comparativamente com as

sequéncias na forma de cadeia simples.

Uma vez gque a etapa do ciclo de incubacdo esteja completa,
a temperatura da mistura reacional é diminuida de modo a
permitir que, um ou mais iniciadores possam emparelhar com
a sequéncia alvo (Fig. 2D). Estes iniciadores sdo entédo
estendidos por uma polimerase, enriquecendo assim a
sequéncia alvo. As etapas do método sdo geralmente
repetidas em c¢iclos multiplos, de forma a obter uma
amplificacéo suficiente das sequéncias alvo e de

referéncia. Numa forma de realizacdo, as etapas do método
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sdo repetidas em 5-40 ciclos, e mais preferencialmente em
10-30 ciclos. O numero 6timo de ciclos pode ser determinado
por um perito comum na especialidade. Preferencialmente, os
métodos presentes sdo realizados num dispositivo de RCP,
mais preferencialmente sob condicdes reacionais de tempo

real num dispositivo de RCP de detecdo em tempo real.

Uma vez gque o enriquecimento da sequéncia alvo esteja
completo, a amostra pode ser adicionalmente processada.
Formas de processamento adicionais incluem: MALDI-TOF,
fuséo de alta resolucéo, sequenciacéao didesoxi,
sequenciacdo de molécula Unica, pirosequenciacédo, PFR, RCP

digital e RCP quantitativo.

A RCP digital pode ser utilizada na detecdo de mutacdes de
com niveis de detecdo ultrabaixos em combinacdo com um
procedimento de enriquecimento. Na RCP digital, a amostra
de ADN é diluida até a obtencdo de moléculas individuais,
de modo gue em cada reacdo RCP o material de partida seja
ndo mutante ou mutante. Apds um grande numero de reacdes
RCP partindo do mesmo material de partida, as moléculas
mutantes sdo 1isoladas e detetadas. A empresa Fluidigm
(South San Francisco, CA) vende uma variedade de sistemas
baseados em RCP digitais, que podem ser utilizados com a
presente invencdo. Deste modo, o enriquecimento em tempo
real pode ser realizado a partir de moléculas individuais
em milhares de reacdes de enriquecimento paralelas e
simultdneas, permitindo a identificacdo da reacdo RCP que
originou o ADN mutante. Tal sistema ¢é particularmente ttil
para a detecdo de mutacdes com niveis de expresséio
ultrabaixos em genomas cancerigenos. A combinacdo de RCP
digital com o processo de enriquecimento, pode beneficiar
de igual forma aplicacdes de sequenciacdo de moléculas

individuais.
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Reacdo de amplificacdo de acido nucleico

Numa forma de realizacdo, uma amostra de A&cidos nucleicos
utilizada no método da presente invencdo, compreende ADN
gendmico que possuili uma sequéncia alvo e uma sequéncia de
referéncia. Numa outra forma de realizacdo, a amostra de
dcidos nucleicos do método da invencdo compreende uma
sequéncia alvo e de referéncia, que foram previamente
amplificadas numa reacéao de amplificacéo de acidos
nucleicos. O perito na especialidade ir&d apreciar que
existem varios métodos disponiveis para amplificar um acido
nucleico. Talvez o método mais popular seja a reacdo em
cadeia da polimerase (RCP; por exemplo, ver, Patentes
E.U.A. N°s 4,683,195 e 4,683,202, bem como Saiki et al.,
Science 230:1350-1354 (1985) e Gyllensten et al., PNAS
(USA) 85:7652-7656 (1985)). Uma variacdo preferencial do
método da RCP & a RCP assimétrica (por exemplo, ver Mao et
al., Biotechniques 27(4):674-678 (1999); Lehbein et al.,
Electrophoresis 19(8-9):1381-1384 (1998); Lazaro et al.,
Molec. Cell. Probes 6(5):357-359 (1992); e Patente E.U.A.
N° 6,197,499). Outros métodos de amplificacdo incluem, mas
ndo estdo limitados a, amplificacdo por deslocamento de
cadeila (ADC) (ver, Walker et al., Nuc. Acids Res.
20(7):1691-1696 (1992), bem com as Patentes E.U.A. N°s.
5,744,311, 5,648,211 e 5,631,147), amplificacdo por circulo
rolante (ACR) (ver Patente PCT WO 97/19193), amplificacédo
com base em sequéncia de &cidos nucleicos (ABSAN) (ver
Compton, Nature 350:91-92 (1991); bem como as Patentes
E.U.A. N°s. 5,409,818 e 5,554,527), amplificacdo mediada
por transcricdo (AMT) (ver Kwoh et al., PNAS (USA) 86:1173-
1177 (1989), bem com a Patente E.U.A N° 5,399,491),
replicacdo de sequenciacdo autossustentada (3SR) (ver

Guatelli et al., PNAS (USA) 87:1874-1879 (1990)) e reacdo
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em cadeia de ligase (RCL) (ver Patentes E.U.A. N°s.
5,427,930 e 5,792,0607).

O presente método utiliza uma RCP modificada. A RCP é
efetuada tal como descrito em Mullis e Faloona, 1987,
Methods Enzymol., 155: 335. A técnica de reacdo em cadeia
da polimerase (RCP), ¢é divulgada nas Patentes E.U.A. N°s.
4,683,202, 4,683,195 e 4,800,159. Na sua forma mais
simples, a RCP ¢é um método in vitro para a sintese
enzimdtica de sequéncias especificas de ADN, utilizando
dois iniciadores oligonucleicos que hibridizam com cadeias
opostas e flanqueiam a regido de interesse no ADN alvo. Uma
série repetitiva de etapas reacionais gque envolvem a
desnaturacdo do template, o emparelhamento dos iniciadores
e a extensdo dos iniciadores emparelhados pela polimerase
do ADN, resulta na acumulacdo exponencial de um fragmento
especifico, cujos terminais s&o definidos pelas
extremidades 5’ dos iniciadores. A RCP é reportada como
sendo capaz de produzir um enriquecimento seletivo
referente a uma sequéncia especifica de ADN, segundo um
fator de 10°. O método da RCP também estd descrito em Saiki

et al., 1985, Science 230:1350.

A RCP ¢é realizada utilizando ADN template (sequéncias alvo
e de referéncia) (pelo menos 1 fg; mais utilmente 1-1000
ng) e pelo menos 25 pmol de iniciadores oligonucleicos. Uma
mistura reacional tipica inclui: 2 uL de ADN, 25 pmol de
iniciador oligonucleico, 2,5 pL de um tampdo adequado, 0,4
pL de 1,25 pM de dente, 2,5 unidades de Tag ADN polimerase
(Stratagene) e &gua desionizada, perfazendo um volume total
de 25 upL. A RCP é realizada utilizando um termociclador

programavel.
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O comprimento e temperatura de cada etapa de um ciclo de
RCP, bem como o numero de ciclos, sdo ajustados de acordo
com oS requisitos de rigor para o efeito. A temperatura de
emparelhamento e temporizacdo sdo determinadas tanto pela
eficdcia com a qual um iniciador é esperado hibridizar com
um template, bem como pelo grau de disparidade que deve ser
tolerado. A capacidade para otimizar o rigor das condicgdes
de hibridizacdo do iniciador, estd dentro dos conhecimentos
de uma pessoa com capacidades moderadas na técnica. E usada
uma temperatura de emparelhamento entre 30 °C a 72 °C. A
desnaturacdo inicial das moléculas do template ocorre
normalmente entre 92 °C a 99 °C durante 4 minutos, seguida
de 20-40 ciclos que consistem na desnaturacdo (94-99 °C
durante 15 segundos a 1 minuto), emparelhamento
(temperatura determinada como discutido acima; 1-2 minutos)
e extensdo (72 °C durante 1 minuto). A etapa final da
extensdo é geralmente realizada durante 4 minutos a 72 °C,
e pode ser seguida por uma etapa indefinida (0-24 horas) a
4 °C.

A RCP utiliza uma polimerase de 4&cidos nucleicos ou uma
enzima, que catalisa a polimerizacdo dos nucleosideos
trifosfato. Usualmente, a enzima ird iniciar a sintese na
extremidade 3’ do iniciador emparelhado com a sequéncia
alvo, e 1ira prosseguir na direcdo 5’ ao longo do template.
ADN polimerases conhecidas incluem, por exemplo, E. coli
ADN polimerase I, ADN polimerase T7, Thermus thermophilus
(Tth) ADN polimerase, Bacillus stearothermophilus ADN
polimerase, Thermococcus litoralis ADN polimerase, Thermus
aquaticus (Taq) ADN polimerase e Pyrococcus furiosus (Pfu)
ADN polimerase. O termo “polimerase de &cidos nucleicos”
também abrange as polimerases de ARN. Se o template de
4dcido nucleico é ARN, entdo consegquentemente “polimerase de

adcidos nucleicos” refere-se a uma atividade de
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polimerizacdo dependente de ARN, tal como uma transcriptase

reversa.

Nos métodos da invencéo, o protocolo da RCP inclui
adicionalmente uma etapa de desnaturacdo critica. Estes
protocolos sdo descritos agqui na sSua totalidade e sé&o

ilustrados nas Figuras 1 e 2.

Preferencialmente, os métodos presentes sdo realizados num
dispositivo de RCP, mais preferencialmente sob condic¢des
reacionais de tempo real num dispositivo de RCP de detecéo
em tempo real. As condig¢gdes reacionais de tempo real
utilizam adicionalmente um agente de detecdo de &cidos
nucleicos (por exemplo, um corante ou uma sonda) para

medir/detetar o produto da RCP do modo como ¢ produzido.

Numa forma de realizacdo, os métodos de enriquecimento sé&o
praticados num formato multi-plex. A RCP multi-plex &
quando mais do que um par de iniciadores ¢ usado numa
reacdo RCP, de modo a detetar mais do gue uma segquéncia
alvo. O objetivo da RCP multi-plex é amplificar mais do que
uma sequéncia alvo em simulténeo, e consequentemente poupar
tempo e minimizar despesas. A RCP multi-plex permite a
amplificacdo de multiplas sequéncias alvo num ensaio
apenas. Usualmente, a utilizacdo da RCP multi-plex em
conjuncdo com a presente invencdo, com a finalidade de
enriquecer em simultdneo os alelos em menores quantidades
para todas as sequéncias amplificadas, implica gue os
iniciadores sejam concebidos de modo a gue os produtos de
amplificacdo resultantes da RCP partilhem a mesma Tc

(temperatura de desnaturacdo critica).
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A determinacdo da Tf e Tc

A T¢ pode ser definida como a temperatura a qual metade dos
pares de bases de Watson-Crick, numa molécula duplex de
dcidos nucleicos de cadeia dupla, € gquebrada ou dissociada
(isto é, sdo “fundida”), enquanto a outra metade dos pares
de bases de Watson-Crick permanece intacta numa conformacédo
de cadeia dupla. A “temperatura critica”, “temperatura
critica de desnaturacado” ou “Tc” referem-se a uma
temperatura inferior a T¢ da sequéncia de referéncia. A Tc
é aplicada para desnaturar preferencialmente duplexes de
cadeia dupla de segquéncia alvo ou diplexes de cadeia dupla
de seguéncia alvo/referéncia, numa amostra de A&cidos
nucleicos, de modo a permitir o enriquecimento seletivo da

sequéncia alvo durante uma reacdo de amplificacéo.

A Tf de um dado par de cadeias de &cidos nucleicos, &
indicativa da estabilidade das cadeias face a ligacdo das
cadeias, e depende da complementaridade das cadeias, do
comprimento da sequéncia, do teor de GC, da presenca ou
auséncia de disparidades dentro da regido de cadeia dupla e
de outros factores de menor importédncia, por exemplo, a
concentracdo de sal da amostra (Lewin, Genes V, Capitulo 5,
Oxford University Press & Cell Press: New York, (1994)
paginas 109-126; SantalLucia, 1998).

A temperatura do ponto de fusdo é geralmente determinada
experimentalmente pela submissdo da amostra a um aumento de
temperatura constitutivo, e pela medicdo continua da
dissociacdo do duplex de hibridizacdo em cadeias simples. A
dissociacdo pode ser detetada por uma variedade de
diferentes métodos, por exemplo, por uma mudanca na
absorvédncia de UV, por fluorescéncia de corantes ligados a
ADN de cadeia dupla, por ressonidncia plasmbdénica superficial

ou preferencialmente por fluorescéncia. Neste ultimo caso,
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a sonda de hibridizacdo ¢ normalmente marcada com uma
entidade fluorescente, e a geracdo de um sinal de
fluorescéncia depende de alguma forma da formacdo do duplex

de hibridizacéo.

A T¢ pode ser determinada experimentalmente ou calculada
com base em métodos bem definidos e conhecidos dos peritos
comuns da especialidade. Os métodos de observacdo e anédlise
das transicdes de desnaturacdo de &acidos nucleicos incluem:
a medicdo da variacdo entédlpica de uma amostra por
calorimetria diferencial de rastreio (CDV) dada que esta
desnatura (Kulinski et al., Nucleic Acids Res. 19(9):2449-
2455 (1991); Paner et al., Biopolymers 29:1715-1734 (1990);
Volker et al., Biopolymers 50:303-318 (1999)), a medicdo da
fluorescéncia de pares de fluordforos covalentemente
ligados (Vamosi e Clegg, Biochemistry 37:14300-14316
(1998)), e a monitorizacdo da mudanca de hipercromicidade
de é&acidos nucleicos (Haugland, "In Vitro Applications for
Nucleic Acid Stains and Probes", em Handbook of Fluorescent
Probes and Research Chemicals, ©2% Ed., Molecular Probes

Inc, Eugene OR (1996) péaginas 161-174).

Os valores da Tf de &cidos nucleicos de cadeia dupla,
também  podem ser observados pela monitorizacéo da
fluorescéncia de corantes especificos para ADN de cadeia
dupla em combinac¢do com &acidos nucleicos (Wittwer et al.,
19906) . Corantes especificos para cadeias duplas sé&o
fluordforos de ligacdo a &cidos nucleicos. Tipicamente, a
fluorescéncia dos corantes em questdo aumenta gquando estes
estdo ligados a duplexes de 4cidos nucleicos (Wittwer et
al., BioTechniques 22:176-181 (1997)). Ririe et al. (1997)
demonstraram que os produtos de pbs-RCP  podem ser
diferenciados pelas suas anaédlises de curva de fuséo,

através da utilizacdo do corante de ligacdo a éacidos
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nucleicos de cadeia dupla verde-SYBR® I. O verde-SYBR® I
liga-se preferencialmente a &cidos nucleicos de cadeia
dupla (Haugland, 1996). Outros corantes adequados para a
determinacdo da Tf de um &cido nucleico de cadeia dupla
incluem ouro-SYBR®, brometo de etidio, acridina laranja,
brometo de propidio, PicoGreen®, Hoechst 33258, Hoechst
33342, Hoechst 34580, YO-PRO®-1 e YOY0®-1. Cada um destes
corantes estd comercialmente disponivel. Por exemplo, o0
Capitulo 8 do catdlogo Molecular Probes (Eugene, Oreg.)
Handbook of Fluorescent Probes and Research Products, 8°
Edicdo (no CD-ROM, maio de 2001), enumera uma série de

corantes que podem ser utilizados na presente invencédo.

Como um perito na técnica 1ird aperceber-se, a fusdo de
qualquer estrutura de &cidos nucleicos de cadeia dupla,
ocorre geralmente numa percentagem substancial de uma
populacdo de &cidos nucleicos semelhantes, ao longo de um
intervalo limitado de temperatura, e terd tipicamente um
pico de fusdo (transicdo mais réapida) préximo da Tr para
esse 4acido nucleico. Portanto, tais picos na mudanca da
emissdao de fluorescéncia, podem ser utilizados ©para

calcular a Tf para &cidos nucleicos de cadeia dupla.

Um perfil de temperatura de fusdo pode ser representado
graficamente, ao representar -dF/dT contra T, onde dF é a
alteracdo na emissdo de fluorescéncia medida, dT ¢é a
alteracdo na temperatura do &cido nucleico e T €& a
temperatura do 4&cido nucleico. Tal representacdo gréafica
apresentard picos para temperaturas as gquals ocorrem as
mudancas de fluorescéncia mais rapidas, indicando assim as

temperaturas de fusédo.

Outros métodos para a determinacdo da Tf de um &cido

nucleico de cadeia dupla sdo conhecidos na especialidade,
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incluindo aqueles descritos nas Patentes E.U.A. N°s.

7,226,736 e 6,030,115.

A T¢ pode ser prevista a partir de equacdes empiricas. A T:
é conhecida por depender do comprimento da sequéncia de um
dcido nucleico que forma pares de bases complementares (n),
do teor de G e C na sequéncia, das concentracdes de sal (1)
e do agente de desnaturacdo (% FA) na solucdo da amostra, e
usualmente segue a equacao empirica Tf=81.5+
16.6log(n)+0.41(% GC)-500/n-0.61 (% FA). A T: pode ser
estimada por uma série de métodos, por exemplo, através da
interpolacdo pelo vizinho mais préximo como em Wetmur 1991
(Wetmur, J. G. 1991. DNA probes: applications of the
principles of nucleic acid hybridization. Crit Rev Biochem
Mol Biol 26: 227-259) e por softwares comerciais, incluindo
0Oligo™ Primer Design e outros softwares disponiveis na

Internet.

A “temperatura critica” ou “Tc” refere-se a uma temperatura
abaixo da temperatura de fusdo “Tf” da sequéncia de
referéncia. A Tc é aplicada para desnaturar
preferencialmente duplexes de cadeia dupla de sequéncia
alvo ou duplexes de cadeia dupla de sequéncia
alvo/referéncia, de modo a permitir o enriquecimento
seletivo da sequéncia alvo durante uma reacéo de
amplificacdo. A temperatura critica retira vantagens de uma
T: inferior referente a uma sequéncia alvo de cadeia dupla,
ou referente a um duplex de ADN de cadeia dupla hibridizado
cruzadamente com uma sequéncia de referéncia. Quando a
sequéncia alvo e a sequéncia de referéncia hibridizam
cruzadamente, peguenas diferencas na sequéncia de um ou
mais nucleotideos referentes a disparidades ao longo de uma
sequéncia de ADN de cadeia dupla de curta dimensdo (por
exemplo, < 200 pb), irdo gerar uma peguena alteracdo, mas

previsivel, da temperatura de fusédo (Te) para essa



53

sequéncia (Lipsky, R.H., et al. (2001) Clin Chem, 47, 635-
644; Liew, M., et al. (2004) Clin Chem, 50, 1156-1164).
Dependendo do contexto exato da sequenciacdo e da posicéo
de disparidade, variacdes da temperatura de fusdo entre
0,5-1,5 °C s&o comuns para sequéncia até 200 pb. Assim, o
emparelhamento da sequéncia alvo/referéncia, ira ter
essencialmente uma T: inferior do que aquela do alelo
conhecido (por exemplo, sequéncia de referéncia) devido as
disparidades. Pelo menos em parte, a presente invencédo
explora as pequenas diferencas na T¢ entre sequéncias
totalmente coincidentes e com disparidades. Dado dque a
desnaturacdo critica é realizada em cada ciclo da RCP, o
enriquecimento diferencial dos alelos qgque contém mutacdes
cresce exponencialmente e resulta em grandes diferencas na
eficiéncia global da amplificacdo entre alelos mutantes e
ndo mutantes. A Tc é cerca de 0,1-20 °C inferior & Tr da
sequéncia de referéncia. Mais preferencialmente, a Tc ¢
cerca de 0,1-15 °c, 0,1-10 °c, 0,1-9 °c, 0,1-8 °c, 0,1-7
°c, 1-6 °c, 0,2 -5 °c, 0,3-4,5 °c, 0,4-4 °c, 5-3,5 °c, 0,5-
3 °, 0,5-3 °c, 0,5-2,5 °c, 0,5-2 °c, 0,5-1,5 °c, 0,5-1 °C

inferior a T¢ da sequéncia de referéncia.

Em algumas formas de realizacdo, a Tc pode ser inferior a
T de ambas as sequéncias de referéncia e alvo. Por
exemplo, num dado caso a Tr de uma sequéncia ndo mutante
era 84 °C e a T da sequéncia mutante era 83,8 °C. Quando
uma versdo rapida de um processo de enriquecimento foi

realizada, a Tc ideal foi 83,5 °C.

Em algumas formas de realizacdo preferenciais, a Tc &
escolhida de tal modo que seja inferior a T: das sequéncias
de referéncia e de todas as sequéncias alvo possiveis. Por
exemplo, num dado caso a T: de uma sequéncia ndo mutante
era 84 °C e as T: das sequéncias mutantes em diferentes

posicdes (mutacdes de ponto tunico) eram 83,8 °C, 83,7 °C,
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83,9 °C, 83,6 °C e 83,75 °C. Quando uma versdo rapida de um
processo de enriquecimento foi realizada, a Tc ideal foi
83,5 °cC.

A temperatura de desnaturacgdo critica (Tc), é a temperatura
cujos valores inferiores de temperatura causam a queda
abrupta da eficiéncia da RCP para uma dada sequéncia de
4dcidos nucleicos. Por exemplo, uma sequéncia 167 pb p53 é
amplificada corretamente se a temperatura de desnaturacédo
da RCP ¢é definida a 87 °C, é amplificada razoavelmente a
86,5 °C e ndo produz nenhum produto detetdvel se a
temperatura de desnaturacdo da RCP ¢ definida a 86 °C ou

menos.

De modo semelhante a T¢, a Tc para uma dada sequéncia pode
ser determinada experimentalmente ou por calculos. Para
identificar a Tc experimentalmente para um dado produto de
RCP, ¢é realizada uma curva de fusdo em tempo real na
presenca de um corante de intercalacdo (LC-VERDE ou verde-
SYBR), de forma a obter a temperatura de fusdo Tr média da
sequéncia (ver acima em relacdo a determinacdo de Tg¢).
Temperaturas de cerca de 0,5-1,5 °C inferiores face a Ts,
sdo geralmente temperaturas de desnaturacdo criticas Tc

adequadas, resultando no enriquecimento de sequéncias alvo.

Pode-se também estimar a Tc pela determinacdo de AT¢ para
uma sequéncia de ADN, devido a existéncia de disparidades
de pares de bases, como agqueles que estariam presentes em
duplexes de hibridizacdo cruzada alvo/referéncia. Esta
diferenca é de cerca de 0,1 °C a cerca de 12,5 °C em
comparacdo com uma sequéncia perfeitamente coincidente
referéncia-referéncia. Assim, numa forma de realizacdo, a
Tc pode ser representada pela equacdo Tc = T¢-AT:, em que T:
é a temperatura de fusdo do duplex de sequéncia

referéncia/referéncia e AT ¢é a alteracdo na Tr da
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sequéncia de referéncia, que resulta de uma ou mais
disparidades dos pares de Dbases formadas durante a
hibridizacdo cruzada das sequéncias alvo/referéncia. O ATt
foi encontrado como sendo dependente do comprimento do
diplex de sequéncia alvo/referéncia, do teor percentual de
guanina-citosina (% GC) e da localizacdo da mutacdo pontual
ou disparidade dos pares de bases no duaplex. Por exemplo,
se a disparidade encontra-se em qualquer uma das
extremidades do duplex, o AT sera geralmente mais baixo,
tipicamente na gama de cerca de 0,1 °C a cerca de 8 °C. Se
a disparidade encontra-se na direcdo do centro do duplex, o
AT¢ serd relativamente maior, tipicamente na gama de cerca
de 0,2 °C a cerca de 11 °C. 0O AT: é geralmente equivalente
a cerca de 0,5 °C a cerca de 1,5 °C por percentagem de
disparidade de base no duplex hibridado cruzadamente
alvo/referéncia. Deverd ser considerado que o ATy 1iré
variar em funcdo, ndo sb6 do comprimento do duplex e da
localizacdo da mutacédo, mas também ird variar dependendo da
ordem especifica da sequéncia. Consequentemente, todas

estas variacdes estdo dentro do admbito da divulgacéo.

Sequéncias de Acidos Nucleicos Uteis na Invencao

A invencdo proporciona métodos para o enriquecimento de uma
sequéncia alvo numa amostra de A&acidos nucleicos e também
utiliza iniciadores para a amplificacdo de uma sequéncia de

dcido nucleico template.

Tal como aqui wutilizados, os termos “acido nucleico”,
“polinucleico” e “oligonucleico” referem-se a iniciadores,
sondas e fragmentos de oligbmeros a serem detetados, e
devem ser genéricos para polidesoxirribonucleicos (contendo
2-desoxi-D-ribose), para os polirribonucleicos (contendo D-
ribose) e para qualquer outro tipo de polinucleico que seja

um N-glicbésido de uma base de purina ou pirimidina, ou
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bases modificadas de purina ou pirimidina (incluindo locais
abasicos). Ndo se pretende nenhuma distincdo de acordo com
o comprimento entre o termo “acido nucleico”,
"polinucleico” e “oligonucleico”, e estes termos serdo
utilizados alternadamente de forma indiferenciada. Estes
termos referem-se apenas a estrutura priméria da molécula.
Assim, estes termos incluem ADN de cadeia dupla e simples,

bem como ARN de cadeia dupla e simples.

Ndo é necessario que o oligonucleico derive fisicamente de
qualguer sequéncia existente ou natural, mas pode ser
gerado a partir de qualquer método que inclua sintese
quimica, vreplicacdo de ADN, transcrig¢do reversa ou uma
combinacdo das mesmas. Os termos “oligonucleicos” ou “acido
nucleico” pretendem a referéncia a um polinucleico de ADN
ou ARN genémico ou ADNc, de origem semissintética ou
sintética, gque por virtude da sua origem sintética ou
manipulacdo: (1) ndo estd associado a totalidade ou a uma
porcdo do polinucleico com o qual estd associado na
natureza; e/ou (2) estd ligado a um polinucleico diferente

daquele a que estéd ligado na natureza.

Numa forma de realizacdo, os &acidos nucleicos utilizados no

método contém nucledtidos modificados de modo a aumentar as

diferencas da temperatura de desnaturacéao entre
homoduplexes de sequéncia referéncia/referéncia e
heterodiplexes de sequéncia alvo/referéncia. Tais

modificacdes iriam aumentar o enriquecimento da sequéncia
alvo. Os nucleotideos modificados ou ndo naturais podem ser
incorporados antes ou durante o) procedimento de
enriquecimento. Os nucleotideos modificados contemplados
para utilizacdo nos métodos da invencdo incluem: anédlogos
diamino-purina (por exemplo, 2'-O-metil-2,6-diaminopurina),
uracilo, andlogos peptidicos de &cidos nucleicos, anadlogos

dos anteriores modificados com Dbiotina, andlogos dos
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anteriores modificados com fluordforo, inosina, 7-
desazaguanina, acidos nucleicos 2’-desoxi-2’-fluoro-R-D-
arabinonucleico (2" F-ANA) , dcidos nucleicos Dblogqueados
(LNAs), ENAs: &cidos nucleicos com ligacdes de 2'-0,4’-C-
etileno e outros. Os nucleotideos modificados podem ser
incorporados em qualquer um dos Aacidos nucleicos da
invencdo, incluindo o template, iniciador e sonda de &cidos

nucleicos.

Estas modificacgbes podem aumentar a diferenca das Tr entre
bases coincidentes e dispares, aumentando deste modo o
enriquecimento obtido com o0os presentes métodos. Por
exemplo, os &cidos nucleicos bloqueados, que representam
uma classe de andlogos de nucledtidos conformacionalmente
restringidos, classe esta descrita, por exemplo, no
documento WO 99/1 4226, aumentam a temperatura de fusdo de
um acido nucleico. Os oligonucleicos gque contém os
nucledétidos blogqueados estdo descritos em Koshkin, A.A., et
al., Tetrahedron (1998), 54: 3607-3630 e em Obika, S. et
al., Tetrahedron Lett. (1998), 39: 5401-5404, ambos
incorporados nas referéncias. A introducdo de um nucledtido
blogqueado num oligonucleico aumenta a afinidade ©para
sequéncias complementares, e aumenta a temperatura de fuséo
em varios graus (Braasch, D.A. e D.R. Corey, Chem. Biol.
(2001), 8:1-7). A invencdo pode ser realizada com um
qualquer dos LNAs conhecidos na especialidade, por exemplo,
aqueles divulgados no documento WO 99/14226 e em Latorra D,

et al., 2003. Hum. Mutat. 22: 79-85.

Ndo € necessdrio que a complementaridade seja perfeita;
diplexes estédveis podem conter pares de bases dispares ou
bases ndo coincidentes. O0Os peritos na especialidade da
tecnologia de dcidos nucleicos podem determinar

empiricamente a estabilidade do duplex, através da



58

consideracdo de um certo numero de varidveis que incluem,
por exemplo, o comprimento do oligonucleico, a composicédo
das bases e a sequéncia do oligonucleico, a forca idnica e
a incidéncia de pares de bases dispares. A estabilidade de
um diplex de &cidos nucleicos é medida pela temperatura de

fusdo ou “T¢”.

A  dinvencdo utiliza iniciadores oligonucleicos para a

amplificacdo de uma sequéncia de 4cido nucleico template.

O termo “iniciador” pode referir-se a mais do gque um
iniciador e refere-se a um oligonucleico, quer ocorra
naturalmente, tal como um produto purificado de uma
digestdo de restricdo, quer seja produzido sinteticamente,
sendo capaz de atuar como um ponto de iniciacdo para a
sintese ao longo de uma cadeia complementar, guando
colocado sob condigdes nas quais a sintese de um produto de
extensdo do iniciador, que ¢é complementar a uma cadeia de
4dcido nucleico, ¢é catalisada. Tais condigdes incluem a
presenca de quatro desoxirribonucleotideos trifosfatados
diferentes e um agente indutor de polimerizacdo, tal como a
ADN polimerase ou a transcriptase reversa num tampdo
apropriado (“tampao” inclui substituintes que sédo
cofatores, ou que afetam o pH, forca idnica, etc.), e uma
temperatura adequada. O iniciador ¢é preferencialmente de

cadeia simples para uma eficiéncia méxima da amplificacéo.

De acordo com a invencdo, os iniciadores oligonucleicos
Uteis sdo0 as moléculas de ADN ou ARN de cadeia simples que
sdo capazes de hibridizar com uma sequéncia de acido
nucleico template, e ©passiveis de sintese enzimética
despoletada por iniciadores para a formacdo de uma cadeia
de 4cidos nucleicos. O iniciador ¢é complementar a uma
porcdo de uma molécula alvo gque estd presente numa conjunto

de moléculas de 4&cidos nucleicos. E observado que os
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iniciadores oligonucleicos s&do preparados por métodos
sintéticos, quer quimicos ou enzimdticos. Alternativamente,
tal molécula ou um fragmento resultante ¢é de ocorréncia
natural, sendo isolada a partir da sua fonte natural ou

adguirida através de um fornecedor comercial.

Os iniciadores oligonucleicos tém um comprimento de 5 a 100
nucleotideos, idealmente de 17-40 nucleotideos, embora
iniciadores de diferentes comprimentos também sejam usados.
Os iniciadores para a amplificacdo tém preferencialmente
cerca de 17-25 nucledtidos. Os iniciadores uteis de acordo
com a invencdo, podem também ser concebidos para ter uma
temperatura de fusdo especifica (Tf) segundo o método de
estimativa da temperatura de fuséo. Os softwares
comerciais, incluindo Oligo™ Primer Design e softwares
disponiveis na Internet, incluindo Primer3 e 0Oligo
Calculator, podem ser utilizados para calcular uma T: de
uma sequéncia de &cidos nucleicos uUtil de acordo com a
invencdo. Preferencialmente, a Tf de um iniciador de
amplificacdo que é Util de acordo com a invencdo, tal como
calculada por exemplo pelo Oligo Calculator, esté
preferencialmente entre cerca de 45 a 65 °C, e mais

preferencialmente entre cerca de 50 a 60 °C.

Normalmente, a hibridizacdo seletiva ocorre quando duas
sequéncias de dcidos nucleicos séo substancialmente
complementares (pelo menos cerca de 65 % de
complementaridade ao longo de um segmento com pelo menos 14
a 25 nucledtidos, preferencialmente pelo menos cerca de 75
%, mals preferivelmente pelo menos cerca de 90 % de
complementaridade). Ver Kanehisa, M., 1984, Nucleic Acids

Res. 12: 203.

Como um resultado, é esperado que seja tolerado um certo

grau de disparidade no local de iniciacdo. Tal disparidade
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poder ser peguena, como por exemplo um mono-, di- ou tri-
nucledtido. Alternativamente, uma regido de disparidade
pode conter lacos, que sdo definidos como regides em que
existe uma disparidade numa série ininterrupta de quatro ou

mais nucledtidos.

E divulgado que os procedimentos de enriquecimento podem
ser utilizados em combinacdo com iniciadores 4cido nucleico
peptidicos (ANP), de modo a aumentar a sensibilidade de
enriquecimento da mutacdo. Os ANP s&do utilizados para
suprimir apenas a amplificacdo das sequéncias ndo mutantes
(de referéncia). 0Os iniciadores podem ser sintetizados de
modo a distinguir entre uma sequéncia alvo (mutante) e uma
sequéncia de referéncia. Os iniciadores com base em ANP
reconhecem e ligam sequéncias n&do mutantes complementares
com uma maior estabilidade térmica e especificidade, em
comparagcdo com  OS iniciadores que ligam sequéncias
mutantes. Isto ndo séé aumenta as diferencas das T¢, entre
0s &cidos nucleicos de referéncia com iniciacdo através de
ANP e os &cidos nucleicos alvo com iniciacdo normal, mas
também evita que os iniciadores baseados em ANP possam ser
estendidos por uma ADN polimerase, o gque resulta num
enriquecimento ainda maior da sequéncia alvo. Tals ensaios
sdo conhecidos na especialidade e descritos em Orum et al.

Nucleic Acids Research, 21(23): 5332-5336 (1993).

Os 1iniciadores oligonucleicos podem ser concebidos com
estas consideracdes em mente, e sintetizado de acordo com

0s seguintes métodos.
Estratégia de Concecdo de Iniciadores Oligonucleicos
A concecdo de um iniciador oligonucleico especifico para a

finalidade de sequenciacdo ou RCP, envolve a selecdo de uma

sequéncia que ¢é capaz de reconhecer a sequéncia alvo, mas
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que tem uma estrutura secunddria minimamente previsivel. A
sequéncia oligonucleica pode, ou ndo, ligar-se apenas a um
unico local no &cido nucleico alvo. Além disso, a T¢ do
oligonucleico é otimizada pela andlise do seu comprimento e
teor em GC do oligonucleico. Ainda, ao conceber um
iniciador de RCP Util para a amplificacdo de ADN gendmico,
a sequéncia de iniciador selecionada n&do demonstra
similaridade significativa face as sequéncias presentes na
base de dados GenBank (ou outras bases de dados

disponiveis).

A concecdo de um iniciador que é util de acordo com a
invencdo, ¢é facilitada através da utilizacdo de softwares
prontamente disponiveis, desenvolvidos para facilitar a
avaliacdo dos varios parametros descritos anteriormente e
para otimizar as sequéncias dos iniciadores. Exemplos de
tais softwares sdo “PrimerSelect” do pacote de software
DNAStar™ (DNAStar, Inc.; Madison, WI), OLIGO 4.0 (National
Biosciences, Inc.), PRIMER, Oligonucleotide  Selection
Program, PGEN e Amplify (descrito em Ausubel et al., 1995,
Short Protocols in Molecular Biology, 3% Edicdo, John Wiley

& Sons).

Os iniciadores s&do concebidos de modo a ter uma T: inferior
a temperatura aplicada durante a etapa de hibridizacéo
cruzada da sequéncia alvo/referéncia. Assim, os iniciadores
ndo emparelham com as sequéncias alvo ou de referéncia
durante esta etapa de hibridizacdo (ver Fig. 1). Numa forma
de realizacdo, a Tf dos iniciadores ¢é entre 5-10 °C
inferior face a temperatura de emparelhamento da

hibridizacdo cruzada.
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Sintese

Os prdéprios iniciadores s&do sintetizados através da
utilizacéo de técnicas que sdo bem conhecidas na
especialidade. Os métodos para a preparacéo de
oligonucleicos de sequéncia especifica, sdo conhecidos na
especialidade, e incluem, por exemplo, sintese quimica
direta, <clonagem e anédlise da digestdo restritiva de
sequéncias adequadas. Uma vez concebidos, os oligonucleicos
sdo preparados por um método adequado de sintese qgquimica,
que inclui, por exemplo, o método do fosfotriéster descrito
em Narang et al., 1979, Methods in Enzymology, 68:90, o
método do fosfodiéster divulgado em Brown et al., 1979,
Methods in Enzymology, 68:109, o) método do
dietilfosforamidato divulgado em Beaucage et al., 1981,
Tetrahedron Letters, 22:1859, e o método de suporte sdélido
divulgado na Patente E.U.A N° 4,458,066, ou por outros
métodos quimicos que utilizam quer um sintetizador
automatico comercial de oligonucleicos (que estd disponivel
comercialmente) ou tecnologia VLSIPS™. 0Os iniciadores
podem  também ser sintetizados com Acidos nucleicos
modificados, segundo métodos bem conhecidos na

especialidade.

Amostras

Tal como aqui wutilizado, “amostra” refere-se a qualquer
substincia que contém, ou que sSe presume que contém, um
dcido nucleico de interesse (sequéncias alvo e de
referéncia), ou que €& por si sé6 um &cido nucleico gue
contém, ou gque se presume gue contém, um &cido nucleico
alvo de interesse. O termo “amostra” inclui assim uma
amostra de &cidos nucleicos (ADN gendémico, ADNc, ARN),

células, organismos, tecidos, fluidos ou substéncias,
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incluindo mas n&do limitando-se a, por exemplo, plasma,
soro, fluido espinal, fluido linféatico, fluido sinovial,
urina, la&grimas, fezes, secrecdes externas da pele, tratos
respiratério, intestinal e genito-urinéario, saliva, células
sanguineas, tumores, brgéos, tecido, amostras de
constituintes de culturas celulares 1in vitro, isolados
naturais (tais como &gua potavel, &gua do mar, materiais
s6lidos), amostras microbianas e objetos ou espécimes que
foram “marcados” com moléculas de &cido nucleico para

detecdo.

As sequéncias de &cidos nucleicos podem ser amplificadas a
partir de ADN gendmico. O ADN gendémico pode ser isolado a
partir de tecidos ou células de acordo com o seguinte
método. Alternativamente, as sequéncias de acidos nucleicos
podem ser isoladas a partir de sangue segundo métodos bem

conhecidos na especialidade.

Para facilitar a detecdo de uma forma variante de um gene
pertencente a um tecido em particular, o tecido é isolado.
Para isolar o ADN gendmico a partir de tecido de mamiferos,
o0 tecido ¢é picado e congelado em azoto ligquido. O tecido
congelado é moido até a obtencdo de um pd fino utilizando
um almofariz e um ©pildo ©previamente arrefecidos, e
suspende-se este pd num tampdo de digestdo (100 mM de NaCl,
10 mM de Tris-HC1l, pH 8,0, 25 mM de EDTA, pH 8,0, 0,5 %
(m/v) de SDS, 0,1 mg/mL de proteinase K) num volume de
tampdo de digestdo de 1,2 mL por 100 mg de tecido. Para
isolar o ADN gendmico a partir de culturas celulares de
tecido de mamiferos, as células sdo sedimentadas por
centrifugacdo durante 5 min a 500 x g, ressuspensas em 1-10
mL de PBS gelado, sedimentadas durante 5 min a 500 x g e

ressuspensas em 1 volume de tampdo de digestédo.
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As amostras em tampdo de digestdo sdo incubadas (com
agitacdo) durante 12-18 horas a 50 °C, e posteriormente
extraidas com um volume igual de fenol/clorofdérmio/é&lcool
iscamilico. Se as fases ndo sdo separadas apds um passo de
centrifugacdo (10 min a 1700 x g), é adicionado um outro
volume de tampdo de digestdo (sem proteinase K) e a etapa
de centrifugacdo é repetida. Se for evidente a presenca de
um material branco espesso na interface das duas fases, a
fase de extracdo orgdnica é repetida. Apds a extracdo da
camada aquosa superior, esta ¢ transferida para um novo
tubo ao qual vai ser adicionado 1/2 do volume de acetato de
aménio a 7,5 M e 2 volumes de etanol a 100 %. O é&cido
nucleico é sedimentado por centrifugacdo durante 2 min a
1700 x g, lavado com etanol a 70 %, =seco ao ar e
ressuspenso em tampdo TE (10 mM de Tris-HCl, pH 8,0, 1 mM
de EDTA, pH 8,0) a 1 mg/mL. ARN residual é removido através
da incubacdo da amostra durante 1 hora a 37 °C na presenca
de 0,1 % de SDS e 1 ng/mL de ARNase sem ADNase, repetindo-
se as etapas de extracdo e precipitacdo de etanol. E
esperado que o rendimento de ADN gendmico, de acordo com
este método, seja cerca de 2 mg ADN/1 g de células ou
tecido (Ausubel et al., supra). O ADN gendmico isolado de
acordo com este método pode ser utilizado de acordo com a

invencé&o.

O ADN alvo pode também ser extraido a partir de sangue né&o
fracionado. Por exemplo, o sangue pode ser colhido por
métodos de referéncia para um tubo de recolha, que
preferencialmente compreende vidro siliconizado, guer sem
anticoagulante para a preparacdo do soro, quer com EDTA,
citrato de sdédio, heparina ou anticoagulantes semelhantes,
mais preferencialmente EDTA, para a preparacdo do plasma. O
método preferencial, embora nao seja absolutamente
necessario, é o método que consiste no facto do plasma ou

soro serem fracionados a partir de sangue ndo fracionado. O
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plasma ou soro podem ser fracionados a partir do sangue né&o
fracionado, por centrifugacéo, preferencialmente uma
centrifugacdo suave a 300-800 x g durante 5-10 minutos, ou
fracionados por outros métodos convencionais. Uma vez que a
heparina pode interferir com a RCP, o uso de sangue
heparinizado pode exigir um pré-tratamento com heparinase.
Assim, o EDTA é o anticoagulante preferencial para amostras
de sangue. Quer plasma sanguineo ou Soro recentemente
colhidos, gquer plasma ou soro congelados (armazenados) e
subsequentemente descongelados, podem ser usados nos
métodos da invencdo. O plasma ou soro armazenados devem ser
mantidos a temperatura de -20 °C a -70 °C, e plasma ou sSoOro
recentemente colhidos devem ser mantidos em refrigeracéo,
ou mantidos em gelo, até a sua utilizacdo. O ADN pode entédo
ser posteriormente extraido segundo métodos bem conhecidos

na especialidade, bem como aqueles agqui descritos.

Ensaios de diagndstico

A invencdo proporciona um método para o enriquecimento de
sequéncias alvo a partir de uma amostra do paciente, para
diagndéstico, detecdo, controlo, avaliacdo ou tratamento de
uma doenca, em especial uma doenca neoplastica ou
proliferativa, num animal ou num ser humano. Numa forma de
realizacdo preferencial, o &4cido nucleico é derivado de um
dcido nucleico que codifica um oncogene ou um outro ADN

associado a um tumor.

O enriquecimento preferencial da sequéncia alvo permite a
posterior analise ou manipulacdo do ADN. Por exemplo, o0s
alelos enriquecidos podem ser analisados para determinar as
caracteristicas da célula a partir do qgqual se origina o
ADN. Qualgquer um de varios métodos pode ser usado, de
acordo com a informacdo desejada, incluindo a seguenciacéo

de 4cidos nucleicos, PFR, RCP digital, espectroscopia
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incluindo espectroscopia de RMN de protdes, andlise
biogquimica e anédlise imunoldgica. Numa forma de realizacéo,
o ADN amplificado é isolado através da excisdo de bandas de
ADN mutante a partir de um gel de agarose, sendo novamente
amplificado, clonado num vetor de plasmideo, por exemplo, ©
vetor plasmidico pGEM-T (Promega) e sequenciado utilizando
um kit comercial, tal como o kit Sequenase 2.0 (USB). A
andlise para definir as caracteristicas do ADN alvo, e
consequentemente por exemplo um tumor, proporciona uma
grande variedade de informacdo clinica util, incluindo a
descricdo, a caracterizacdo ou a classificacdo da célula
(por exemplo, tumor), quer seja conhecida ou desconhecida,
de acordo com o tecido de origem, tipo (tal como pré-
maligna ou maligna), fendtipo, gendtipo e de acordo com a
descricdo ou caracterizacdo do comportamento do tumor,
fisiologia e bioguimica, de forma a ganhar compreensdo da
capacidade de invasdo tumoral, propensdo a metastase e
sensibilidade ou resisténcia a varias terapias, permitindo
entdo a previsdo da resposta quer face a terapia em curso
ou a terapias planeadas, e ainda, permitindo a avaliacdo do
prognéstico. A comparacdo das caracteristicas do ADN alvo
com bidpsias ou espécimes cirtrgicos anteriores, permite a
consequente avaliacdo da semelhanca ou heterogeneidade do
tumor face a esse espécime, e assim a avaliacdo da

recorréncia do tumor.

Seguindo também o enriquecimento seletivo da sequéncia
alvo, o é&cido ribonucleico complementar (ARN) pode ser
transcrito ou fabricado a partir do ADN. Numa forma de
realizacdo preferencial, a transcricdo de ARN ¢é realizada
através da aplicacgdo de um iniciador com uma regido do
promotor da ARN polimerase, ligada a sequéncia de iniciador
padrdo para o ADN de interesse, na reacdo de amplificacédo
(etapa trés). O ARN complementar ao ADN é entdo transcrito

a partir da regido do promotor que estd ligado. Num método
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alternativo, o ADN do alelo amplificado é clonado num vetor
de expressdo, e o ARN complementar ao ADN é transcrito.
Além disso, como uma forma de realizacdo preferencialmente
opcional, o ARN complementar ¢é utilizado numa reacdo de
traducdo in vitro, para a producdo de proteinas associadas

a um tumor ou especificas de tumores.

A caracterizacdo do alelo, a amplificacdo de ADN derivado
de tumores ou associado a tumores, a caracterizacdo e
transcricdo de ARN complementar, e a traducdo de proteinas
associadas a um tumor ou especificas de tumores, ¢é de
utilidade significativa, tanto na atribuicdo da terapia,
bem como no desenvolvimento de terapias especificas para o
tumor. A sequenciacdo de ADN extracelular ou a transcricédo
de ARN complementar, permite a atribuicéo ou
desenvolvimento de compostos antisense, incluindo
oligonucleicos sintéticos e outras construgcdes antisense
adequadas de forma especifica para o ADN extracelular, quer
pela construcdo de um plasmideo de expressdo, gquer pela
adaptacdo do método de Aoki et al. (1995, Cancer Res. 55:
3810 3816) . Semelhantemente, a definicéo das
caracteristicas tumorais permite a atribuicdo de terapias
especificas de anticorpos monoclonais ou de vacinas,
adequadas de forma especifica para o ADN amplificado. A
producdo da proteina correspondente imunoldégica, pode entédo
ser utilizada no desenvolvimento de anticorpos monoclonais
especificos para os tumores. Analogamente, as proteinas
traduzidas podem ser wutilizadas no desenvolvimento de

vacinas especificas para os tumores.

De particular valor, a invencdo permite o desenvolvimento e
aplicacdo destas terapias ou diagndésticos especificos para
tumores, mesmo quando apenas tumores pré-malignos, cancros

precoces ou cancros ocultos estdo presentes. Assim, a
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invencdo permite a intervencdo terapéutica quando a carga
tumoral ¢é baixa, a funcdo imunoldgica estd relativamente
intacta e o paciente ndo estd comprometido, factos que

contribuem para o aumentando do potencial de cura.

Processamento Adicional das Sequéncias Enriquecidas

A combinacdo dos atuais métodos com MALDI-TOF, fusdo de
alta resolucdo ou sequenciacdo de molécula uUnica, iria
abordar trés necessidades distintas na detecdo de mutacdes:
a detecdo réapida de mutacdes somaticas conhecidas ou

suspeitas de correlacionarem-se com a evolucgdo do estado

clinico (MALDI-TOF) ; o) rastreio rapido de amostras
individuais de pacientes para mutacdes sométicas
desconhecidas (fusdo-AR), seguindo-se da sequenciacéao

seletiva de alguns exdes; e sequenciacdo massivamente em
paralelo (Sequenciacdo de Moléculas Unica, SMS) de véarios
genes em “amostras dificeis”, isto &, em amostras de
tumores com heterogeneidade, de contaminac¢des do estroma ou

de fluidos corporais, onde mutacdes clinicamente relevantes

e

podem estar ao nivel de 0,5-5

Espectrometria De Massa

Numa forma de realizacdo, uma sequéncia alvo enriquecida é
sujeita a sequenciacdo por MALDI-TOF. A espectrometria de
massa (MS) emergiu como uma ferramenta poderosa na
sequenciacdo de  ADN. Os espectrofotometros de massa
produzem uma medicdo de massa direta, que pode ser
adquirida em segundos ou minutos na gama femtomolar a
picomolar. A ionizacdo e dessorcdo a laser assistida por
matriz (MALDI) com analisador de tempo de voo (TOF) MS, tem
sido utilizada com sucesso Ppara a sequenciacdo rapida de
ADN e eficiente determinacdo do tamanho das moléculas de

ADN. O advento de MALDI-TOF MS tornou mails féacil a
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ionizacdo de grandes moléculas de ADN intacto, e a medicéo
dos seus racios de massa-carga. Os produtos da reacdo em
cadeia da polimerase (RCP®) de cadeia simples e cadeia
dupla com 500 nucleotideos (nt) de comprimento, foram
detetados por MALDI-TOF MS. Utilizando combinacdes
otimizadas matriz-laser que reduzem a fragmentacdo do ADN,
0s espetros de massa de MALDI infravermelhos de ADN
sintético, os fragmentos de enzimas de restricdo do ADN

plasmideo e os transcritos de ARN até a um tamanho de 2180

Nl

nt, foram reportados com uma precisdo de * 0,5-1 %. Apesar
de grandes oligémeros terem sido detetados por MALDI-TOF
MS, é geralmente aceite gque até um 100-mero é presentemente

rotineiro.

Para varios genes, mutacdes clinicamente importantes né&o
ocorrem aleatoriamente no genoma (por exemplo, mutacdes
pontuais de aquisicdo de funcionalidade gque ocorrem em
oncogenes mais conhecidos). Em vez de as alteracgdes
afetarem um numero relativamente pequeno de coddes, estas
sdo frequentemente responsaveis pela maior parte das
mutacdes somadticas. Desta forma, e em principio, um numero
limitado de ensaios genéticos judiciosamente concebidos,
deve ser eficaz para analisar uma Jgrande proporcdo das
mutacdes clinicamente relevantes. Por exemplo, Garraway e
0os seus colegas (Thomas, R.K., et al. (2007) Nat Genet, 39,
347-351) demonstraram que 16-44 ensaios MALDI-TOF por gene
Ras, EGFR e BRAF, capturaram 90 % -99 % da prevaléncia da
mutacdo observada, até ao momento para estes genes em
tumores malignos humanos. Assim, é proposto gue genotipagem
de alto rendimento pode proporcionar um meio eficaz para a
detecéao de mutacdes criticas e/ou alvos de base
cancerigena, para grande escala de amostras clinicas. O
MALDI-TOF é idealmente adequado para a detecdo de mutacdes
anteriormente identificadas em amostras tumorais né&o

heterogéneas. No entanto, engquanto ndo h& davida sobre a
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fiabilidade de MALDI-TOF para mutacdes germinativas ou
identificacdo-SNP, a experiéncia na detecdo de mutacdes
somaticas é relativamente recente. Assim, a fiabilidade de
MALDI-TOF diminui substancialmente quando as amostras
heterogéneas com < 10 % de células mutadas sdo utilizadas
(por exemplo, cancros do péncreas, do pulmdo ou da
prbdstata) ou quando o ADN a partir de fluidos corporais
deve ser rastreado. Ao melhorar a sensibilidade, o presente
método de enriquecimento permite a técnica de MALDI-TOF
detetar mutacdes somdticas com niveis de expressdo baixos,
e também ira fornecer a fiabilidade necesséaria que é

imperativa para o <rastreio de amostras de tumores

cirdrgicos convencionais.

Fusdo de Alta Resolucdo

Numa outra forma de —realizacéao, uma sequéncia alvo
enriquecida é submetida a fusdo de alta resolucdo. 0Os genes
que contém mutacdes clinicamente relevantes em numerosas
posicdes ao longo ex8&es, tais como pb3, sdo mais faceis
rastreadas através de mutacdo de varrimento em vez de
genotipagem mutacdo individual. O HR-fusdo é uma tecnologia
de digitalizacdo mutacdo de alto rendimento introduzida nos
ultimos anos, com excelente capacidade para descobrir SNP
ou mutacdes da linha germinativa (Chou, L.S., et al.
(2005); Am J Clin Pathol, 124, 330-338; Wittwer, C.T., et
al. (2003); Clin Chem, 49, 853-860; Reed, G.H. and Wittwer,
C.T. (2004); Clin Chem, 50, 1748-1754).

Imediatamente apds a amplificacdo por RCP de uma regido
gendmica de interesse na presenca de um corante
fluorescente intercalante (LC ou verde SYBR verde) a
presenca de uma mutacdo é identificada em tempo real por

anadlise de curva de fusdo e cuidadosa comparacdo com o tipo
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ndo mutante sem gqualquer tratamentos pds amplificacdo. Além
disso, a anédlise de alta resolucdo de varrimento de fusdo
realiza simulténea e genotipagem do gene de mutacdo (isto
¢, identificacdo de SNP) numa fraccdo do tempo necessario
quando se usa o0s métodos tradicionais, enquanto se mantém
um ambiente de tubo fechado. A RCP exige <30 min
(capilares) ou 1,5 h (placas de 96 ou 384 pocos de fusédo) e

aquisicédo leva 1-2 min por capilar ou 5 min por placa.

No entanto, como com MALDI-TOF, as vantagens de usar FC de
ponto de fusdo ndo pode ser exploradas para as mutacdes
somdticas abaixo de aproximadamente -20 % mutante de tipo
ndo mutante proporcdes, assim, varias classes de amostras
clinicas ndo podem ser rastreados de forma fidvel através
HR-fusdo. Ao aumentar os limites de deteccdo, a presente
invencdo permite a conveniéncia e taxa de transferéncia de
HR-fusdo a ser aplicado para o rastreio convencional
amostra de tumor cirtrgico e também para a deteccdo de
baixo nivel mutacdes somdticas em amostras clinicas
“dificil” com a contaminacdo do estroma ou ADN a partir de

fluidos corporais.

Sequenciacdo de Molécula Unica

A seguéncia alvo enriquecido pode ser submetido a
sequenciacdo de molécula unica (Thomas, RK, et al. (2006);.
Nat Med, 12, 852-855). As capacidades da Unica molécula de
sequenciamento também seriam beneficiadas com a
incorporacdo da presente invencdo. Por exemplo, para a
mutacdo rastreio em amostras de doentes, a RCP dos exdes
selecionados de uma maquina normal de RCP a partir de ADN
gendémico ¢ ainda necessaria antes de iniciar a segunda
geracdo de sequenciacdo. Além disso, a deteccdo de mutacdes

ao nivel de 1-5 % para réacio mutante tipo nd&o mutante em

amostras clinicas requer sequenciacdo de numerosos eventos
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individuais repetido de modo a obter estatisticas
aceitdveis. Esta Ultima andlise, reduz as capacidades de
rendimento, e por mutacdes ao nivel de 1 % apenas 10-20
sequéncias podem ser rastreados simultaneamente, em
oposicdo a ~4,000 sequéncias se as mutacdes foram
predominantes (por 454 Life Sciences, o servigo técnico).
Ao realizar a presente invencdo, antes da sequenciacéo,
Unica molécula a prevaléncia de mutacdes vai aumentar em 1-
2 ordens de grandeza como uma fraccdo do numero total ou
alelos, aumentando assim o rendimento de sequenciacdo Unica

molécula a um grau equivalente.

O método de enriquecimento seletivo da presente invencédo
pode ser aplicada durante a fase em emulsdo de uma Unica
molécula de reacdo de sequenciacdo. As sequéncias alvo

enriquecidas sdo entdo submetidas a pirosequenciacéo.

Extensdo do iniciador

A sequéncia alvo enriquecida pode ser submetida a uma
reacdo de extensdo do iniciador de sequenciacdo. Na
extensdo do iniciador, os oligonucleicos s&o usados para
avaliar a variacdo na sequéncia numa posicdo predeterminada
em relacdo a um &cido nucleico, cuja sequéncia é conhecida.
Um oligonucleico de amostra é fornecida como uma molécula
de cadeia Unica, a molécula de cadeia tGnica é misturada com
um agente indutor, um nucledtido marcado, e um iniciador
que possuil uma sequéncia idéntica a uma regido flangqueadora
a posicdo predeterminada de modo a formar uma mistura,
tendo a mistura um elemento essencial auséncia de
nucleotideos constituida por outras do que a base do qual o
nuclebétido marcado é constituido bases. A mistura é entéo
sujeita a condic¢des propicias para o emparelhamento do
iniciador com a molécula de cadeia simples e a formacédo de

um produto de extensdo do iniciador incorporando ©
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nucledétido marcado, e a mistura ¢ analisada para a presenca
de produto da extensdo do iniciador que contém nucledtido

marcado (US Pat. No. 5.846.710).

Tampdes

A  inclusdo de solventes orgédnicos para aumentar as
diferencas entre Tf entre duplexes incompativeis e
combinados no método de amplificacdo da invencdo corrente é
contemplado. A inclusdo de certos solventes orgédnicos podem
melhorar o enriquecimento da sequéncia alvo, por exemplo, a
inclusdo de solventes orgénicos pode aumentar a diferenca
entre a temperatura de desnaturacdo de referéncia e as
sequéncias alvo de ADN e, assim, ajudar a amplificacéo
preferencial da sequéncia alvo. 0s solventes orgénicos,
tais como DMSO, formamida, betaina glicerol (aparato, D. e
Medrano, JF, Biotechniques, 10, 58-59 (1991)) pode aumentar
a diferenca Tf entre combinados (referéncia/referéncia) e
incompativel (alvo/referéncia ) sequéncias. Por
conseguinte, uma vez que a etapa de hibridizacdo intermédio
(hibridizacdo cruzada) no método da presente invencdo forma
sequéncias alvo de referéncia contendo desemparelhamentos,
a inclusdo de solventes organicos na medida em que eles néo
inibem a acdo da polimerase ¢é vantajosa. Portanto, em
algumas formas de realizacéo, a mistura reacional &
suplementado com DMSO, formamida, betaina, glicerol ou uma

combinacdo dos mesmos, a niveis de volume de 1-10 % do

e

volume ou o volume Preferencialmente 3-8 do volume,

preferencialmente 5 ou mais -6 % de volume para volume. O
Exemplo 8 ilustra o uso de DMSO num método de

enriquecimento.

Outra vantagem préatica de utilizacdo de solventes orgénicos
& que o TC, que ¢é apropriado para uma dada sequéncia de

alteracdes na utilizacdo de um solvente orgédnico na reacgéo.
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Assim, enquanto gque na auséncia de DMSO a Tc para uma
sequéncia ¢ 83,5 °C, na presenca de 3 % de DMSO a Tc ¢ 80,5
°C. Como resultado, através da adicdo de uma gquantidade
diferente de DMSO ou outro solvente para sequéncias
diferentes, pode se garantir gque o Tc & a mesma para todas
as sequéncias. Isto é Util para a execucdo de numerosas
reacdes de enriquecimento para uma variedade de sequéncias
com uma Unica mégquina de PCR-prazo, uma vez dJue a

temperatura de desnaturacdo é, em seguida, © mesmo para

todos.

EXEMPILOS

Exemplo 1. Materiais e métodos para o enriquecimento de uma

sequéncia alvo

Sequéncias utilizadas para a validacdo da RCP-CODB: Para

validar a presente invencdo, foram usadas uma série de ADN
gendmico e de linhas celulares gue contém mutacdes em
diferentes posicdes do exdo 8 de pS3 e exdo 2 de Kras
(coddes 12-13) (Figura 3). As mutacdes do exdo 8 de pb3
correlacionam-se com um fraco progndéstico do cancro de
pulmdo e sdo mutacdes de baixa prevaléncia no plasma de
pacientes com cancro. Da mesma forma, mutacdes no Kras tém

um progndéstico importante no adenocarcinoma de pulméo.

Protocolo de enriquecimento e iniciadores: a RCP foi

realizada na presenca do corante de intercalacdo 0,1 x
verde-LC e seguida em tempo real num dispositivo Cepheid. O
acompanhamento em tempo real da RCP ndo é necesséario, mas é
conveniente, por isso foi adotado para todas as

experiéncias.
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Para a sequéncia de 167 pb de p53 a RCP normal foi
realizada primeiramente durante 10 ciclos, a fim de gerar
produto suficiente para ser utilizado no protocolo de
enriquecimento. Uma maguina de Cepheid foi programada com
08 seguintes pardmetros de ciclo:

95 °C, 120 segundos; (95 °C, 15 segundos/55 °C leitura de
fluorescéncia ON, 30 segundos/72 °C, 1 min de extensdo) x

10 ciclos.

O produto da RCP resultante foi, em seguida, diluido de
1:1000 e submeteu-se ao protocolo de enrigquecimento abaixo,
do qual também é ilustrado na Figura 1:

95  °cC, 15 segundos; 70  °C durante 120 segundos;
desnaturacdo a Tc = 86,5 °C durante 3 segundos; 55 °C
leitura de fluorescéncia ON durante 30 segundos; de

seguida, 72 °C, 1 min durante 30 ciclos de extensdo.

A fim de preparar o produto da RCP para a didesoxi-
sequenciacdo de Sanger, o produto foi tratado com
exonuclease I e fosfatase alcalina de camardo. Os seguintes

iniciadores foram utilizados no método de sequenciacéo:

167 pb fragmento: 5’-GCT TCT CTT TTC CTA TCC TG - 3’
sentido direto; 5’- ACC CTT CTT TCG AGT GCT - 3’ sentido

reverso

Para os fragmentos 87 pb e 210 pb de pb3, e o fragmento 135
pb de Kras o protocolo de enriquecimento foi como descrito
acima, contudo as temperaturas criticas de desnaturacéo
foram fixadas em Tc = 83,5, 87,5 e 80 °C, respetivamente.
Os iniciadores utilizados na reacdo de sequenciacdo foram
0s seguintes:

5’- TGG TAA TCT ACT GGG ACG-3’ sentido direto;

5/CGG AGA TCT TTC TCC TCT - 3’ sentido reverso (fragmento
de 87 pb do exdo 8 de pb3)
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5/- GCT TCT CTT TTC CTA TCC TG - 3’ sentido direto;

5/- TAA CTG CAC CCT TGG TC - 3’ sentido reverso (fragmento
de 210 pb do exdo 8 de p53)

5’ -AACTTGTGGTAGTTGGACCT-3’ sentido direto;

5/ -CTCTATTGTTGGATCATATT-3’ sentido reverso (fragmento Kras

do exdo 2). A reprodutibilidade de todos os protocolos de
enriquecimento foi testada em 3-6 experiéncias
independentes.

Resultados

Mutagdées no exdo 8 de pb53: quando o protocolo de

enriquecimento utilizando uma temperatura de desnaturacédo
critica Tc = 86,5 °C fol aplicado ao fragmento 167 pb do
exdo 8, o enriquecimento era evidente para todas as
mutacdes testadas. Figura 4 ilustra resultados
representativos. Por exemplo, o ADN a partir de células do
carcinoma hepatocelular inicialmente diluidos em células

Q.

ndo mutantes até a proporcgdo abaixo de 5 % de mutante para
ndo mutante, torna-se numa proporcdo ~ 70 % mutante para
ndo mutante através do protocolo de enrigquecimento, como
estimado por observacdo da sequenciagcdo no cromatograma
(isto ¢, enriquecimento por um fator de ~14). Do mesmo
modo, o ADN a partir das células SW480 (mutacéao
homozigdética G>A no coddo 273) diluida por um fator de 10
em células ndo mutante é enriquecido por um fator de ~ 7,
através do procedimento de enriquecimento. Enriguecimento
por um fator de 12 para a amostra CT7 (mutacédo
heterozigbética C>A) e por um fator de 6 para a amostra de
MDA-MB231 (mutacdo  heterozigdtica C>T) também  foram
observados. A amostra ndo mutante de pb53, amplificado pelo
método de enriquecimento ndo indicou qualquer mutacéio
(Figura 4). No geral, todas as mutacdo de pb3 que foram
estudadas para o fragmento de 167 pb, conforme listado na

Figura 2, o enriquecimento variou de 5-14 vezes. Assim, o
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processo de enriquecimento aumentou a prevaléncia de todas
as sequéncias contendo mutacdes independentemente do local

onde se encontra a mutacédo.

Mutagdes do coddo 12/13 de Kras: Figura 5 ilustra os
resultados do fragmento de 135 pb a partir de Kras. Os
resultados foram comparados com aglomerados da RCP normal
realizada a uma temperatura de desnaturacdo de 94 °C e
seguida pela sequenciacdo de Sanger. Figura 5 ilustra que
as mutacdes abaixo dos 33 % de mutante para ndo mutante,
podem ser claramente detetadas usando a sequenciacdo de

Sanger.

Exemplo 2: Sequenciamento de Sanger de amostras clinicas

Para aplicar a presente invencdo em anadlises de amostras
clinicas, 20 amostras clinicas do tumor do cdélon e do
adenocarcinoma do pulmdo previamente sequenciadas seguindo
a RCP convencional foram submetidas ao protocolo de
enriquecimento e de sequenciacdo de Sanger, como descrito
no Exemplo 1. Os resultados indicam que todas as mutacgdes
identificadas através da sequenciacéo RCP-Sanger
convencional também foram identificadas através do
procedimento de enriquecimento seguido por sequenciacdo. No
entanto, o processo de enriquecimento também identificou
mutacdes que foram perdidas pela sequenciacdo convencional.
A Figura 6 demonstra duas amostras clinicas, TL64 e CT20,
onde mutacdes de baixa prevaléncia G>A foram detetadas
através do protocolo de enriquecimento de sequenciamento
Sanger do coddo 273 do exdo 8 de pb3, mas ndo foram
detetados por sequenciacdo da RCP convencional. Uma
verificacdo 1independente da ©presenca de mutacdes foi

conduzida usando a sequenciacido baseada em RFLP.
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Além disso, a mutacdo (G>A) no exdo 8 de pb3 foi detetada
no ADN do plasma circulante de 5 pacientes com cancro do
codlon, através do procedimento de enriquecimento -
sequenciacdo de Sanger, e ndo por sequenciacdo por RCP-
Sanger convencional. Em seguida, mutacdes no p53 (C>T) que
foram perdidas por sequenciacdo convencional foram também
reveladas utilizando o ADN obtido a partir de uma espécime
fixado em formalina (FFPE) obtido a partir de uma célula
ndo pequena de um paciente do cancro do pulmdo (NSCLC)
(Figura ©6). A cromatografia inferior na Figura 6 demonstra
a detecdo de mutacgdes do coddo 12 de Kras numa outra
amostra de FFPE, obtida a partir de um paciente NSCLC. As
mutacdes identificadas através do procedimento de
enriquecimento foram subsequentemente verificadas de forma
independente a partir de ADN gendmico através de métodos de
RFLP. Assim, mutacdes relevantes ndo encontradas pelo
sequenciamento-RCP convencional, tornaram-se facilmente

detetaveis utilizando a sequenciacdo RCP-CODB.

Exemplo 3. Mutagdes que reduzem a T, podem ser enriquecidas

sem a etapa de desnaturacdo emparelhada.

A dependéncia da RCP na sequéncia de nucledtidos €& té&o
pronunciada, que gquando a temperatura de desnaturacdo é
ajustada a temperatura critica (Tc) mesmo sem a formacdo de
uma disparidade durante a RCP, existe enriquecimento dessas
mutacdes que diminuem a Tr. Assim, gquando um alelo G e um A
estdo presentes, o alelo A serd enriquecido durante RCP-
CODB uma vez que este diminui a T, do alelo. Para
demonstrar este ponto, e também para examinar a dependéncia
do enriquecimento no tamanho da sequéncia examinada, um
fragmento de 87 pb e um fragmento de 210 pb contendo as
mesmas mutacdes que o fragmento de 167 pb do exdo 8 de pb3,

foram examinados (Figura 3). Tal como aconteceu com O
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fragmento de 167 rb, estes dois fragmentos foram
amplificados a partir do produto de amplificacdo do exdo 8
de pb3 inicial através da RCP aglomerada seguido pelo
protocolo de enriquecimento. No entanto, neste caso, foi
utilizada uma versdo truncada do protocolo de amplificacéo
do Exemplo 1, mas a etapa de formacdo de disparidades a 70

°C, bem como a etapa 94 °C foram ambas omitidas

(temperaturas de desnaturacdo critica Tc = 83,5 °C para o
fragmento 87 pb e Tc = 87,5 para o fragmento 210
fragmento) . Portanto, nesta versao do protocolo de

enriquecimento dos ciclos da RCP e apenas entre a
temperatura de desnaturacdo critica (Tc), a etapa de
ligacdo do iniciador (por exemplo, 55 °C) e a etapa de

sintese do iniciador (por exemplo, 72 °C).

Figura 7A mostra cromatografias de sequenciamento para o
fragmento de 87 pb (sequenciamentos, quer no sentido direto
ou reverso, foram realizados dependente do local onde a
mutacdo se encontra na sequéncia de 87 pb).0s dados indicam
que, utilizando esta versdo modificada do protocolo de
enriquecimento, enriquece o fragmento de 87 pb em 20-50

Q

vezes. Por exemplo, uma diluicdo inicial de 1 % de ADN
mutante para ndo mutante do ADN SW480 resultou em 50 % do
mutante para o ndo mutante seguindo o© processo de
enriquecimento, ou seja enriquecimento ~ 50 vezes. O
subsequente sequenciamento de Sanger revelou uma sequéncia
“heterozigota”. O efeito do tamanho no enriquecimento
através do protocolo de enriquecimento abreviado o é
demonstrado na Figura 7B. Estes dados ilustram gque o
enriquecimento é mais elevado para os fragmentos <100 pb,
mas ainda claramente evidente (~8-10 wvezes) para oS

fragmentos de até 210 pb.
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Exemplo 4- Mutacdes que aumentam ou diminuem a T: podem ser

enriquecidas através do método de enriquecimento completo.

Embora a maioria (~ 70 %) das mutacdes encontradas em

Q.

diversas amostras de cancro diminui a T¢ ~15 % das
mutacdes aumentaram a T: (por exemplo, A>G), enquanto 15 %
retiveram a T¢ (por exemplo, G>C). A fim de ser capaz de
enriquecer todas as mutacdes possiveis, incluindo ambas as
mutacdes e eliminacbdes de G>A e A>G, o programa de
enriquecimento completo ¢é preferivel (Figura 1) .Para
demonstrar a capacidade de enriquecer sequéncias alvo,
tendo mutacdes que aumentam ou diminuem a T,, o fragmento
de 167 pb do exdo 8 de pb53 com nucledtidos C ou T (de linha
celular do tipo n&do mutante vs HCC) foram amplificadas por

meio do protocolo de enriquecimento da Fig. 1.

Duas misturas foram formadas, uma com o alelo C em minoria
(C: T 1:10) e outro com o alelo T em minoria (T: C 1:10).
Seguindo o) procedimento de enriquecimento, ou
alternativamente a RCP convencional, os produtos foram
sequenciados. Em ambos o0s casos, o alelo menor foi
enriquecido, isto &, quer o C ou T, consoante o que estava
mais diluido antes da amplificacdo. Presumivelmente, as
sequéncias incompativeis tém uma temperatura de fusdo mais
baixa do que o alelo C ou o T, por conseguinte, ao realizar
o protocolo da Figura 1, as sequéncias incompativeis sé&o
sempre preferencialmente desnaturadas. Por conseguinte,
através da formacdo de uma incompatibilidade a uma
temperatura intermédia (~ 70 °C) durante o protocolo de
enriquecimento hé& sempre o enriquecimento do alelo menor,
mesmo se a alteracdo de nucledtido especifico tende a

aumentar a T, local.
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Exemplo 5- Sequenciacdo de MALDI-TOF

A presente invencdo também estéd prevista para melhorar
outras tecnologias baseadas em RCP, incluindo MALDI-TOF
para a detecdo de mutacdes soméaticas. Para demonstrar este
ponto, o mesmo modelo aplicado no Exemplo 1, através da
sequenciacéo de Sanger para identificar mutacdes
especificas na pb3 exdo 8 utilizando uma série de diluicdes
de linhas de células gque contém mutuacdes em amostras de
tipo ndo mutante, foi utilizado para comparar o protocolo
da RCP de enriquecimento contra o convencional seguido por

MALDI-TOF'.

Seguindo o protocolo da RCP de enriquecimento ou
convencional, os dNTP em excesso foram removidos a partir
da reacdo por incubacdo com 0,3 U da fosfatase alcalina de
camardo (USB) a 37 °C durante 20 minutos, seguido de uma
incubacdo de 5 minutos a 85 °C para desativar a enzima. As
extensdes do iniciador tUnico ao longo do SNP ou de
adicdo/supressdo foram realizadas a uma concentracdo final
de: 600 nM de cada iniciador extensdo, 50uM de d/ddNTP e
0,126 U de Termosequenase (Solis Biodyne) e foram incubadas
a 94°C durante 2 minutos, seguido por 45 ciclos de 94 °C
durante 5 segundos, 52°C durante 5 segundos, e 72°C durante
5 segundos. O0Os 1iniciadores de extensdo usados foram
desenhados pelas instalacgdes de Harvard MALDI-TOF Harvard
para cada mutacdo estudada p53, utilizando o software de
desenho de ensaios MassARRAY versédo 3.1.2.2. Os iniciadores

utilizados para cada mutacdo foram:
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P53 swdB80: CAGGACAGGCACAAACA;
P53 CT7: AGGACAGGCACAAACAC;
p53 DU145: ACAGCTTTGAGGTGCGT;
KRAS SW480: TGTGGTAGTTGGACCTG;
KRAS A549: ACTCTTGCCTACGCCAC.

A reacdo foli entdo dessalinizada por adicdo de uma resina
de troca catidnica, seguido por mistura e centrifugacédo
para assentar o contetdo do tubo. O produto de extensdo foi
espalhado em 384 pocos do spectroCHIP antes de ser

executado no espectrdmetro de massa MALDI-TOF (Sequenom).

Os resultados estdo ilustrados na Tabela I. O fator de
enriquecimento da mutacdo encontra-se na terceira coluna da
Tabela I. O enriquecimento é calculada por comparacdo com
os valores obtidos quando a RCP convencional MALDI-TOF ¢
aplicado. Factores de enriquecimento de 10-60 sé&do obtidos
para a maioria das mutag¢des estudadas. Os enriquecimentos
aumentam com a diminuicdo da proporcdo de mutantes para néo
mutantes, indicando uma dependéncia ndo linear do fator de

enriquecimento na concentracdo inicial de mutacdes.

. v 1 0| 07,
%Sﬁo indicadas as % de mutacoes de alelos de p53 mutantes ou ndo mutantes para varias mutacoes
ido exio 8 de p53

RESULTADO MALDI-TOF

‘mutaciio =14484G>A exiio 8 de pS3 RCP-

z ENRIQUECIMENTO
ELINHAS CELULARES DILUIDAS % de mutacio % G nao ENRIQUECIMENTO
‘RASTREADAS A ! mutante

- SW480- ndo mutante rcio 1:5 RCP 15 85

iconvencional : :

' SW480- ndo mutante rdcio 1:10RCP | 5 (Limite 95

convencional MassSpec)

éSW480— nio mutante racio 1:33 RCP 0 100

iconvencional ] ]




?Sﬁo indicadas as % de mutacdes de alelos de pS3 mutantes ou nao mutantes para varias mutacoes
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.do exdo 8 de p53
: RESULTADO MALDI-TOF
. SW480- ndo mutante racio 1:10 RCP 45 55 -9
CO.D.B :
'SW480- néio mutante récio 1:100 RCP 33 67 >10
|SW480- ndo mutante ricio 1:300 RCP - 31 69 >30
CO.DB
' APENAS NAO MUTANTE, RCP 0 100 Nenhuma
.CO.D.B _

RESULTADO MALDI-TOF |
mutaciio =14483C>T exiio 8 de p53 | RCP-CO.D.B
'LINHAS CELULARES DILUIDAS . % Gnio | ENRIQUECIMENTO
‘RASTREADAS mutante
?CT7- nao mutante racio 1:5 RCP 28 72 N/A
‘convencional
.CT7- ndo mutante rcio 1:10 RCP 18 82 N/A
iconvencional
iCT7- nao mutante racio 1:33 RCP 5 (Limite 95 N/A
convencional MassSpec)
‘%CT7- nio mutante racio 1:100 RCP 45 54 -18
CO.D.B _ |
'CT7- ndo mutante récio 1:200 RCP 28 72 -40
CO.D.B
'CT7- ndo mutante récio 1:300 RCP 27 73 ~60
CO.D.B
'APENAS NAO MUTANTE, RCP 0 100 Nenhuma
CO.D.B
| RESULTADO MALDI-TOF
‘mutagio =GGT>AGT coddo 12 de Kras . RCP-CODB
'LINHAS CELULARES DILUIDAS % de % Tndo ENRIQUECIMENTO
RASTREADAS mutacio G mutante
'DU145- ndio mutante récio 1:5 RCP 28 72 N/A
iconvencional
?DU145- nao mutante racio 1:10 RCP 18 82 N/A
convencional
'DU145- ndo mutante récio 1:33 RCP 0 100 N/A
iconvencional
'DU145- niio mutante ricio 1:33 RCP 27 73 7
.CO.DB
'DU145- niio mutante récio 1:100 RCP | 12 88 >10
.CO.D.B
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?DU145- nio mutante racio 1:300 RCP 0 100 Nio detetavel

.CO.D.B

APENAS NAO MUTANTE, RCP CO.DB | Nenhuma

' Kras mutations

3850 indicadas % de alelos mutantes ou nio mutante para codao 12 de Kras
j RESULTADO MALDI-TOF :
m tacdo=GGT>AGT do codao 12 de Kr:

RCP-CO.D.B

L NHAS CELULARES DILUIDAS % G ndo NRIQUECIMENTO :
:RASTREADAS : mutacdo A mutante

§A549- ndo mutante racio 1:10 RCP 25 75 N/A
;convencional ! :

§A549- nio mutante racio 1:33 RCP 60 -5,5

iCO.D.B

| A549- ndo mutante ricio 1:100 RCP 75 -10 .
CO.D.B ! :

§A549- nio mutante racio 1:200 RCP 12 88 -10

CO i 3

%mutagﬁo:GGT>GTT do coddo 12 de Kras | ! _ RCP-CO.D.B
'LINHAS CELULARES DILUIDAS L %de % Tndo  ENRIQUECIMENTO |
‘RASTREADAS mutagio G mutante

- SW48- nio mutante récio 1:10 RCP 15 85 N/A l
iconvencional : :

?SW48- nio mutante racio 1:33 RCP 15 85 -3

iCO.D.B : :

. SW48- ndo mutante récio 1:100 RCP 7 93 -5

iCO.D.B ‘

?SW48- nao mutante racio 1:200 RCP 5 95 A -7

iCO.D.B

. APENAS NAO MUTANTE, RCP CO.D. 0 100 Nenhuma

éComparagﬁo de RCP-MALDI-TOF COM ENRIQUECIMENTO ¢ RCP-MALDI-TOG
iconvencional.

A A A A A LA LA AR AR AR AR AR AR A A A A A A A A AR A AR AR A LA LA A LA LA AR AR AR A AR AR AR R AR A AR A A

Exemplo 6-Comparacdo de TAQMAN baseada em RCP em tempo real

convencional e RCP em tempo real enriquecida.

Reacbes de amplificacéo de adcidos nucleicos foram
realizadas para comparacdo com oS ensaios de sondas TAQMAN

em tempo real convencional e em RCP em tempo real
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enriquecido. Para comparar os dois métodos de detecdo em
tempo real tanto o do ADN gendmico e o das amostras de
tumores clinicos com uma mutacdo G>A na p53 no exdo 8 foram
testadas em véarias diluigcdes em sequéncia de tipo néo
mutante. Uma série de diluicdes (1:3,1:10,1:30,1:100 e
1:300) de ADN gendémico foram feitas a partir de SW480 em
ADN de tipo ndo mutante. Especificamente, as reacdes da RCP
em tempo real foram realizadas diretamente a partir de 20
ng de ADN gendmico na presenca de 0,2 uM da sonda Tagman
5/'-6-Fam-TTT GAG GTG CAT TTG TGT CCG-BHQ 1-37 que
coincidem, na totalidade a sequéncia que contém a mutacéo
na pb53 no ADN das células SW480. Concentracdes finais de
outros reagentes foram: 1X GoTag Flexi tampdo (Promega), 1X
GoTag polimerase (Promega) 0,2 mM de cada dNTP, 0,2 uM de
iniciadores de sentido direto, 5’-TGG TCT AAT ACG ACT GGG-
3Y, 0,2 pM iniciador de sentido reverso, 5’-CGG AGA TCC TCT
TCT TTC-3’, 3 mM de MgCL,, mais ADN. O tamanho do produto
amplificado da RCP foi de 87 pb e Tc = 83,5 °C. 0O ciclo
rdpido RCP-CODB foi: 95 °C, 120 s; (95 °C, 15 segundos, 58
°C leitura de fluorescéncia ON, 60 segundos) x 25 ciclos;
(83,5 °C 15 segundos; 58 °C leitura de fluorescéncia ON, 60
segundos) x 25 ciclos. Para os ciclos da RCP convencional,
foi wutilizado o© mesmo programa, mas a temperatura de
desnaturacdo durante toda RCP foi de 95 °C. As experiéncias
foram repetidas, pelo menos 5 vezes em experiéncias

independentes.

Graficos da amplificacédo, ilustrando a sensibilidade da RCP
em tempo real convencional e enriquecida, aplicados ao ADN
gendmico da linha celular de cancro do cdélon SW480 estédo
apresentados na FIG 8A e 8. A Fig. 8B demonstra que RCP em
tempo real enriquecido pode detetar a presenca da mutacédo
na proporcdo de 1:300 racio entre o alelo mutante e o né&o
mutante. Em contraste, a RCP em tempo real convencional

conduzida sob condig¢des idénticas, com a excecdo do passo
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de Tc, pode detetar apenas o mutante na diluicdo maxima de
1:10 (FIG. 8A).Por conseguinte, a sensibilidade do ensaio é
de 30 vezes melhor utilizando o) procedimento de

enriquecimento.

Graficos da amplificacdo, comparando a sensibilidade da RCP
em tempo real convencional e enriquecida em amostras de
tumor clinicos contendo a mutacdo da pb3 exdo 8 (uma das
quais se sabe que contém uma mutacdo de baixo nivel (5 % de
mutante para ndo mutante) na pbd3 exdo 8, CT20 estdo
ilustradas na FIG.8C e 8D. RCP em tempo real enriquecida
foi capaz de detetar facilmente a mutacédo (Fig.8D), enguanto
RCP convencional ndo (Fig.8C). O restante da amostra (TL6,
TL8 e TL18),que foram conhecidos como sendo amostras de
tipo ndo mutante, ndo amplificaram (Fig. 8C) sob as mesmas

condicdes.

Exemplo 7-Rastreio de mutagdes através de RCP em tempo real

Misturas reacionais de amplificacdo de &cidos nucleicos
foram criados para comparar a capacidade da RCP em tempo
real convencional e enriquecido, utilizando corantes de
detecdo de ADN para detetar amostras que contém mutacdes em
qualguer lugar ao 1longo do exdo 8 de pb3. 0 método
proporciona um método rapido e conveniente para identificar
mutacdes heterozigdbdticas desconhecidas ou SNPs. Assim, o
presente método pode ser adaptado por um especialista para
examinar grandes numeros de genes para a linha germinativa
ou mutacdes somdticas com uma variedade de aplicacdes
diferentes (por exemplo, a verificacdo das mutacdes BRCAL/2
em populacdes de alto risco para o desenvolvimento do
cancro mama/ovadrio, a rastreio de redes de transcricdo

genética inteiros para identificar mutacdes, etc.).
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FIG. 9A e 9B ilustram graficos da amplificacdo, comparando
ambas as RCP em tempo real convencional e enriquecida,
utilizando corantes LC-verde numa variedade de linhas
celulares e amostras clinicas que sd@o conhecidas por
conterem mutacdes na pb3 exdo 8. 0Os dados mostram que a RCP
em tempo real convencional (Fig. 9A) ¢ incapaz de
distinguir os mutante (SW480, TL6 e CT20) e as amostras nédo
mutantes (R27, TL8, TL18, TL81 e TL82), quanto que a RCP em
tempo real enriquecida é capaz de distinguir (FIG. 9B). O
método enriquecido proporciona antecipadamente limites de
detecdo para amostras que contém mutacdes, face a amostras

nao mutantes.

FIG. 9C e 9D ilustram os resultados das reacgdes de
amplificacdo preparadas nas condicdes de reacdo idénticas
as 1lustradas na FIG.9A e 9B, contudo aqui as amostras sé&o
todas de tumores pulmonares. Os dados mostram que a RCP em
tempo real convencional (FIG. 9C) ndo consegue diferenciar
amostras mutante de amostras ndo mutante, enquanto que a
RCP em tempo real enriquecida consegue (FIG. 9D). O método
enriquecido proporciona antecipadamente limites de detecéo
para amostras gque contém mutacdes, face a amostras né&o

mutantes.
Além disso, o método de detecdo enriquecido foi capaz de

identificar uma mutacdo C>T, anteriormente desconhecida, na

amostra TL6.

Exemplo 8-Solventes orgdnicos aumentam o enriquecimento de

mutacdées durante as RCP em tempo real convencional e

melhorada

Misturas reacionais de &cidos nucleicos de amplificacédo

foram ©preparadas para avaliar o 1impacto de solventes
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orgénicos nas RCP em tempo real convencional e enriquecida.
As reacdes foram realizadas, gquer na presenca, dJuer na
auséncia, de um solvente orgédnico (3 % de DMSO). O
procedimento usado foi o mesmo que o descrito no Exemplo 7,
e representado na FIG. 9C e 9D, exceto para a adicdo de 3 %

de DMSO.

A presenca do solvente orgédnico reforcou a discriminacédo
entre graficos de amplificacdo, entre as amostras gque
continham sequéncias mutadas e as amostra que continham
sequéncias ndo mutadas (Fig. 10). Por exemplo, a diferenca
do limite entre as amostras ndo mutantes e as amostras
mutantes aumentou de ~ 5 ciclos (enriquecimento em tempo
real sem DMSO, ver Fig. 9A) para mais de 10 <ciclos

(enriquecimento em tempo real com DMSO, ver a Fig. 10A).

Exemplo 9- Detecdo de mutagdes com niveis de detegédo

ultrabaixos usando PFR combinado com RCP enriquecida

RCP enriquecida combinada com PFR-RCP pode ser usada para
melhorar a identificacdo de mutacdes com niveis de detecédo
ultrabaixos, por exemplo, para a identificacdo de mutacdes
aleatdérias num genoma de cancro ou mutacdes de resisténcia
em amostras de cancro, gue se encontram num estado muito

precoce, isto é, antes do tratamento.

Por exemplo, as amostras que contém o exdo 19 de EGFR néo
mutante foram digeridas seletivamente com a enzima Tagl.
Diluicdes até 1:10000 de mutante para ADN gendmico, foram
entdo sujeito a RCP, quer num formato de enriquecimento (Tc
= 81,5 ou 81 °C), quer num formato de RCP convencional (95
°C). O enriquecimento da mutacdo foi gquantificado pela
digestdo com Taqgl, seguida por dHPLC (FIG. 11). A

quantidade da mutacdo presente foi medida pela presenca de
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um pico de mutacdo separado, que ocorreu a cerca de 7
minutos do tempo de retencéo. Apds O processo de
enriquecimento, o pico da mutacdo é& muito mais evidente do
que o pico aquando RCP convencional. Em conclusdo, o
processo de enriquecimento melhorou substancialmente a
detecdo de mutacdes com niveis de detecdo muito baixos,

através da identificacdo por PCR-RFLP.

Embora esta invencdo tenha sido particularmente apresentada
e descrita com referéncias a formas de realizacéo
preferenciais, deverd ser compreendido pelos peritos na
especialidade, que podem ser feitas varias alteracdes na
forma e detalhes, sem que se afastasse do é&ambito da

invencdo abrangida pelas reivindicag¢des em anexo.

Lisboa, 14 de Agosto de 2015



REIVINDICACOES

1.Um método para o enriquecimento de uma sequéncia alvo
numa mistura reacional, em que o referido método

compreende:

a. a sujeicdo de uma mistura reacional suspeita de
conter um duplex de sequéncia alvo e um duplex de
sequéncia de referéncia, a uma primeira temperatura
de desnaturacdo gque €& superior a temperatura de
fusdo (T¢) do duplex de sequéncia de referéncia e a
T: do duplex de sequéncia alvo, de modo a permitir a
desnaturacdo do duplex de sequéncia alvo referido e
do duplex de sequéncia de referéncia referido, em
que o duplex de sequéncia alvo referido compreende
uma ou mails adicgbes, eliminacdes ou alteracdes, e
difere pelo menos num nucledtido face ao duplex de
sequéncia de referéncia referido, e em dque a
sequéncia alvo referida é pelo menos 50 % hombloga
face ao duplex de sequéncia de referéncia referido,
sendo amplificédvel pelo mesmo par de iniciadores
usado para o duplex de sequéncia de referéncia
referido, e em que a sequéncia alvo & menos
prevalente na mistura reacional do que a sequéncia
de referéncia;

b. a reducdo da temperatura da mistura reacional
para uma temperatura de hibridizacdo, de modo a
permitir a formacdo dos duplexes de cadeia de
referéncia/cadeia alvo e impedir a ligacdo do par de
iniciadores referido as cadeias desnaturadas de
referéncia e alvo na mistura reacional, na qual a
temperatura de hibridizacdo é inferior a temperatura
critica (Tc) e superior a temperatura de

emparelhamento do iniciador;



c. aumento da temperatura da mistura reacional de
amplificacdo referida para uma temperatura critica
(Tc), que ¢é inferior a T:r do duplex de seqgquéncia de
referéncia referido, de modo a permitir a
desnaturacdo preferencial dos duplexes referidos na
etapa (b) para formar cadeias desnaturadas alvo e de
referéncia;

d. reducdo da temperatura da mistura reacional para
uma temperatura de emparelhamento do iniciador, de
forma a permitir que o par de iniciadores referido
emparelhe com as cadeias alvo e de referéncia
referidas;

e. extensdo do par de iniciadores referido de modo a
enriquecer a sequéncia alvo referida, em relacdo a

sequéncia de referéncia referida;

em que o método é repetido em dois ou mais ciclos.

2. 0 método da reivindicacdo 1 em que as sequéncias alvo
e de referéncia referidas s&o amplificadas

inicialmente pela sujeicdo da mistura reacional a RCP.

3. 0 método da reivindicacdo 1 em que a sequéncia alvo
referida é um alelo mutante que difere da sequéncia de

referéncia entre 1 e 10 nucledtidos.

4. 0 método de qualgquer uma das reivindicaces 1 a 3, em

que:

(1) as sequéncias alvo e de referéncia referidas
compreendem 25 a 500 bases, e\ou

(ii) a Tc referida é de 0,3 °C a 5 °C inferior face
a T¢ da referida sequéncia de referéncia, e/ou

(iii) a Tc referida ¢é inferior a Tf da sequéncia

alvo e/ou
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(iv) o método referido é repetido em 5 e 40 ciclos
e/ou

(v) o método referido é repetido em 10 e 30 ciclos.

0 método de qualguer uma das reivindicacdes 1 a 4,
que compreende ainda a etapa de anéadlise da mistura
reacional referida com sequéncia alvo enriquecida,
em gque a anédlise referida utiliza opcionalmente um ou
mais dos métodos selecionados a partir do grupo que
consiste em: MALDI-TOF, fusdo-AR, sequenciacéo
didesoxi, sequenciacéo de molécula unica,
pirosequenciacdo, SSCP, PFR, dHPLC, RCP digital e RCP-

quantitativo.

O método da reivindicacdo 1 em que a Tc referida é

aplicada entre 1 segundo e 5 minutos.

O método de qualquer uma das reivindicacbes
anteriores, em gque a sequéncia alvo referida esta
diferencialmente metilada a partir da sequéncia de
referéncia, e anteriormente a implementacdo do método
de acordo com a reivindicacdo 1 na mistura reacional,
a mistura reacional ¢é opcionalmente tratada com

bissulfito de sdédio.

O método de qualguer uma das <reivindicacdes
anteriores em que a mistura reacional referida contém
um corante de detecdo de Acidos nucleicos, e ¢é
opcionalmente realizado num dispositivo de RCP em

tempo real.

O método da reivindicacdo 1 realizado sob condicdes
reacionais em tempo real, utilizando um agente de

detecdo de &4cidos nucleicos.



10. O método da reivindicacdo 1 em que o referido método
¢ utilizado para enriquecer duas ou mais sequéncias
alvo diferentes, e em que o método referido compreende
ainda um ou mais pares de iniciadores especificos para

as sequéncias alvo referidas.

11. O método da reivindicacdo 1 em que o par de
iniciadores referido tem uma temperatura de fusdo que
¢ inferior a temperatura aplicada na etapa (b),
opcionalmente pelo menos 5 °C abaixo da temperatura da

etapa (b).

12. O método da reivindicacdo 1, em que a mistura

reacional incluili um &cido nucleico modificado.

13. Um método de enriquecimento da sequéncia alvo, tal
como descrito na reivindicacdo 1, gque compreende
ainda: a repeticdo das etapas b) e c) mais de uma vez

por ciclo, antes da execucgdo da etapa d).

14. 0 método da reivindicacdo 13, em gque a sequéncia
alvo é pelo menos 70 % homdéloga face a sequéncia de
referéncia, e ©preferencialmente pelo menos 80 %

homdéloga face a sequéncia de referéncia.
15. Um formato legivel informaticamente que compreende

instrucdes de software adaptadas para executar o

método de acordo com a reivindicacédo 1.

Lisboa, 14 de Agosto de 2015
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(Co-amplificagdo a Temperaturade Desnaturacéo Baixa)
Desnat aode ADN

jlissinase ommuigin DA o S s &

t Qo€ Btk TEMPERATURA CRITICACTC ~ 85,5 °C)
s M HIBRIDIZAGED CRUZADA - utant
N COM SEQUENCIAS NAD /f‘" il

£ MUTANTES
[T ——— DIMINLIIQE.D DATBAPERATURA PARA
ndo mutarte BiPARELHAWENTO OO INICIADOR
COM SEQUEMCIAS MUTANTES

L

EXTENSAD A F2s¢ i
AMPLIFICACAO SELETIVA DA S SEQUENCIAS QUE CONTEM MUTACOES

(RCP CO.D.B mediada por agentes de ligantes de carater simplex, multiplex ou vulgar)

i

| 3 | | |
MALDI-TOF Fuséode AR Sequenciagdo Sequenciagdode Pirosequenciagio,
{Objetiva 1) (Ohjetivo 2) didesoxi molécula dnica S8CP, dHPLC, CCM,

(Ohjetiva 3) PFR, RCP-GRT

Figura 1. A. llustragéo do protocolo de enriquecimento. E apresentado um exemplo
para a sequéncia do exdo 8 de 167 pb p153. A formacéo de disparidades em
gqualguer posicao ao longo da sequéncia durante a RCP, permite a desnaturagio
preferencial e amplificacdo dos alelos menores (mutantes) a cada ciclo da RCP. B.
Substituicao da RCP pelo método de enriquecimento; Todos os ensaios de teste
geneticos com base em RCP, beneficiam do enriguecimento das mutagdes durants
a etapa de RCP gue os antecede.
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PRINCiPIO DA RCP CODB OSCILANTE

(& apresentado um exemplo da sequéncia do exio 8 de 87bp pS3 com Tc =83 5)

DESMATURAGED DE 3
ADN =" DESHATURAGAD SELETIVA DAS
SEQUENCIAS COM DISPARIDADES A

I’ TEMPERATURA CRITICATE ~ 865 °C)
do
i 94 C mutarte
R . Rty M\..\W A
.w.x\“‘.r—**“"‘““' {f'} Sﬁ,ﬁ g i
78C 4 N %
F 3 o [rreemee— . -
4~ DIMINUIGAD DATEMPERATUR A fi20 mutante "k
PREFEREECIALMEIEJE HIBRIDIZA A3 DIMINUIGEAD DATEMPERATURA PARA
SEQUENCIAS NAD MUTANTES BWPAR ELHAVENTO DO INICIADOR
4 COM SEQUENCIAS MUTANTES
£ S ¥ 05CILAGAD DE MOLTIPLAS
§ WEZES (por exemplo 104) A —————
S — 55:;(':»@ -------

8. EXTENSAD A T2°C

REPETIGAO DE TODA A ROTINA POR VARIOS CICLOS:
AMPLIFICACAO SELETIVA DE SEQUENCIAS QUE CONTEM MUTACOES EM CADA CICLO

Figura 2: PRINCIPIO DO PROTOCOLO DE ENRIQUECIMENTO OSCILANTE
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FIGURA 3

mutagdes do exdo 8 de p53testadas para o enriguecimento através daRCP CODB

sentido direto 87 pb zentido reverso 37 ph
sertido direto 210 pb B s sentido reversq 10 pb
’ K i * [ SO,
zantido direto 167 pb . e . N sertido reversa 167 pb
v U S e — -
£ X W o - ;
g ¢ I 8823 = 2
? 5§ & P oeYog 2 #
& & s A T 2y
- os # Y88 & b
H =g g 8 T¥F ¢ %
= * % @ T
? g &%
b3 =

mutagdes dos coddes 120 3 de Kras testadas para o enriguecimento através da RCPCO.D.B
sentido rewerso 172 phb

S%zld\iii:it\i\“* sentido reverso 120 pb s
CODON 12 13
GGT GGG
x‘/ *

Sn HRT <
18 HEE
s § - =
o¢ B2 ®
¥ % ; &
g3 %Eh g
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FIGURA 4
RCP convencional seq-*‘lﬁ?jnh:ﬁ%ﬁ R@P"CHEIB%
¥ ' ¥
n'lvlvl‘.llgaﬂ 4410 Q’Wdﬂﬂ (homozig, }ern o mautante I]l!ull;an 1 11] SW'QSB em nijio mutante
U MutagEn GeA MAD visivel asa

Rov st L ~HI% mutakEo
A "'i*.-,,'m"?‘-.. Xk 1@3\

r am»:«*"tra torna-sahetemngatlcs)»
‘» "‘gd.ﬁ mma:,acn

*fv‘*m’lfw A

“Diluiggo 1 CT? emnao mutante

“MutagEn G NG wigheel

I]Iluigan 1:18 CT7 em pao mutante
’ Mutaqan G YISIVEL R

Dulun;ao 1 10 MDR [hetemz:g.:emnau mikginte:
Mutag:au md, A )

i-g% midegan
Z"\;’X 53 ( o :"\) i}cﬁ."\, SN "\L"\ i} { \

: . .*“ %
f“v”"‘yg"?s? “«‘-x;f'_‘% ) ,

Diluigin 1:10 HECZZ'IE {heterozig) emndo mutarke

¥ Mutsi;do:G=T MEDighe]
3 mmas;au

iﬁ& “‘i\i“‘“\f‘\* n\!\? AR

“Diluig

Amnstra néo mutante: SEM MUT&CDES

?fw s *‘ﬂ% *‘f‘%.,,{




5/11

FIGURA 5

RCP convencional a 94 °C seq. 135 pb Kras RCP CODB

¥
Diluigdo 1:10 A549 em ndo mutante
Mu‘tagéu GGET=AGT VISIVEL
o o & RO \': " & o & R DB .

Diluigdo 1:10 A549 (homozig) emndo mutante

b v )
I §i \ H ~30"4’o} mutag o ‘\.'\
Mutagao GGT=AGT NAD visivel : R f \; iy FANS Y
§A&‘.’.!§s‘:’¢dc EIAE)BQ)?(:\'G-& {:\ \&‘k &N\&f\; f)
Eeia em sentido reverso § 085 mutagan 3 Diluigdo 1:33 A549 em ndo ml.larte
AYAYAR JW A At § Mulau;éc: GGT:.E\.GT WISIVEL
PSATAA S = AR
3 “x
[I|Iun;au 1: 1l] PL45 {heterozg ]| emnio rnutﬂnte
Diluigdo 1:10 PL45 {hetemzig.}ftmnﬁu mutante Mutau;au GaT=A0T VISIVEL
Mutagdo GGT=4GT MAOD visiel - F AEN ""'L“393° P
. * PYAGYA N ANATAY
A rnuta-;ao _ v\» \’}(_.-\ & 5;‘ i A

A # i
} i \f J ‘1 N r { Dlluu;ao1 33 PL45 (heterozig.) emnio mutante
\S‘{\'% }(\gf LB AVAY kl\{; Mmaqao GOT=TGT VISIVEL

H"‘V mutai;ao

N
Diluigiio 1:10 CALU I (heterozig.)emnéo mutante \f“&‘* VY \Qi W ‘* al \f (YRS \ "\*
Mutagéo GGT”GT MACH vishvel nuluu,-au 1:10 CALU1 {hetemzlg ]lemnau rmutante
Revewss stopd A%‘bﬁi rnutaqao Mutagdio GGT=TGT "-.-’ISI'\.-"EL
. S Mt
\\“\M g WY, Ny
FR Y] ‘(}{ }\‘j:s‘f\ f\j \\-‘0}\\
Diluigéo 1:10 HCT116 (heterozig. ]lem ndo mutante I]|qu;au 110 HCT116 {hetermgg emnao mutante
~ 50 % mutagdo G --

[ ~ 5 % mutacio GAC REC Visivel
A SAYAYE' Fi,
N‘ ‘yﬁ-\' i e' N, ; k}

WISMEL

Ve sw\

Hédo mutante: SEM mutagdo

SO AN VNV,

Figura 5: Comparagdo do enriquecimenta com RCP convencional seguida da sequenciagio
didesoxi de Sanger. As diluigdes de ADN proveniente de linhas celulares que contém mutagdes
Kras em ndo mutantes, revelam o enriquecimento da mutagdo em varias posigdes da sequéncia
através de RCF CO.D.B.
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FIGURA 6

EXEMPLOS DE MUTAGAO COM NNES DE ENPRESSAO BAIXOS EM AMOSTRAS CLINICAS DE TUMORES
SOLIDOS, ANTERIORMENTE ‘INVISIVEIS' .U.TFUNES DE SEQUENCIM;AO DIDESOXI DE SANGER, QUE AGORAM
SE TORNAM VISIVEIS ATRAVES DA RCP CODB

Sequenciagdo didesoxi de Sanger de amostra CLINICAS de tumores para mutagdes do exio 8 de p53

RCP CONVENCIONAL €4 167 pbpad RCP CO.D.B
(desnaturagio aTc=86,5 °C)

{desnaturagio a94 °C)

s

Y,
Tumor do pulman B3 - g Tumor do pulmao 64

SAC G0 8 © %
A0 N A RASTARFTACL T CALS

G CAaATS & AD
; mutagde MAD visivel
& £2q.em sentido fFan 3 seq em sertido mutagdo G A WVISTVEL
reverso g
A ;}l A ﬁ
x! 'if’v* |

I)"x' reversa L 3
H
:
¢

1 ‘\l\* {i!u. \Rf}{‘é
i

UERIFICMC.ﬁO INDEPEHDENTE

]
ga@araoe FY &TTY

seq. em sentido R muta-;ao MAD xrlsnrel

1 dlre'm !l .

(il o

g3

Tumor do cdlon 20

ey

VERIFICAGAO INDEPENDENTE
mutagia G4 WSTVEL
i

Tumor do colon 20

Ay

wia PFR - vertexto

Figura 6: Amostra clinicas de tumores com baixka prevaléncia de mutagdes do exfo 8 de pa3d
Comparagio de enriguecimento vs. RCP convencional seguindo-se pela sequenciacio didesoxi

de Sanger. O enriguecimento de mutagdes permite a detecio das mutagdes
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FIGURA 7

FCP. CODB dasequénciadoexio8 de7ph ps3’ Enriuecimento; vs. tamantm da sequésicia

A Diluigéo 1:33 HC2218 e ADN néo mutante DIIUI%EG 1 1[1 thABJJ B nan friutatite B

A muidgau Tmrr semaxs prevalente gle sni mutame C

Dlluu;aa 133 CT? Bm ADN a0, mJlame )
Aomutanan A10ma-se mats prevalemp gueanasmutanta

sequéncua de 16? phb,. Tc=865 "C
O aleli: Amuiarte toms-se mass
prevalente du que oalelo:Gondn ml;t’mle

F 3 $ chEIE de sentldo reverso

5. ;vyg‘jx i{ ! i
Ditigao 1:100. EW4E0 em ADN nao mutante sequéncia de 210 pb, Te=87, 5 °c
O aleln A rutante quase igual ao aleln G
nao mutante

A mutagan Tinmaﬂaﬂ Flaratherite visivel Cheterzigaticn’ C}T’;

1 vadsia de sertide fevarso’

AN

Flgura gl A As mutagies guereduzem a ternperatura: de fl.'sai:l deem ser erriguecidas numy
FZIerUCDI” di E||nqu='|:|mento Llrth, & apreqemado g Bnnguecimento; de vanas mitagies pod:
nLma. Sequém:ra de B7 ph sequido de sequenciacdo de Sanger. B. F'mdu' 5 deamp lflca;éu'f
com = 100 pk” PeSUltArT U maidr enriguecirments das mutaf;c:e:. Cantude oenrigliecimentota:
mutagau.e substanicial _( 10 vezes’l para aEE}UEﬁEIa’S de pelo menos 2000k
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