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Resumo

Na presente dissertacdo é apresentado o desenvolvimento de um primer universal para
codificacdo espectral de SNP. A utilizagdo deste primer universal permite que 0 mesmo
oligonucledtido marcado com um doador (D;) possa ser utilizado na analise de mualtiplos SNPs de
forma universal.

Para o desenvolvimento deste primer universal foi necessario verificar se o doador utilizado e
0s aceitantes (que marcam os ddNTPs) permitiam a obtencéo de sinais de FRET que identificassem o
par doador/aceitante formado (e com isso a confirmacdo da reaccdo de extensdo de uma sé base
(SBE)). Para tal utilizou-se D; como primer de SBE e verificou-se que este sistema permitiu a
identificacdo do par doador/aceitante, em reaccBes que continham 1 ddNTP e 2 ddNTPs. Nao foi
possivel, no entanto, discriminar a incorporacdo de 1 ddNTP aquando da presenga dos 4 ddNTPs.

No seguimento, desenvolveu-se o primer universal para codificacdo espectral. Nesta
abordagem, é utilizado um primer que contém, simultaneamente, a sequéncia complementar a
sequéncia adjacente ao SNP que se pretende detectar e a sequéncia complementar a D;. Desta forma,
ap6s uma reaccdo de extensdo de uma s base, a hibridacdo entre D; e o primer universal leva a
aproximacao entre o doador e o aceitante incorporado, permitindo que ocorra transferéncia de energia
entre ambos. A analise espectral dos produtos de reaccdo permitiu a identificacdo do ddNTP
incorporado no primer universal, e desta forma, a identificacdo do nucle6tido que ocupa a posicao a
ser analisada. Foram avaliadas as respostas deste sistema para as seguintes condicdes: 1 template e 1
ddNTP, 1 template e 2 ddNTPs, 2 templates e 2 ddNTPs, 1 template e 4 ddNTPs. Foi possivel
detectar o par doador/aceitante nas reac¢des que continham 1 ddNTP e 1 template. Foi também
identificado o par doador/aceitante nas situagdes que mimetizam genétipos homozigotos (1 template e
dois ddNTPs) e gendtipos heterozigotos (2 templates e 2 ddNTPs). No entanto, ndo foi possivel a
identificacdo do par doador/aceitante nas reac¢Ges que continham os 4 ddNTPs .

Este sistema foi aplicado em 6 amostras bioldgicas contendo um SNP que esta envolvido na
predisposicdo ao desenvolvimento de obesidade, cujo gendtipo foi confirmado por sequenciacdo. Das
6 amostras testadas, o sistema desenvolvido identificou correctamente 4 gendtipos.

Apesar de necessitar de uma optimizagdo mais extensa, o sistema de primer universal
desenvolvido durante esta dissertagdo permite a identificagdo de diferentes SNPs, utilizando 0 mesmo

oligonucledtido marcado com o doador.

Termos Chave: SNP, SBE, FRET, Primer Universal, Codificacdo Espectral.
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Abstract

In the present dissertation it is presented the development of a universal primer for spectral
codification of SNP. This primer allows the use of the same donor labeled oligonucleotide (D,), for
the analysis of multiple SNP.

For the development of this universal primer, it was necessary to verify if the used donor
molecule and acceptors molecules (these acceptor are labeling the ddNTPSs), can be use to produce
unequivocal spectral signatures that identify the presence of a given donor/acceptor pair (and with
this, the confirmation of the success of the SBE reaction). To evaluate this, D; was used as a SBE
primer and it was verified that, this system allowed the identification of the donor/acceptor pair in
reaction with 1 ddNTP and 2 ddNTPs. However, it was not possible to identify the donor/acceptor,
and therefor, the discrimination of the incorporation of 1 ddNTP, when in solution the 4 ddNTPs
where present.

Then, the universal primer was developed. This system combines the sequence specific SBE
primer (that is complementary to the sequence adjacent to the SNP to be analysed) with the
complementary sequence of D;. Therefore, after a template dependent single base extension (using
acceptor labelled ddNTP), the hybridization of D, to its complementary sequence on the universal
SBE primer brings the donor and the acceptor into close proximity, allowing FRET to occur between
the two. A spectral analysis results in the identification of the donor/acceptor pair formed in solution,
and therefore, the SNP being assessed.

The specific FRET signatures were evaluated for the following conditions: 1 template and 1
ddNTP, 1 template and 2 ddNTPs, 2 templates e 2 ddNTPs, 1 template e 4 ddNTPs. It was possible to
identify the donor/acceptor pair formed in the reactions with 1 ddNTP and 1 template. It was also
possible to identify the donor/acceptor pair formed in the reactions that mimics a homozygote
genotype (1 template and 2 ddNTPs) and a heterozygote genotype (2 templates and 2 ddNTPs).
However, it was not possible to identify the donor/acceptor pairs formed in reaction with one template
and the 4 ddNTPs.

This system was applied in 6 biological samples that contained a SNP involved in the
predisposition for obesity. The genotypes of these biological samples were confirmed by DNA
sequencing. Of the 6 tested samples, this system was able to correctly identify 4 genotypes.

The presented system still requires an extensive optimization, but with it, the use of the same

donor labeled oligonucleotide for the detection of different SNP was possible.

Key Words: SNP, SBE, FRET, Universal primer, Spectral Codification.
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O trabalho realizado e apresentado nesta tese foi escolhido para apresentacdo oral nas XXXVII
Jornadas Portuguesas de Genética, Maio de 2012 - Lisboa.

Optimisation of Spectral Codification coupled to SBE for genotyping

M. Cordeira’, P. Baptista', L. Giestas’

' CIGMH/DCV, Faculdade de Ciéncias e Tecnologia/Universidade Nova de Lisboa, Campus da Caparica, 2829-516
Caparica, Portugal, Tel/Fax: +351 212 948 530;

Presenting author’s e-mail: m.cordeiro001@gmail.com

We have previously reported on a strategy that combines Férster Resonance Energy Transfer (FRET) based spectral
codification with a single base extension (SBE) reaction for single nucleotide sequence discrimination in solution [1]. As
proof-of-concept, we showed that this strategy is capable of unequivocally scoring the allele variants present in solution.
To extend the use of this tool to any locus of interest, it would be required the development of an universal approach
capable of combining a sequence specific SBE primer to an universal sequence labelled and optimised for spectral
codification. Here, we demonstrate the optimisation strategy based on a labelled universal oligonucleotide (donor), the
sequence specific primer that allows for incorporation of the complementary modified ddNTP (acceptor). Upon primer
extension, the universal donor oligonucleotide hybridises to the specific SBE primer, bringing donor and acceptor into
close proximity allowing the FRET to occur between the two. Spectral analysis results in identification of the
incorporated acceptor ddNTP, thus of the SNP being assessed. We demonstrate this new genotyping strategy on
synthetic targets encompassing a fragment of the ¢-MYC proto-oncogene.

[1]- Giestas L., Lima J. C., Baptista P. V., 2011. Coupling single base extension to a spectral codification tool for
increased throughput screening. Journal of Biotechnology. 154, 199-204.
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1.Introducao






O Projecto Genoma Humano (PGH), concluido em 2001 e posteriormente refinado em 2004,
teve um profundo impacto na investigacdo biomédica “ * ao permitir uma melhor compreenséo das
funcbes biologicas codificadas no genoma, a natureza molecular de doengas hereditarias, como o
cancro, assim como a descoberta de varios marcadores moleculares associados a predisposicao a
doencas complexas, como a diabetes e o cancro >,

Verificou-se que existe um grande nimero de pequenas variagcdes entre genomas de diferentes
individuos, nomeadamente, duplicacdes, delecgdes, translocacdes, inversdes, sequéncias repetidas em
tandem (VNTR) e polimorfismos de uma Gnica base (SNP — Single Nucleotide Polymorphism) . Os
SNP sdo considerados as variacdes genéticas mais comuns ° (ocorrendo com uma frequéncia média de
1 por cada 1000 pares de bases °). Um SNP corresponde a uma variacdo de um Gnico nucledtido, que
ocupa um locus especifico, e que se encontra representada em pelo menos 1% da populacdo ’. Os SNP
podem ser utilizados como marcadores moleculares para identificacdo de genes polimdrficos que
predispdem os portadores a doencas multifactoriais, como cancro ®, ou a capacidade de metabolizacdo
de farmacos °. Isto porque, quando os SNPs se localizam em regides codificantes, podem alterar a
funcdo ou a estrutura da proteina codificada, mas quando se localizam em regiGes ndo codificantes
(ex. em juncdes intrdo-exdo, promotores, ou sequéncias regulatérias como enhancers) podem alterar
o0s niveis de expressdo génica por alteracdo da estabilidade do mMRNA, ou pela alteracdo dos padroes
de splicing ** ™.

Conjuntos de SNPs também podem ser utilizados para a determinacdo de hapldtipos, isto €, a
combinacdo de alelos localizados no mesmo cromossoma que Sse pode encontrar numa dada
populacdo. Considerando que a probabilidade de recombinacdo entre dois loci é proporcional a
distdncia entre eles, dois alelos que se encontrem préximos terdo maior probabilidade de ser
transmitidos & descendéncia em conjunto — linkage desiquilibrium ** **. Desta forma, um determinado
conjunto de SNPs pode indicar a natureza dos alelos nas suas imediac@es, indicando por isso se 0
portador de determinado SNP ter4 a predisposicdo a determinado fenétipo > ** . Neste contexto, 0
desenvolvimento de tecnologias que permitam a genotipagem de SNP tém sido alvo de intensa
investigacdo, de forma a ser possivel o desenvolvimento de sistemas complementares de diagndstico

fidveis, precisos e com vista a diminui¢do dos custos por ensaio.

1.1. Tecnologias de genotipagem de SNP

Uma grande variedade de métodos para a genotipagem de SNP tem sido desenvolvida ao longo
dos Gltimos anos. As tecnologias de genotipagem de SNP tém, normalmente, duas componentes: uma
das componentes é responsavel pela determinacéo da base que ocupa a posi¢do polimoérfica em ambos
os alelos (discriminagdo alélica) e um método para reportar a presenca de determinado alelo (ou
alelos) numa dada amostra de 4cidos nucleicos *°. Existem trés principios de discriminacio alélica:

por clivagem enzimatica, hibridacao ou hibridag4o seguida de passo enzimatico *° *",



1.1.1. Clivagem enzimética

A utilizagdo de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) foi demonstrada pela
primeira vez por Botstein et al. em 1980 *® na aplicacdo a estudos de linkage em humanos. Nesta
técnica sdo utilizadas enzimas de restricdo que tém a capacidade de reconhecer e hidrolisar sequéncias
especificas de DNA, e desta forma gerar fragmentos com tamanhos definidos ** %°. Assim, a presenca
de um determinado SNP nas sequéncias de reconhecimento pode impedir a actuacdo das enzimas de
restricdo. Consequentemente a presenca ou auséncia de determinado SNP nos diferentes alelos pode
ser detectada através dos diferentes padrdes electroforéticos gerados. Este método tem a desvantagem
de ser dependente das sequéncias de restricio e desta forma das enzimas de restricdo disponiveis .

Posteriormente, Lyamichev et al. desenvolveram o método designado por Invader assay #.
Nesta abordagem, a utilizacdo de uma 5’-exonuclease (FLAP endonuclease %) permite a clivagem de
um complexo tridimensional. Aqui sdo utilizados dois oligonucleétidos: um deles é totalmente
complementar a sequéncia adjacente (em 5°) e ao nucleétido a ser avaliado; o outro oligonucleétido é
complementar a sequéncia a 3” da posicdo a ser avaliada. Este segundo oligonucleétido é modificado
em 5’ com um fluoréforo e internamente com um supressor de fluorescéncia (quencher). Quando
ambos oligonucledtidos hibridam com a sequéncia alvo é formada uma estrutura tridimensional que
pode ser clivada, se o segundo oligonucleétido contiver uma base complementar a posicdo
polimérfica **. Com a clivagem de parte da seccdo do oligonucleétido duplamente modificado, o
fluoréforo € separado do quencher permitindo a deteccdo do nucledtido que ocupa a posicdo
analisada, através da emissdo de fluorescéncia por parte do fluoréforo. Esta metodologia foi refinada
por Hall et al. ® através da combinago de duas reaccdes de clivagem num Gnico ensaio homogéneo
(SISAR - Serial Invasive Signal Amplification Reaction). No entanto, estas técnicas (Invader assay e
SISAR) tém a desvantagem de um dos oligonucle6tidos necessitar de dupla marcacgéo, elevando os

custos por genotipagem de SNP %,

1.1.2. Hibridacéo

Os métodos de discriminacdo alélica baseados em hibridagdo dependem da eficiéncia de
hibridacéo entre duas cadeias simples complementares e na estabilidade da cadeia dupla formada #'.
Em condigdes optimizadas, o emparelhamento incorrecto de uma base (mismatch) é suficiente para
destabilizar a hibridacdo *°. Geralmente, a capacidade de discriminacdo de sistemas baseados em
hibridacdo é dependente da estabilidade térmica da dupla cadeia formada e das condicdes de
estringéncia utilizadas % e estas dependem do desenho da sonda (ex. tamanho), da localizag&o da base
polimoérfica na sonda e das condigdes de hibridacao %%,

A metodologia mais simples para a discriminacdo de alelos em posi¢es polimorficas é a
utilizacdo de sondas de hibridacdo especificas para cada alelo (ASO - Allele Specific

oligonucleotides). Neste caso, o desenho da sonda e/ou condi¢cBes de estringéncia elevada sdo



suficientes para que um Gnico mismatch previna a hibridacio da sonda ndo complementar ** *'. Os
Microarrays desenvolvidos pela empresa Affimetrix, também s&o baseados nestes principios *. Estes
sistemas permitem a genotipagem de uma extensa quantidade de SNPs por chip, cerca de 900 000 *,

mas tém a desvantagem de terem elevados custos associados 2,

1.1.3. Hibridac&o seguida de passo enzimatico
Dos métodos de discriminacdo alélica baseados em hibridagcdo com posterior passo enzimatico,
a metodologia mais simples denomina-se por hibridagdo competitiva de primers (COP — Competitive

oligonucleotide Priming). Esta metodologia foi desenvolvida por Gibbs et al. *

e envolve a utilizagéo
de dois conjuntos de primer. Um deles é totalmente complementar ao template da reac¢do e o outro
conjunto é formado por varios primers que diferem nos nucleétidos na posicdo avaliada
(normalmente, a meio do primer). Desta forma, em condigdes de estringéncia elevada, a hibridacéo do
primer 100 % complementar é favorecida. Através da marcacdo diferencial dos diferentes primers
(por exemplo, diferentes fluordforos para diferentes primers) é possivel determinar qual deles é
incorporado no produto de PCR (Polymerase Chain Reaction) formado. Este sistema tem a
desvantagem de necessitar de uma extensa optimizacdo, para cada SNP a detectar, de forma a garantir
as condicBes Optimas de PCR. SO desta forma é possivel minimizar a extensdo de primers com
mismatches *.

Uma abordagem que permite maior sensibilidade é apresentada no sistema ARMS
(Amplification refractory mutation system), desenvolvido por Newton et al. *’. Neste caso, um dos
oligonucledtidos iniciadores (primers) da reaccdo € desenhado de forma a que o nucledtido presente
na extremidade 3’ se sobreponha ao residuo polimorfico. Se esta sobreposicdo resultar num
emparelhamento incorrecto (mismatch), a eficiéncia de amplificacédo é reduzida.

A técnica de ligacdo de oligonucledtidos (OLA — Oligonucleotide Ligation Assay) foi
desenvolvida por Landegren et al. . Esta permite a deteccdo de bases polimérficas utilizando dois
oligonucledtidos que hibridam lado a lado (extremidade 3’ de um oligonucledtido ao lado da
extremidade 5’ do outro oligonucleétido), num alvo complementar de DNA. Tal como em ARMs, a
discriminagdo da posi¢do polimoérfica é feita pela sobreposicdo da extremidade 3° de um dos
oligonucledtidos, uma vez que as Ligases comummente utilizadas nestes ensaios (T4 DNA ligase e
Tth DNA ligase) apresentam maior poder discriminatério em mismatches presentes nas bases em 3’
% Se estes oligonucledtidos forem totalmente complementares ao template, a ligase promove a
transesterificagdo entre os dois oligonuclettido levando a formacdo de uma ligacéo fosfodiéster entre
estes dois oligonucledtidos. Se a posicdo polimorfica ndo contiver o nucleétido complementar ao

nucledtido 3°-OH, os dois oligonucledtidos mantém-se separados “* %

A utilizacdo de
oligonucledtidos de diferentes tamanhos e diferencialmente marcados permitem a utilizacdo deste

sistema em multiplex . Esta técnica tem a vantagem de ser rapida e compativel com PCR (PCR-



OLA®), tornando-a apropriada para genotipagem em grande escala **. No entanto, para a aplicacio de
genotipagem em grande escala, s80 necessarias varias sondas com marcagao e/ou passos de separacao
dos produtos de reacgéo °.

Dentro das reac¢Oes de hibridagdo seguidas de um passo enzimatico, encontra-se a técnica de
extensdo de uma s6 base (SBE — Single Base Extension). Sendo a técnica escolhida para a realizacéo
dos trabalhos que suportam esta dissertacao ser-lhe-a dado especial destaque na sec¢do seguinte.

1.1.3.1. Reaccdo de extensdo de uma so base

A SBE (ou ‘mini-sequencia¢do’) ¢ uma técnica robusta que permite a genotipagem directa de
um determinado locus. As reaccdes de SBE foram descritas pela primeira vez por Syvénen et al. ** em
1990, na genotipagem do gene codificante da apolipoproteina E. Estas reacgOes sdo baseadas na
utilizacdo de um oligonucledtido iniciador (primer) complementar a sequéncia adjacente (em 5”) da
posicao que se pretende analisar. Apos a hibridacdo deste primer, DNA polimerases com a capacidade
de utilizar dideoxinucleétidos (ddNTP), catalisam a incorporacdo do ddNTP complementar ao
nucledtido que se pretende analisar que, por ndo possuir o grupo OH na posi¢do 3’°, impede a
transesterificacdo de novo desoxiribonucleétido (ANTP) ou ddNTP ** “. As DNA polimerases ndo
deverdo apresentar actividade exonucleolitica 3°-5’ (proof-reading), para evitar a degradacdo do
primer #’. No entanto, a utilizacdo de analogos de DNA, como por exemplo, LNA (Locked Nucleic
Acid) permitem a utilizacdo de enzimas com proof-reading, aumentando a especificidade da reac¢édo
8Os ddNTPs podem ser utilizados como substratos pela DNA polimerase do bacteriéfago T7, pelo
fragmento Klenow da DNA polimerase de E.coli, no entanto, a utilizacdo de variantes geneticamente
modificadas destas DNA polimerases aumenta a eficiéncia e a especificidade das reaccdes de SBE **
50.

Como referido os ddNTP sdo analogos a dNTPs que ndo contém o grupo hidroxilo na
extremidade 3’ (carbono 3 da pentose). Desta forma, funcionam como terminadores da polimerizagao,
impedindo a adi¢do de novo nucledtido em 3’ *'. A utilizacdo de ddNTPs marcados é preferivel em
relagdo a utilizacdo de dNTPs, considerando que a incorporagdo de ddNTPs termina a extenséo da
cadeia e, desta forma, impossibilita a incorporacao de dois, ou mais, dNTPs diferentes (marcados com
diferentes grupos repérter) permitindo uma genotipagem precisa e mais sensivel *2. Estes ddNTPs

podem ser modificados com fluoréforos (com emissdes distintas para cada nucleé6tido) ****, ou com

etiquetas de massa (mass tags) > %’

, consoante 0 método de deteccdo utilizado na identificagdo do
ddNTP incorporado. A marca¢do com mass tags tem como objectivo alterar, de forma significativa, a
massa molecular dos ddNTPs. Assim, é possivel a identificacdo do ddNTP incorporado atraves de
espectrometria de massa ** .

No caso de os ddNTPs serem modificados com fluoroforos, a identificagdo do nucleétido que

ocupa a posicao polimorfica é realizada através da identificagdo da emissdo de fluorescéncia do



fluoréforo incorporado no primer de SBE. Nesta abordagem, a deteccdo do ddNTP incorporado pode
ser realizada em meio homogéneo ou em meio heterogéneo.
A deteccdo em meio homogéneo pode ser realizada através do método de polarizacdo de

fluorescéncia *® ou através do fenémeno de FRET (Férster Ressonance Energy Transfer) > >

, que
serd detalhadamente descrito na sec¢do seguinte. A utilizagdo de FRET como modo de discriminacéo
do ddNTP incorporado no primer de SBE requer que este seja marcado com um fluoréforo doador e
que 0 ddNTP seja marcado com um fluoréforo aceitante. Desta forma, cada primer marcado com um
doador é especifico e s6 podera ser utilizado para a discriminagdo de um SNP, elevando por isso 0
custo da genotipagem. A deteccdo em meio homogéneo tem a vantagem de ndo requerer a separacao
dos produtos da reaccdo de SBE, minimizando por isso, 0s passos necessarios até a obtencdo dos
resultados de genotipagem.

A deteccdo em meio heterogéneo pressupde a utilizacdo de superficies de forma a permitir a
separacdo dos produtos de SBE dos restantes componentes de reaccdo. Nestas abordagens, o primer
de SBE contém, normalmente, uma sequéncia especifica de reconhecimento (na extremidade 5)
(Tag). Apds a reaccao de SBE, a hibridacdo desta Tag com oligonucledtidos funcionalizados numa
determinada superficie permite a imobilizacdo dos produtos de SBE e desta forma a separacdo dos
restantes componentes da reaccdo. Este é o principio de funcionamento de microarrays
desenvolvidos, para a discriminacdo de SNP, utilizando reac¢des de SBE *°. Esta abordagem permite
que varios SNP sejam detectados num mesmo chip uma vez que, apds a reac¢do de SBE, os diferentes
primers sdo separados dos restantes componentes da reac¢do pela hibridacdo das Tags com o0s

respectivos oligonucleétidos funcionalizados na superficie sélida * *°.

A utilizacdo de reaccBes de SBE na genotipagem da SNP torna-se vantajosa, em relagcdo a
métodos baseados apenas em hibridacao (como por exemplo, as sondas ASO). Isto porgue, a distincao
entre variantes alélicas é mediada por um passo enzimatico, que tende a ser altamente especifico
(depende da polimerase utilizada). Desta forma, a discriminacdo entre alelos homozigéticos e
heterozigéticos ndo é dependente da ligeira diferenca de estabilidades entre sondas totalmente
complementares e sondas com mismatches, que podem sofrer grandes discrepancias consoante as
condicdes de estringéncia utilizadas ®. Esta técnica de genotipagem apenas requer a utilizacdo de um
primer (marcado ou ndo), ao contrario das abordagens como COP, ARMs ou ASO. Considerando gque
o primer utilizado nas reac¢des de SBE, ndo necessita de se sobrepor a base a ser identificada (como
nas técnicas anteriormente referidas), o mesmo primer pode ser utilizado para casos de homo- e
heterozigotia. As reac¢cdes de SBE apresentam uma capacidade de discriminagdo entre homo- e

heterozigéticos superior a sondas ASO, em uma ordem de grandeza .



1.2. Forster Resonance Energy Transfer

FRET — Forster Resonance Energy Transfer - é um processo fisico de transferéncia de energia
nao radiativo entre uma molécula — o doador - electronicamente excitada para uma outra molécula - o
aceitante - que se encontra no estado fundamental. A transferéncia de energia por ressonancia foi
matematicamente descrita por Theodore Férster, em 1948 ®. Esta transferéncia ocorre através de
interacgBes dipolo-dipolo entre os diferentes estados electronicos do doador e do aceitante, ndo
envolvendo a emisséo e a reabsorcdo de fotbes. O diagrama de Jablonski na Figura 1.1 representa, de
forma simplificada, o processo de FRET.

D*

Figura 1.1. Representacdo esquematica de transferéncia de energia de um doador no estado excitado
(D*) para um aceitante no estado fundamental (A) através de um processo ndo radiactivo

Apos transferéncia de energia o aceitante passa ao estado excitado (A*), sequindo-se o seu decaimento para
estado fundamental. hv- comprimento de onda de excita¢cdo do doador; hv’- Comprimento de onda de emissdo
do doador; hv’’- comprimento de onda de emissdo do aceitante.

As linhas continuas representam os processos radiactivos; as linhas onduladas representam 0s processos nao

radiactivos. Adaptado de ‘Forster resonance energy transfer — A spectroscopic nanoruler: Principle and

applications’ ®*,

Para a compreensao do processo de FRET é necessario considerar quatro estados electrénicos:
Os estados fundamentais e o0s estados excitados do doador e do aceitante (D, D* e A, A*,
representados na Figura 1.1). Considerando o caso em que ambas as moléculas se encontrem no
estado fundamental (D e A): a absor¢do de energia por parte do doador (fotdes com comprimentos de
onda adequados- hv na Figura 1.1) promove o doador para o estado excitado (D*). No caso de ndo
existir um aceitante adequado na proximidade do doador, este pode retomar ao estado fundamental
por emisséo de fotdes (hv’ na Figura 1.1) e por processos ndo radiativos (seta ondulada 2 na Figura
1.1). No caso de existir um aceitante adequado na sua proximidade, o doador pode transferir parte da
sua energia de excitagdo (através do acoplamento dipolar — seta ondulada 1 na Figura 1.1) para o
aceitante no estado fundamental, promovendo-o para o estado excitado. O aceitante pode retornar ao
estado fundamental através da emissdo de fotdes (hv’’- Figura 1.1), no caso de o0 aceitante ser um

fluor6foro %4,



A eficiéncia de transferéncia de energia (®g) € inversamente proporcional a sexta poténcia da
distancia (R) entre o doador e o aceitante e é dependente da distancia de Forster (Ro) que é definida
como a distancia a qual a ®; é de 50% - expresséo 1 %.

_ _RS
R$+R®

Et (expressao 1)

Esta expressdo mostra que a ®@g € dependente do inverso da sexta poténcia da distancia (R) que
separa o doador do aceitante quando esta se aproxima de Ry, como se pode observar na Figura 1.2.
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Figura 1.2. Variacdo da eficiéncia de transferéncia de energia em funcdo da distancia que separa o

doador do aceitante
A esfera a azul representa a emissdo do doador; a esfera a vermelho representa a emissao do aceitante

Ry é proporcional ao integral de sobreposicdo espectral entre o espectro de emissdo do doador e
0 espectro de absorcdo do aceitante, sendo caracteristica do par doador/aceitante utilizado — Figura
1.3.
Sobreposicao espectral

Emissao do
doador

Absorgao do
aceitante

Comprimento de onda (nm)

Figura 1.3. Sobreposicdo entre espectro de emissdo do doador e espectro de absorcdo do aceitante
Adaptado de http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/References/Molecular-Probes-The-Handbook/Technical-Notes-
and-Product-Highlights/Fluorescence-Resonance-Energy-Transfer-FRET.html



Ro (e como tal a ®g,), para além de ser dependente do integral de sobreposicdo do espectral,
também é dependente da orientacdo espacial do momento dipolar de emissdo do doador em relagéo ao
momento dipolar de absorcdo do aceitante. Se os vectores destes momentos forem perpendiculares, a
eficiéncia de transferéncia é nula, se forem coplanares a eficiéncia de transferéncia é maxima, caso as
restantes variaveis mencionadas anteriormente e distancia o permitirem **,

A @, pode ser inferida através da comparacdo entre a emissao de fluorescéncia do doador na
auséncia do aceitante (Fp) e na presenca do aceitante (Fpa), no caso de as medidas serem realizadas
em estado estacionario — expressdo 2 %, ou pela comparacdo dos tempos de decaimento nestas
mesmas condigdes (tp e Toa), quando as medidas sdo realizadas por medidas resolvidas no tempo —

expressdo 3 ®.

F, ~
Dp=1-— FLDA (expresséo 2)
Pp=1-— TTD—DA (expressdo 3)

Em termos praticos, quando a distancia entre o doador e o aceitante € muito superior a Ry, a
transferéncia de energia entre doador e aceitante ndo ocorre. A medida que esta distancia se aproxima
de Ry, a @ g aumenta abruptamente — Figura 1.2. O intervalo de distancias a qual ocorre FRET, esta
compreendido entre os 10 e os 100 Angstrém (A). Tendo em conta o intervalo de distancias & qual

ocorre FRET e que ®g, tem uma forte dependéncia na distancia que separa o doador do aceitante, este
fendmeno tem sido amplamente aplicado no estudo de interaccdes de biomoléculas. Existem descritos

na literatura varios exemplos da aplicacdo deste fendmeno, homeadamente no estudo do folding de

67 6 69

proteinas ®, interaccdes proteina-proteina ®, localizacdo intracelular de proteinas ®, estudo de

estruturas de DNA in vivo " e in vitro %, entre outros ">,

A aplicacdo de FRET em tecnologias de genotipagem de SNP, como reaccdes de SBE, pode ser
realizada através da utilizagdo de um primer marcado com um doador e através de ddNTPs marcados
com diferentes aceitantes, que emitam a comprimentos de onda diferentes (bandas de emissdo
distintas para os 4 ddNTPs). Desta forma, apo6s uma reac¢do SBE, o ddNTP complementar (marcado
com o0 aceitante) ao que se encontra na posicdo avaliada é incorporado no primer, levando a
aproximacdo do doador e do aceitante, permitindo que FRET ocorra entre ambos. Desta forma, a
identificagdo do nucledtido que se encontra na posicdo avaliada é possivel através do aumento na
intensidade de emissédo de fluorescéncia do aceitante ligado ao ddNTP incorporado.

O ntmero de SNP analisaveis na mesma reac¢do depende do numero de diferentes primers
marcados com diferentes doadores. No entanto, a utilizagdo de multiplos doadores na mesma reaccéo

pode resultar em sinais de FRET dubios, uma vez que a distingdo dos sinais obtidos aquando da

10



excitacdo directa do doador 1 pode ndo ser claramente distinguivel dos sinais obtidos aquando da
excitacdo directa do doador 2 ™. Ou seja, 0 sucesso desta abordagem depende da possibilidade de
obtencdo de sinais claros de FRET que permitam a identificacdo clara dos ddNTPs incorporados em
cada primer (identificacdo dos pares doador/aceitante formados em solucédo). Esta identificacdo pode
ser dificultada devido a excitacdo cruzada dos aceitantes, aquando da excitagdo directa de cada um
dos doadores.

Giestas et al., apresentaram um modelo matematico que permite a descodificacdo dos sinais de
FRET obtidos " . Esta metodologia de codificacdo espectral permite a distingdo entre: dois loci
homozigéticos; dois loci heterozigéticos; e um locus heterozigético e um locus homozigético. Nesta
abordagem, os doadores sdo selectivamente excitados, isto €, cada um dos doadores é excitado ao seu
maximo de absorcao, e a resposta dos aceitantes permite determinar o par doador/aceitante formado.
Para a realizacdo da codificacdo espectral, é necessario obter os espectros de cada fluor6foro de forma
a construir o espectro de emissao de uma amostra com determinada composic¢do, através do ajuste ao
espectro de emissdo obtido experimentalmente para a mesma amostra. Os coeficientes resultantes
deste ajuste podem ser comparados aos coeficientes tedricos gerados para as possiveis composicdes
de amostra e, assim, identificar os pares doador/aceitante existentes na amostra em analise.

Estes coeficientes tedricos sdo dependentes dos coeficientes de extingdo molar de cada
fluoréforo, assim como da ®¢; para cada par doador/aceitante " .

Posteriormente, esta codificacdo espectral foi acoplada a reaccBes de SBE e foi demonstrado
que esta também permite a identificacdo inequivoca e simultanea de dois loci homo- e/ou
heterozigoticos *°. Apesar da versatilidade deste método, este tipo de genotipagem (hibridacdo
seguido de passo enzimatico) requer tantos primers marcados com doadores consoante 0 nimero de
SNPs que se pretendem detectar na mesma reaccdo, de forma a que cada doador codifique um SNP
especifico. Isto porque, cada primer marcado é composto por uma sequéncia especifica que é
complementar a sequéncia adjacente ao SNP que se pretende detectar. Desta forma, cada primer
marcado s6 pode ser utilizado na analise de um Unico SNP. De forma a contornar este problema e
diminuir os custos deste tipo de genotipagem, neste trabalho € proposto o desenvolvimento de um
primer universal para codificagdo espectral, que permita a utilizagdo do mesmo primer marcado com

doador para a analise de multiplos SNPs.

1.3. Modelo biomolecular utilizado

1.3.1. C-MYC

O proto-oncogene C-MYC encontra-se localizado no cromossoma 8, e codifica um factor de
transcricdo com capacidade de remodelar a estrutura da cromatina "', Este factor de transcricio esta

em envolvido em maltiplos papéis celulares, como por exemplo, a regulagdo da proliferacéo celular,
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diferenciacio e apoptose, através da alteracio da expressdo de diversos genes "%, A elevada expressao
deste gene esta envolvida em diversos tipos de cancro, como melanomas, carcinomas e leucemia *.

A escolha deste alvo prendeu-se principalmente com a sua relevancia transversal na
tumorigenese e, de um ponto de vista pratico, com o facto de existirem inimeros recursos biol6gicos
no Grupo de Nanotheranostics@CIGMH, onde foi realizado o projecto * 8. Deste modo, foi possivel
ter acesso directo a um template adequado para desenho do primer universal para codificacdo

espectral em condicBes que maximize a eficiéncia da reaccdo de SBE.

1.3.2.FTO

A obesidade é um problema crescente de saude a nivel mundial que afecta pessoas de todas as
idades, de ambos os géneros e dos diferentes grupos étnicos . O desenvolvimento de obesidade esta
associado ao desenvolvimento de varias doencas como diabetes melltius 2, doencas cardiovasculares,
hipertenséo e algumas formas de cancro %,

Estudos de associacdo de genomas (GWAS — Genome Wide Association Studies), realizados

por Fralying et al. ¥ demonstraram que o SNP rs9939609, no gene FTO (Fat mass obesity associated
gene), estava associado a individuos com indices de massa corporal elevados. Estudos
bioinformaticos de comparacdo de homologias, prevéem que este gene codifique demetilases de
DNA/RNA ®, existindo estudos biogquimicos que suportam essas previsdes ®, podendo este gene estar
envolvido na regulacdo epigenética de genes envolvidos no desenvolvimento e manutencdo de
adipdcitos *. Este SNP pode ser composto pelo alelo que contém uma timina (variante alélica T) ou
pelo alelo que contém uma adenina (variante alélica A), considerada a variante de risco.
Na amostragem utilizada, os individuos homozigo6tos para a variante alélica A apresentam 1,67 vezes
maior probabilidade de serem obesos e individuos heterozigétos apresentam 1,3 vezes maior
probabilidade de serem obesos, em relacdo a individuos homozigéticos para a variante alélica T ¥'.
Existem indicios que a presenca da variante alélica A, promove um aumento de expressdo do gene
FTO % Este gene, que tem 9 exdes, localiza-se no cromossoma 16 e 0 SNP rs9939609 esta localizado
no primeiro intrdo. Segundo o consércio HapMap, este SNP apresenta linkage desiquilibrium com 45
SNPs que se encontram numa zona de 45 kb &', entre os dois primeiros intrdes e o sequndo exdo do
gene FTO.

Para além da relevancia clinica e, & semelhangca do alvo anterior, a escolha deste alvo
prendeu-se com razdes praticas e com a possibilidade de colaboragdo com outros projectos a decorrer

no seio do grupo.
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2. Objectivos

O presente trabalho teve como objectivo principal desenvolver um sistema de primer universal de
SBE para codificacdo espectral baseada em FRET para detecgdo simultdnea de diferentes SNPs. O
primer universal a ser desenvolvido terd de permitir a utilizacdo do mesmo primer marcado com

doador na andlise de varios SNPs diferentes.
Especificamente pretendeu-se:

o Avaliar a ocorréncia de FRET, utilizando o primer marcado com doador como primer de SBE e

ddNTPs marcados com diferentes aceitantes

o Desenhar e optimizar um sistema de primer universal para SBE (in silico)

Aplicar o primer universal em amostras de crescente complexidade (oligonucledtidos sintéticos e
produtos de PCR)

(0]

Aplicar o primer universal em produtos de PCR contendo SNP com interesse clinico

(0]
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3.1. Materiais
3.1.1. Reagentes

3.1.1.1. Reagentes quimicos

Tabela 3.1. Reagentes quimicos utilizados

Reagente Fabricante
Ampicilina
Acido Borico
Glicerol Sigma-Aldrich
Glucose
Fenol
Cloroférmio
Hidroxido de sodio
Acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA)
Cloreto de magnésio Merk
Acetato de sodio
Dodecilsulfato de s6dio 90% (w/v)
(SDS)
Acido acético Panreac
Trls(hldrOX|I)a}mlnometano Fluka
(Tris)
Triptona Difco
Agar
Agarose Invitrogen
NuSieve GTG Agarose Fmc Bioproducts
Etanol absoluto Panreac
Extracto de levedura Usb
Gel red Biotium

3.1.1.2. Reagentes bioldgicos

3.1.1.2.1. Enzimas

As reaccdes de PCR foram realizadas na presenga DreamTaq DNA polymerase (Fermentas).

Para as reac¢des de SBE utilizou-se a Thermosequenase (GE Healthcare).

3.1.1.2.2. Marcadores de pesos moleculares

Todos os géis de agarose foram efectuados na presenga de GeneRulerTM DNA Ladder Mix,

ready-to-use (Fermentas).

3.1.1.2.3. Oligonucleétidos de DNA e ddNTPs

Os oligonucle6tidos de DNA ndo marcados e marcado com doador foram adquiridos a STAB-
Vida, sendo utilizados sem processos de purificagdo posterior. Os ddNTPs marcados com 0s

diferentes aceitantes foram adquiridos a Jena Bioscience.




Tabela 3.2. Oligonucledtidos sintéticos alvo
As bases que diferem entre os diferentes alvos encontram-se sublinhadas

Designacéo Sequéncia (5’ para 3°)
TLT gcaccagggttagcagacatgcgtggtcccatcgtctgtca
TLA gcaccagggtaagcagacatgegtggtcccatcgtctgtea
TLC gcaccagggtcagcagacatgegtggtcccategtctgtca
TLG gcaccagggtgagcagacatgcgtggtcccatcgtctgtca
Univ-TLT actgttctcgtcgtttccgcaacaagtcctcttcagacg
Univ-TLA actgttctcgacgtttccgcaacaagtcctcttcagacg
Univ-TLC actgttctcgecgtttccgcaacaagtcctcttcagacg
Univ-TLG actgttctcggcgtttccgcaacaagtcctcttcagacg

Tabela 3.3. Primers universais de SBE

Designacéo Sequéncia (5’ para 3°)
Univ-MYC agcagacatgcgtggtcccaggacttgttgcggaaacg
Univ-FTO agcagacatgcgtggtcccatgcgactgctgtgaattt

Tabela 3.4. Primers utilizados nas reacgdes de PCR

Designacao Sequéncia (5’ para 3°) Tm (°C)

C-MYC fwd gctcatttctgaagaggactt 52,4

C-MYC rev aggcagtttacattatggcta 51,5
FTO fwd gcaaaatggcaacacacact 51
FTO rev cagcccaaggatggtgttt 52

Tabela 3.5. Oligonucledtido revelador marcado com doador

: ~ Sequéncia Modificacéo MéX|mo~de Méx[mq f
Designacao (5’ para 3’) s Absorc¢ao Emissao
(nm) (nm)
D, tgggaccacgcatgtctgct Aleﬁa?,g luor 430 530
Tabela 3.6. ddNTPs marcados com aceitantes
. ~ s Maximo de Absorcéo Maximo de Emisséo
Designacao Modificacéo
(nm) (nm)
ddu Alexa Fluor 546 546 570
ddA Alexa Fluor 568 568 602
ddC Alexa Fluor 594 592 620
ddG Alexa Fluor 634 634 650

3.1.1.2.4. Amostras biol6gicas

O clone contendo parte do exdo 3 do gene C-MYC foi construido e gentilmente cedido por
Jodo Conde. O vector utilizado e a sequéncia do fragmento clonado sdo apresentados na Figuras A.1 e
em A.2 no anexo A. A confirmagdo da clonagem foi efectuada por sequenciacdo, encontrando-se o

flurograma de sequenciacdo na Figura B.1 no anexo B.
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As 6 amostras bioldgicas contendo o gene FTO foram gentilmente cedidas por Fabio Carlos da
empresa STAB-Vida. A regido contendo o SNP a ser analisado foi verificada por sequenciacdo. Os 6
fluorogramas de sequenciacéo sdo apresentados na Figura B.2 a B.7 no anexo B.

3.1.1.2.5. Meio de cultura Luria Bertani

10 % (p/v) triptona

5 % (p/v) extracto de levedura
10 % de NaCl

Ajustar para pH 7 com NaOH
Autoclave

3.1.2. Equipamentos

Tabela 3.7. Equipamento utilizado

Modelo Fabricante
DNA Engine Peltier Thermal Cycler BioRad
Centrifuga refrigerada (3- 16K .
Centrifgga de gancada( (1-14)) Sartorius
Espectrofotometro ND1000 NanoDrop
Gel Doc XR+ Molecular Imager system Hellma
Espectrofluorimetro Cary Eclipse com .
. Varian
controlo de temperatura por Peltier
Célulag de quartzo com percurso de Hellma
excitacdo 1 cm (105.254-QS)

3.2. Métodos

3.2.1. Condicdes de espectrofluorimetria

Os parametros de medicdo dos espectros de emissdo encontram-se na Tabela 3.8. Tracar 0s

espectros de emissdo entre os 450 nm e 0s 750 nm.

Tabela 3.8. Parametros de medigdo dos espectros de emissao

Comprimento Poténcia do Velocidade de Temperatura
Condigéo de onda de fotomultiplicador varrimento (°C)
excitagao (nm) V) (nm/min)
1 430 800 120 20
2 430 600 600 20
3 430 800 120 20
5 a 80, com
4 430 600 120 incrementos de
5
5 430 800 120 20
6 430 800 120 64
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3.2.2. Espectros de emissdo de ddNTPS e doadores isolados

Preparar 245 pl de tampé&o de SBE (Tris-HCI 52 mM pH 9,5 e MgCl,13 mM).

Dividir esta solu¢do em 4 fracgdes de 48 pl e numa de 47,5 pl.

. A cada uma das fracgdes de 48 pl adicionar 2 pl (25 pM) de um dos ddNTPs (ddU, ddA, ddC,
ddG), para concentracdo final de 1uM.

. A fraccio de 47,5 pl adicionar 2,5ul de D; (de solugdo a 10 uM), para concentragéo final de
0,5 uM.

. Tragar espectros utilizando a condig&o 1, descrita na Tabela 3.8.

3.2.3. SBE em templates sintéticos utilizando oligonucle6tido marcado com

doador (D;) como primer de SBE

3.2.3.1. Reaccdo com um template de DNA sintético e respectivo ddNTP

Preparar 250 pul de solucdo_SBE_1 (1 uM de Dy, Tris-HCI 52 mM pH 9,5 e MgCl, 13 mM).

. Aliquotar 24,5 pul desta solucdo e adicionar 0,5 pl do template TLT (50 uM) para
concentragdo final de 1 puM.

Dividir a solugdo_SBE_1 excedente em 4 fraccBes de 48,2 pl.

. A cada fraccdo, adicionar do 1 pl template (50 uM) contento uma base diferente na posic¢do a
ser analisada (TLA, TLT, TLC e TLG) para uma concentracao final de 1uM.

. Adicionar 0,8 pul do ddNTP (250 uM) complementar a base a ser avaliada (ddU, ddA, ddG,
ddC, respectivamente), para concentracado final de 4 M.

Dividir cada uma das fraccdes em duas de 24,38 pl.

. Adicionar a uma das frac¢des 0,62 ul de Thermosequenase (3,2U/ul), para concentracao final
de 2 U. A reaccdo controlo, adicionar o mesmo volume em agua.

Estas reaccdes sujeitas ao programa de ciclos térmicos descrito na Tabela 3.9.

Tabela 3.9. Programa de ciclos térmicos utilizado nas reaccdes de SBE em templates sintéticos

Passo Temperatura (°C) Tempo (s)
1 95 60
2 95 10
3 62 30
4 Passo (2) e (3) foram repetidos 35 vezes

9. Perfazer o volume para 50 pl com tampao de SBE (Tris-HCI 52 mM e MgCl, 13 mM).

10. Tracar os espectros de emissao utilizado a condicéo 2, descrita na Tabela 3.8.
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3.2.3.2. Precipitagdo da reaccdo de SBE com um template sintético de DNA e
respectivo ddNTP

As reaccBes preparadas na seccio 3.2.3.1:
1. Adicionar 1—10 do volume da reaccéo de acetato de sédio 3 M pH 5,4.

Adicionar 2 volumes de etanol absoluto.

Incubar durante 270 minutos a -20 °C.

Centrifugar amostras a 20800 xg durante 30 minutos a 4 °C.
Descartar sobrenadante e lavar pellet com 800 pl de etanol a 70 %.
Centrifugar amostras a 20800 xg durante 15 minutos a 4 °C.
Secar pellet com auxilio de Speed Vac.

Ressuspender pellet em 50 pl de tampéo de SBE.

© 0o N o o B~ w D

Incubar durante 15 minutos a 37 °C.

10. Tracar espectros utilizando a condicéo 2, descrita na Tabela 3.8.

3.2.3.3. Reacc¢ado de SBE com dois templates de DNA sintetico e dois ddNTP

1. Preparar 87,5 pl da solucdo_SBE_1 (ver composicao na sec¢do 3.2.2.1).

2. Aliguotar 24,75 ul desta solucgéo e adicionar 0,25 ul dos templates TLT e TLC (100 uM) para
concentracdo final de cada template de 1 uM.

3. A 59,25 ul da solucdo reaccional excedente, adicionar 1 pul de ddA e ddG (250 uM) para
concentracdo final de 4 uM, e adicionar 0,625 pl de TLT e TLC (100 uM), para concentracao
final de 1 uM de cada template.

4. Dividir a em duas fracgdes de 24,4 ul. Adicionar a uma delas 0,62 pl de Thermosequenase
(3,2 U/ul). A reacco controlo, adicionar o mesmo volume em agua.

5. Paralelamente, preparar reac¢fes idénticas, a excepcdo do passo 3) onde se adiciona 0,31 pl
de TLT e TLC (de solu¢cdo a 100 uM), para uma concentracdo final de cada template de 0,25
UM.

6. Submeter reaccdes ao programa de ciclos térmicos descrito na Tabela 3.9.

7. Perfazer o volume para 50 pl utilizando tampé&o de SBE (ver composicdo na secgdo 3.2.3.1).

8. Tragar espectros de emissdo utilizado a condigdo 2, descrita na Tabela 3.8.

3.2.3.4. Reacc¢do de SBE com um template de DNA sintético e quatro ddNTP
Preparar 137,5 pl da solugdo_SBE_1 (ver composi¢do na seccao 3.2.3.1).

.

. Aliquotar 24,75 pL desta solugdo e adicionar 0,25 pl de TLT (de solugdo 100 pM) para

concentragdo final de 1 M.
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. A 105,3 pl da solucdo excedente, adicionar 1,7 pl de cada ddNTP (250 pM), para

concentracdo final de cada ddNTP de 4 uM).

Dividir a solucdo em duas fraccbes de 54,45 pl, adicionar 0,55 pl de TLT (100 puM) a uma e
0,55 pul de TLC (100 uM) a outra, para concentracao final de 1 M.

Dividir cada fraccdo em duas de 24,4 pl. A uma, adicionar 0,62 pl de Thermosequenase
(3,2U/ul) para concentracéo final de 8U. A reacgdo controlo, adicionar o mesmo volume em
agua.

Submeter reaccOes ao programa de ciclos térmicos descrito na Tabela 3.9.

Perfazer o volume de cada reaccéo para 50 pl utilizando tampéo de SBE.

Tracar os espectros de emissdo utilizado a condicao 2, descrita na Tabela 3.8.

Precipitar as reaccdes segundo o procedimento descrito na secc¢ao 3.2.3.2.

10. Tracar os espectros de emissdo na condigdo descrita em cima.

1.

3.2.3.5. Reaccdo de SBE com dois templates de DNA sintetico e quatro ddNTP

Preparar as reacgbes como descrito na sec¢do 3.2.3.4, no entanto, no do passo 4) adicionar
TLT e TLC a mesma reaccao e no passo 5) aumentar a quantidade de enzima para 8U (0,25 pl
de solucéo a 32U/ul).

Tracar 0s espectros de emissao, antes e ap6s precipitacdo, utilizando a condicdo 2 descrita na
Tabela 3.8.

3.2.4. Reaccbes de SBE com primer universal em sequéncias de DNA

sintético contendo uma porc¢édo do gene C-MYC

3.2.4.1. Reaccdo de SBE com um template de DNA sintético e respectivo ddNTP

Preparar 205 ul da solucdo SBE_2 (1 uM de primer universal Univ-MYC, Tris-HCI 52 mM
pH 9,5 e MgCl,13 mM, 64 U de Thermosequenase).

Dividir solugao em 4 fracgdes de 49,5 pl.

Adicionar 0,5 pl de 1 template (100pM) a cada fraccdo (Univ-TLA, Univ-TLT, Univ-TLC,
Univ-TLG).

Dividir cada uma das fraccdes em duas de 24,6 ul. A uma delas adicionar 0,4 pul do ddNTP
(250 pM) complementar ao template em solugio, para concentracio final de 4 uM. A outra,
adicionar o mesmo volume de dNTP ndo marcado, para a mesma concentragao final.

Submeter reac¢Oes ao programa de ciclos térmicos descrito na Tabela 3.10.
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Tabela 3.10. Programa de ciclos térmicos utilizados para as reac¢des de SBE em templates sintéticos
contendo uma porcdo de C-MYC

Passo Temperatura (°C) Tempo (s)
1 95 60
2 95 30
3 56 60
4 58 60
5 Passo (2) a (4) foram repetidos 30 vezes

6. Perfazer o volume até 47,5 pl utilizando tampé&o de SBE.

7. Tragar espectros de emissdo utilizado a condigdo 3, descrita na Tabela 3.8.

8. Adicionar 2,5 pl de D; (10 uM) a cada uma das reacgdes, para uma concentracdo final de 0,5
UM.

9. Submeter reaccdes ao programa de ciclos térmicos descrito na Tabela 3.11.

Tabela 3.11. Programa de ciclos térmicos utilizados para a hibridacdo de D, com primer universal

Passo Temperatura Tempo
Desnaturacéo 95 °C 10 minutos
Hibridacdo 95°Caté 20 °C 0,1 °C/s

Repouso 20 °C 17 minutos

10. Tracar espectros de emissdo utilizado a condigdo 3, descrita na Tabela 3.8.

3.2.4.2. Reaccao com template de DNA sintético na presenca de dois ddNTP

1. Preparar 175,7 ul da solugdo SBE_3 (1 uM de primer universal Univ-MYC, Tris-HCI 52
mM pH 9,5 e MgCl, 13 mM).

2. Aliquotar 24,5 pl desta solugdo e adicionar 0,5 pl de Univ-TLT (50 uM), para concentracéo
final de 1 uM.

3. A 1475 pl da solucdo excedente, adicionar 1,22 pl de ddA e de ddU (250 puM), para
concentragdo final de 2 M.

4. Dividir esta solucdo em 3 fracgdes de 49,5 pl e adicionar 0,5 pl de Univ-TLT (100 uM) a
primeira fraccdo; 0,5 pl de Univ-TLA (100puM) & segunda fracgdo; 0,25 pl de Univ-TLA
(100uM) e 0,25 pl de Univ-TLT (100uM) & terceira fraccao.

5. Dividir cada fraccdo em duas de 24,75 pl e a uma delas adicionar 0,25 pl de
Thermosequenase (32U/ul) para concentragdo final de 8U. A reaccdo controlo, adicionar o

mesmo volume em agua.
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Submeter reac¢Oes ao programa de ciclos térmicos descrito na Tabela 3.10.

Apo6s o programa de ciclos térmicos, perfazer cada reaccdo até 47,5 pl com tampéo de SBE.
Adicionar 2,5 pl de Dy (10 uM) para uma concentracéo final de 0,5 pM.

Submeter reac¢Oes ao programa de ciclos térmicos descrito na Tabela 3.11.

10. Tracar espectros de emisséo utilizado a condicéo 3, descrita na Tabela 3.8.

N o gk~ w

3.2.4.3. Reacgdo com template de DNA sintético na presenca de quatro ddNTP

Preparar 55 pl da solucdo_SBE_4 (1 uM de primer universal Univ-MYC, 1 uM de template
Univ-TLT, Tris-HCI 52 mM pH 9,5 e MgClI, 13 mM e 0s 4 ddNTPs para uma concentracao
final de cada um de 2 uM)

Dividir a solucdo em duas fracches de 24,75, adicionar a uma delas 0,25 ul de
Thermosequenase (32U/ul), para concentracéo final de 8 U. A reacgdo controlo, adicionar o
mesmo volume em agua.

Submeter reaccOes ao programa de ciclos térmicos descrito na Tabela 3.10.

Perfazer o volume de cada reaccao até 47,5 pl com tampéo de SBE.

Adicionar 2,5 pl D; (de solucdo a 10 uM) para concentracgdo final de 0,5 uM.

Submeter reaccOes ao programa de ciclos térmicos descrito na Tabela 3.11.

Tracar os espectros de emissdo utilizado a condicdo 3, descrita na Tabela 3.8.

3.2.5. Reaccbes de SBE com primer universal em alvos correspondentes a

produtos de PCR de C-MYC

3.2.5.1. Extraccdo de DNA plasmidico

A extraccdo de DNA plasmidico (pDNA) foi adaptado do método de lise alcalina descrito por

Sambrook et. al. %

1.

N o g bk~ w DN

Inocular 40 mL de meio rico (LB), contendo 150 pg/mL de Ampicilina, com 20 pl de E. Coli
DH5a transformadas com o plasmideo pGFP (cddigo de acesso Genbank: U17997), no qual
foi clonado parte do exdo 3 do gene C-MYC (referéncia NCBI: NM_002467.4).

Incubar o meio inoculado a 320 rpm, 37 °C durante 12 horas.

Transferir as células para tubo de microcentrifuga de 1,5 ml.

Centrifugar durante 15 minutos a 6659 xg durante 15 minutos.

Descartar sobrenadante e transferir mais 1,5 ml de meio de cultura.

Centrifugar durante 15 minutos a 6659 xg durante 15 minutos.

Ressuspender as células em 100 uL de solugé&o de lise 1 (50 mM de glucose 10 mM de EDTA
25 mM Tris-HCI).
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8.
9.

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

19.
20.
21.
22.
23.

24.

25.
26.
27.
28.
29.
30.

31

Manter em gelo por 5 minutos.

Adicionar 300 pl da solucéo de lise 2 (1% SDS, 200 mM de NaOH).

Misturar por inversao.

Manter em gelo durante 20 minutos.

Adicionar 225 pl de solucédo de lise 3 (3M acetato de sédio pH 4,8 ) e misturar por inversao.
Incubar em gelo durante 20 minutos.

Centrifugar a 15493 xg durante 15 minutos (4 °C).

Transferir o sobrenadante para um tubo de microcentrifuga novo.

Adicionar o mesmo volume de fenol e misturar em vortex durante 1 minuto.

Centrifugar a amostra a 15500 g durante 3 minutos (temperatura ambiente).

Remover fase aquosa para um tubo novo e adicionar 0 mesmo volume de cloroférmio/alcool
isoamilico (24:1).

Misturar em vortex durante 1 minuto.

Centrifugar a 9000 g durante 3 minutos.

Remover fase aquosa e transferir para novo tubo de microcentrifuga.

Adicionar RNAse (1:50 volume total) e incubar pelo menos 4 horas a 37 °C.

Repetir passos 16 a 21.
Adicionar % de volume de acetato de sédio 3 M pH 7.5 e dois volumes de etanol 100%.

Incubar a -20 °C durante 4 horas.

Centrifugar a 17968 xg durante 15 minutos a 4 °C.

Descartar sobrenadante.

Lavar com etanol a 70% e secar durante 5 minutos com o auxilio de Speed Vac.
Ressuspender o pellet em 100 ul de agua bidestilada e filtrada.

Hidratar DNA durante 15 minutos a 37 °C.

. Quantificar por Uv-Vis e avaliar integridade por electroforese em gel de agarose.
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3.2.5.2. Geracéo de alvos por PCR

1. Para 377,5 pl de reaccdo de PCR, preparou-se a mistura reaccional descrita na Tabela 3.12.

Tabela 3.12. Mistura reaccional utilizada para a obtencdo de produtos de PCR de C-MYC

Componente Concentracéo stock Concentracéo na reac¢do Volume (ul)
Primer FWD 5uM 0,075 uM 5,66
Primer REV 5uM 0,075 uM 5,66
dNTP mix 5mM 0.2 mM 15
Tampéo 10 x 1x 37,75
Taq DNA polimerase 5 U/l 1U 3,02
H,O - - 310,3

2. A esta mistura reaccional retirar 24,34 ul e adicionar 0,56 pl de adgua para a realizacdo de
controlo negativo.

3. A mistura reaccional excedente, adicionar 141 ng de DNA plasmidico.

4. Aliquotar este volume reaccdes de 25 pl.

5. Submeter estas reac¢des ao programa de ciclos térmicos descrito na Tabela 3.13.

Tabela 3.13. Programa de ciclos térmicos utilizado para a obten¢éo de produtos de PCR de C-MYC

Passo Temperatura (°C) Tempo (s)
1 95 60
2 95 30
3 62 30
4 72 30
5 Passo (2) a (4) foram repetidos 26 vezes
6 72 600

6. Apds o programa de ciclos térmicos, condensar as reac¢do num Unico tubo e realizar uma
precipitacio de DNA, segundo o procedimento descrito na sec¢do 3.2.3.2. No entanto,
ressuspender os produtos de PCR 200 ul de agua bi-destilada, autoclavada e filtrada.

7. Quantificar por Uv-Vis e avaliar integridade por electroforese em gel de agarose.

3.2.5.3. Perfil de desnaturacédo de reaccdo de SBE em produto de PCR do gene C-
MY C na presenca de ddATP
1. Preparar 87,75 pl de solugdo_SBE_5 (1uM primer universal Univ-MYC, Tris-HCI 52 mM
pH 9,5 e MgCl,13 mM, 72 ng de produto de PCR de C-MYC).
2. Aliquotar 22,5 pl desta solugao.
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A 62 pl da solugdo excedente, adicionar 0,5 pl de ddA (de solugdo a 250 pM) para uma
concentracdo final de 2 uM.
Dividir em duas fracgdes de 24,75 pl, adicionar a uma delas 0,25 pl de Thermosequenase
(32U/ul), para concentracdo final de 8 U. A reacgdo controlo, adicionar o mesmo volume de
agua.
Submeter reaccOes ao programa de ciclos térmicos descrito na Tabela 3.10.
Perfazer o volume para 47,5 pl com tampdao de SBE.
Adicionar 2,5 ul D; (10puM), para uma concentracéo final de 0,5 pM.
Como controlos adicionais, preparar 3 reac¢des idénticas as anteriores, mas:
8.1 Controlo 1: substituir ddA marcado por ddA ndo marcado.
8.2 Controlo 2: substituir D, por primer de igual sequéncia, mas sem marcacao.
8.3 Controlo 3: Substituir produto de PCR de C-MYC, por template ndo complementar.
Tracar espectros de emissdo utilizado a condicdo 4, descrita na Tabela 3.8. A cada incremento

de temperatura, aguardar 2 minutos para estabilizacao.

3.2.5.4. Hibridac¢ao ao longo do tempo de D; com primer universal apds reacgdo de

SBE na presenca de ddATP

1.

o 0~ w

Preparar 62,5 pl da solucdo_SBE_3 (ver seccdo 3.2.3.2), e adicionar 48 ng de produto de PCR
do gene C-MYC e ddA para uma concentracéo final de 2 UM — solucdo_SBE_6.

Dividir a solugdo em duas de 24,75 pl, adicionar a uma delas 0,25 ul de Thermosequenase (de
solugdo a 32U/ul), para concentracdo final de 8 U. A reaccdo controlo, adicionar o mesmo
volume de agua.

Submeter reaccdes ao programa de ciclos térmicos descrito na Tabela 3.10.

Perfazer o volume das reac¢des até 47,5 pl com tampdo de SBE.

Adicionar 2,5 pl de D; (10 uM) para concentracgdo final de 0,5 pM.

Tracar espectros de emissdo utilizado as condi¢des 5 e 6, descrita na Tabela 3.8.

3.2.6. ReaccOes de SBE com primer universal em produtos de PCR de FTO

3.2.6.1. Extraccdo de DNA gendmico

O DNA genomico foi extraido da saliva de pacientes através do kit ‘prepGEM™ Storage Card

Saliva’ segundo as instru¢des do fabricante.

1.

3.2.6.2. Geracdo de alvos por PCR

Para 1260 pul de reaccdo de PCR, preparar a mistura reaccional descrita na Tabela 3.14.
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Tabela 3.14. Mistura reaccional para a obtencdo de produtos de PCR do gene FTO

Componente Concentracéo stock Concentragéo na reacgao Volume (ul)
Primer FWD 5uM 0,1 pMm 25,2
Primer REV 5uM 0,1 pMm 25,2
dNTP mix 5mM 0,2 mM 50,4
Tampéo 10 x 1x 126
Taq DNA polimerase 5 U/ul 1U 8,4
1,0 5 - 1025,2

A esta mistura reaccional, retirar 24,7 pl e adicionar 0,3 pl de 4gua (controlo negativo).
Dividir a mistura reaccional excedente em 6 fracgdes e adicionar 98,8 ng dos respectivos
templates a cada fracgao.

Aliquotar cada fraccdo em reaccdes de 50 pl.

Submeter as reaccdes ao programa de ciclos térmicos descrito na Tabela 3.15.

Tabela 3.15. Programa de ciclos térmicos utilizados para a obtencdo de produtos de PCR de FTO

Passo Temperatura (°C) Tempo (s)
1 95 60
2 95 30
3 56 60
4 72 40
5 Passo (2) a (4) foram repetidos 26 vezes
6 72 600

© o~ w D PP

Precipitar as reaccBes sobre cada template, segundo o procedimento descrito na seccdo
3.2.2.2., mas ressupender os produtos de PCR em 100 pl de agua bi-destilada, autoclavada e
filtrada.

Quantificar por Uv-Vis e avaliar integridade por electroforese em gel de agarose.

3.2.6.3. Purificacéo de produtos de PCR por extrac¢do de gel de agarose
Realizar electroforese em gel de agarose dos produtos de PCR obtidos na seccéo anterior.
Excisar as bandas de interesse, protegidas de UV.
Incubar a -80 °C durante 16 horas.
Centrifugar a 16000 xg durante 20 min, a 20 °C.
Transferir o sobrenadante para um tubo de microcentrifuga novo.

Repetir passo 4 e 5.
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Seguir procedimento descrito na seccdo 3.2.2.2., mas ressuspender em 10 pl de &gua
bidestilada, autoclavada e filtrada.

Quantificar por espectroscopia de Uv-Vis e analisar integridade por electroforese em gel de
agarose.

3.2.6.4. SBE em produtos de PCR de FTO na presenca de dois ddNTPs

Preparar 180 pl da solu¢cdo_SBE_7 (1 uM de primer Univ-FTO, Tris-HCI 52 mM pH 9,5 e
MgCl, 13mM).

Aliquotar 24 ul desta solugdo e adicionar 38 ng de um templates a ser analisado.

A 153,5 pl da solucido excedente, adicionar 1,24 pl de ddA e ddU (250 pM), para
concentracdo final de 2 uM.

Dividir a solu¢do em 3 fracgdes e adicionar o respectivo template a analisar.

Dividir cada fraccio em duas de 24,75 pl, adicionar 0,25 pl de Thermosequenase (32U/ul). A
reaccdo controlo, adicionar o mesmo volume em agua.

Submeter reaccOes ao programa de ciclos térmicos apresentado na Tabela 3.16.

Tabela 3.16. Tabela de programa de ciclos térmicos utilizados para as reac¢cdes de SBE em produtos
de PCR do gene FTO

Passo Temperatura (°C) Tempo (s)
1 95 60
2 95 30
3 43 105
4 50 105
5 Passo (2) a (4) foram repetidos 35 vezes

10.

Perfazer cada reaccéo até 47,5 pl com tampao de SBE.
Adicionar 2,5 ul D; (10 uM) para concentracdo final de 0,5 uM.
Submeter reac¢Oes ao programa de ciclos térmicos descrito na Tabela 3.11.

Tracar espectros de emissao utilizado a condicao 3, descrita na Tabela 3.8.
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4. Resultados e Discussao



32



4.1. Espectros isolados de doador e de aceitantes

Com o objectivo de determinar o perfil e identificar os maximos de emissdo dos fluoréforo
presentes na reac¢do de SBE (oligonucleétido marcado com doador (D;) e dideoxinuclétidos
marcados com diferentes aceitantes (ddNTPs), foram registados espectros de emissdo de componente
- Figura 4.1. O critério da escolha destes fluoréforos foi previamente descrito . Para tal, utilizou-se
como comprimento de onda de excitagdo (Aexc) 05 430 nm, uma vez que este valor corresponde ao
maximo de absorcdo do doador utilizado. Optou-se por este Aec UMa Vez que se pretende excitar
directamente o doador e a avaliar da resposta dos aceitantes. Caso todos os parametros para que FRET
ocorra sejam cumpridos (ver seccdo 1.2), a excitacdo directa do doador leva a transferéncia de energia
para 0 aceitante ®. Desta forma, a irradiacdo das reaccBes ao méaximo de absorcdo do doador e
analisando a resposta dos aceitantes, é possivel determinar qual o par doador/aceitante presente em

solucéo e, assim, o aceitante (ddNTP) incorporado.

30 1

Intensidade (u.a.)

450 500 550 600 650 700
Comprimento de onda (nm)

Figura 4.1. Espectros de emissdo do doador e diferentes aceitantes

A linha a preto representa o doador; a linha laranja representa o ddU; a linha azul representa o ddA; a linha
verde representa o ddC e a linha a vermelho representa o ddG. Espectros de emissdo tracados utilizando a
condicdo 1, descrita na Tabela 3.8.

Nesta figura verifica-se a presenca de 5 maximos de emissdo. A banda de emissdo que se
encontra centrada a 530 nm corresponde ao doador e as restantes bandas de emissdao correspondem
aos aceitantes (ddU - maximo a 570 nm; ddA - maximo a 600 nm; ddC - maximo a 612 nm; ddC —
maximo a 650 nm). Isto demonstra que os aceitantes utilizados, apresentam absorcdo a este
comprimento de onda (Aexc do doador). Tendo em conta a ocorréncia de excitacdo dos aceitantes ao
maximo de absorcdo do doador, o sucesso da reaccdo de SBE ndo foi confirmada pelo aparecimento
da banda de emissdo do aceitante, mas sim pelo aumento da sua intensidade (devido a transferéncia de
energia pelo doador). Considerando a excitacdo cruzada dos aceitantes, a determinacdo da
incorporacdo de um dos ddNTP, pode ser impedida pela presenca dos restantes ddNTPs, pelo que 0s
métodos que envolvem vérios fluoréforos estdo restringidos & deteccdo de um nimero reduzido de

eventos moleculares, de forma a minimizar respostas dubias/incorrectas.
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O modelo apresentado por Giestas et al., permite a minimizacdo destas respostas
dabias/incorrectas. No entanto, este modelo foi desenvolvido para situagdes em que mais que um
doador ¢é utilizado (situacdo em que o modelo de codificacdo espectral se torna relevante). Apesar de
nesta tese ndo ser utilizado o modelo matematico de codificacdo espectral que permite a
descodificacdo dos sinais de FRET, este trabalho visa ao desenvolvimento de um primer universal de
SBE para codificacdo espectral, que permita a utilizacdo da mesmo oligonucle6tido marcado com
doador para a analise de varios SNPs.

Desta forma, a identificacdo dos pares doadores/aceitantes foi feita através da analise dos

espectros de emissao.

4.2. SBE em templates sintéticos utilizando D; como primer de SBE

A presente seccao teve como principal objectivo avaliar se reac¢fes de SBE utilizando D; como
primer de SBE e ddNTPs marcados com aceitantes permitem a identificacdo inequivoca (através de
FRET) da incorporacdo de ddNTPs em D;.

4.2.1. Reacgdo com um template de DNA sintético e respectivo ddNTP

Com o objectivo de verificar a ocorréncia de SBE através de FRET, utilizou-se D; (ver Tabela
3.5) como primer de SBE. Como templates, foram utilizados 4 oligonucleétidos sintéticos (TLT,
TLA, TLC e TLG —ver Tabela 3.2) idénticos, a excepcdo da base que ocupa a posicdo a ser analisada.
Desta forma, é possivel averiguar se a enzima utilizada (Thermosequenase *°) tem capacidade para
incorporar 0s 4 ddNTPs (ddU, ddA, ddC, ddG) marcados com diferentes aceitantes.

Numa primeira abordagem, tracaram-se 0s espectros de emissdo da reac¢do de SBE ha
presenca de ddA e do template TLT e da reaccdo controlo (sem enzima) - Figura 4.2 a). Através da
reaccdo controlo é possivel obter a intensidade dos aceitantes em solu¢do na auséncia de reac¢do de
SBE e, consequentemente, na auséncia de FRET (na auséncia de enzima, ndo ocorre a incorporacao
de ddNTPs em D,). E de referir que, nas concentracdes utilizadas, a distancia média entre o doador
(presente em D;) e os aceitantes (presente em ddA) ndo incorporados € incompativel com a o
ocorréncia de FRET. A distancia média entre os fluor6foros utilizados s6 passa a ser compativel com
FRET numa concentracdo na ordem dos milimolar . Por outro lado, na reaccéo de SBE (presenca de
enzima), seria suposto que o ddA presente em solucdo fosse incorporado em D;, diminuindo a
distancia entre o doador e o aceitante, para uma compativel com FRET. Desta forma, através da
comparacdo entre as intensidades da banda de emissdo dos aceitantes na reaccdo de SBE com a
reacgdo controlo, é possivel inferir se ocorreu ou ndo a reacgao de SBE.

Como o sucesso da reaccdo de SBE e a identificacdo do aceitante incorporado no primer pode

ser inferido pelo aumento de intensidade da banda de emissdo do respectivo aceitante, removeu-se
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matematicamente a banda de emissdo do doador - Figura 4.2 b). Esta remocdo teve como objectivo
facilitar a analise espectral.
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Figura 4.2. Espectros de emissdo das reaccdes de SBE, e reaccdo controlo, com template TLT na

presenca de ddA

a) Espectros de emissdo ndo tratados; b) Espectros de emisséo removendo a banda de emisséo de doador

A linha a cinzento representa reaccdo de SBE (com enzima); a linha a preto representa reacgdo controlo (sem
enzima). Espectros de emissdo tragados utilizando a condicéo 2, descrita na Tabela 3.8.

Pela a andlise da Figura 4.2 a) é possivel observar na reaccdo de SBE (linha a cinzento) um
ligeiro decréscimo na intensidade de emissdo do doador e um aumento na intensidade na banda de
emissdo do aceitante ddA (emissdo a 600 nm), quando comparada com a reac¢do controlo (linha a
preto). O aumento de intensidade na emissdo do aceitante também € observavel na Figura 4.2 b). Este
aumento de emissdo indica que o ddA foi incorporado no primer marcado com o doador (D). Esta
incorporacdo foi confirmada através da precipitacdo destas reacgdes, tendo esta como objectivo,
separar D, dos aceitantes ndo incorporados **. Como a eficiéncia de precipitacdo de cidos nucleicos é
dependente do seu tamanho *, D, é separado dos restantes componentes, permitindo verificar se a
reaccdo de SBE foi bem sucedida.

Na Figura 4.3 encontra-se o espectro de emissao obtido ap6s precipitacdo da reaccdo com TLT
e ddA. Estes espectros ndo foram sujeitos ao tratamento matematico descrito anteriormente, uma vez

que a banda de emissdo do doador é necessaria para a averiguagdo do sucesso da precipitacéo.
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Figura 4.3. Espectros de emissdo da precipitacdo de reaccdo de SBE, e reaccdo controlo, com
template TLT na presencga de ddA

A linha a cinzento representa reac¢do de SBE (com enzima); a linha a preto representa reac¢do controlo (sem
enzima). Espectros de emissdo tracados utilizando a condicao 2, descrita na Tabela 3.8.

E possivel observar na Figura 4.3, a presenca da banda de emissdo do doador em ambas as
reaccBes (com e sem enzima) indicando que, para ambas as reaccOes, a precipitacdo de D; foi bem
sucedida. No entanto, a banda de emissdo de ddA sé é observavel na reaccdo de SBE (linha a
cinzento) evidenciando que, na presenca de enzima, o ddA foi incorporado em D;. Este resultado
indicando que o ddA foi incorporado em D; com sucesso.

A reaccdo descrita anteriormente também foi realizada para os templates TLA, TLG, TLC (ver
Tabela 3.2) com os respectivos ddNTPs complementares (ddU, ddC, ddG, respectivamente). Os
espectros de emissdo resultantes com a banda de emissdo do doador removida sdo apresentadas nas
Figuras D.1 1), D.2 1), D.3 1) no anexo D. Os espectros de emissdo das precipitacbes das reaccdes em
TLA, TLC, TLG com os respectivos ddNTPs encontram-se nas Figuras D.1 1), D.2 1I), D.3 II),
respectivamente no Anexo D.

Em todas estas reaccBes observa-se um acréscimo na banda de emissdo dos aceitantes
indicando, por isso, que reaccdo de SBE foi bem sucedida. Através da andalise dos espectros de
emissdo das reaccBes precipitadas, verifica-se que as reacgdes realizadas com o template TLT (Figura
4.3) e com o template TLC (Figura D.3 Il) no Anexo D) séo as que apresentam a banda de emissdo
dos respectivos ddNTPs de forma mais clara. Desta forma, prosseguiu-se o trabalho utilizando TLT e

TLC como template e respectivos ddNTPs.

4.2.2. Reaccdo de SBE com dois templates de DNA sintético e dois ddNTP

De forma a verificar a possibilidade de utilizacdo deste sistema para analisar dois locus na
mesma reaccao, foram efectuadas reacgdes na presenca de dois templates sintéticos (TLT e TLC),

com o objectivo de mimetizar um genétipo heterozigético.
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Numa primeira abordagem, a concentracdo final dos templates foi mantida constante, face aos
ensaios anteriores (0,5 UM de cada template), de forma a verificar se é possivel discriminar a
incorporacdo de ddA e o ddG na mesma reac¢do — Figura 4.4 a).

Numa segunda abordagem, a concentracdo de cada template foi reduzida para metade (0,25 pM
de cada template) — Figura 4.4 b) - para mimetizar um heterozig6tico de uma forma mais correcta,
uma vez que cada alelo representa 50% dos alvos disponiveis.
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Figura 4.4. Espectros de emissdo das reac¢bes de SBE, e reac¢des controlo, com os templates TLC e
TLT na presenca de ddA e ddG

a) reaccBes com templates TLC e TLT a 0,5 uM; b) reaccdes com templates TLC e TLT a 0,25 uM.

A linha a cinzento representa reaccdo de SBE (com enzima); a linha a preto representa reac¢ao controlo (sem
enzima). Em ambos os espectros de emissao, a banda de emissdo do doador foi removida. Espectros de emissdo
tracados utilizando a condicdo 2, descrita na Tabela 3.8.

Pela Figura 4.4 verifica-se que, quando se utiliza TLT e TLC a 0,5 UM ou a 0,25 uM, o perfil
dos espectros de emissdo da reaccdo de SBE (com enzima) e o de controlo (sem enzima) sdo
diferentes. Estes espectros demonstram que as intensidades das bandas de emissao de ddA (600 nm) e
de ddG (650 nm) sdo superiores as mesmas bandas de emissdo nas reaccBes controlo. Isto indica que
ddA e ddG foram, de facto, incorporados em D; em ambos 0s casos.

Através da comparacdo dos espectros de emissdo das reaccdes de SBE (linha a cinzento)
apresentados nesta figura, verifica-se que a diferenca entre as intensidade das bandas de emisséo dos
aceitantes (ddA e ddG) nao é significativa. Isto é indicativo de que, em ambos o0s casos, a quantidade

de template utilizado permite a discriminacao da incorporacdo dos respectivos ddNTPs em D;.

4.2.3. Reaccdo de SBE com um template de DNA sintético e quatro ddNTP

De seguida, pretendeu-se averiguar a capacidade de discriminagdo da incorporagdo de um
ddNTP especifico em D; na presenca dos 4 ddNTPs. Para tal, tracaram-se os espectros de emissdo da
reaccdo de SBE na presenca de TLT e dos 4 ddNTPs, sendo a banda do doador removida

matematicamente - Figura 4.5. A utilizacdo de 4 ddNTPs, na mesma reaccdo, seria Util em situacoes
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de multiplex, por exemplo na anélise de dois SNPs formados pelas 4 variantes possiveis (ex. SNP 1 —
AIT ; SNP 2 - G/C).
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Figura 4.5. Espectros de emissdo das reaccdo de SBE, e reac¢do controlo, com template TLT na

presenca dos 4 ddNTPs

A linha a cinzento representa reaccdo de SBE (com enzima); a linha a preto representa reacgdo controlo (sem
enzima). Em ambos os espectros de emissao, a banda de emissdo do doador foi removida. Espectros de emissdo
tracados utilizando a condicdo 2, descrita na Tabela 3.8.

Pela a analise da Figura 4.5 verifica-se que tanto a reaccdo de SBE (linha a cinzento) como a
reaccdo controlo (linha a preto) apresentam exactamente o mesmo perfil. Isto significa que ndo existe
um aumento significativo nas bandas de emissdo dos diferentes aceitantes na reaccdo de SBE, em
comparacgdo com a reaccao controlo. Desta forma, ndo foi possivel discriminar a incorporacdo de um
dos ddNTP em D na presenca dos 4 ddNTPs.

Seria expectavel um incremento na emissdo a 600 nm (emissdo de ddA), uma vez que seria este
aceitante a ser incorporado em D, devido a presenca de timina na posicao avaliada. O facto de ndo se
ter observado nenhum incremento na emissao a este comprimento de onda, indicou que a reaccdo de
SBE ou ndo ocorreu ou a sua eficiéncia foi demasiado baixa. Este facto pode dever-se a competicéo,
entre 0 ddA e os restantes ddNTPs em solucgdo pelo centro activo da enzima Thermosequenase.

Assim sendo, o nimero de moléculas de D; no qual o ddA foi incorporado pode ter sido tdo
reduzido, que a transferéncia de energia entre o doador e o aceitante ndo foi suficiente para se
observar um acréscimo na banda de emissdo de ddA, ou seja, que o ruido dos aceitantes ndo
incorporados impossibilitem a identificacdo do par doador/aceitante formado .

De forma a confirmar se o ddA foi de facto incorporado em D, realizou-se a precipitacdo destas

reacgdes — Figura 4.6.
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Figura 4.6. Espectros de emissdo da precipitacdo de reaccdo de SBE, e reaccdo controlo, com
template TLT na presenca dos 4 ddNTPs

A linha a cinzento representa reac¢do de SBE (com enzima); a linha a preto representa reac¢do controlo (sem
enzima). Espectros de emissdo tracados utilizando a condicao 2, descrita na Tabela 3.8.

Nesta figura, observa-se uma banda de emissdo em torno dos 600 nm no espectro de emissao
correspondente a reaccdo de SBE. Considerando que o aceitante que emite nesta gama de
comprimentos de onda é o ddA e que este é complementar ao nucleétido que se encontra no template
(timina na posicdo analisada) é possivel inferir que incorporacdo de ddA em D, foi bem sucedida.
Assim sendo, antes da precipitacdo (Figura 4.5.) ndo se observou um acréscimo na emissao a 600 nm,
devido a emissdo dos ddNTPs nao incorporados (ruido) que impossibilitou a detec¢do deste aumento.
E de referir que a auséncia das bandas de emissdo dos restantes aceitantes demonstra que a
precipitacdo permite a purificacdo da reaccdo de SBE e que a enzima utilizada é fiel ao template, isto
é, promove a incorporacdo do ddNTP complementar a base questionada no template.

O espectro de emissdo da reac¢do de SBE em TLC na presenca dos 4 ddNTPs (com a banda de
emissdo do doador removida) é apresentado na Figura D.4. I) no anexo D. Neste caso, a sobreposicdo
dos espectros de emissdo da reaccdo de SBE com o respectivo controlo negativo, revela um ligeiro
aumento na emissdo em torno dos 650 nm (comprimento de onda de emissdo de ddG), na reaccao de
SBE. Tal indica que a incorporacdo de ddG em D; foi bem sucedida. No entanto, este aumento foi
demasiado baixo para se poder garantir a ocorréncia de SBE. De forma a averiguar o sucesso desta
reaccdo de SBE, estas reac¢des foram precipitadas e observa-se um aumento na emissdo em torno dos
650 nm, em comparacdo ao controlo, indicando que a incorporacéo de ddG em D, foi bem sucedida.
— Figura D.4 1) no anexo D. Tal sugere que o aumento de emissdo a 650 nm na reac¢do de SBE

(antes da precipitacdo — Figura D.4. 1)) se pode dever a ocorréncia de FRET.

4.2.4. Reaccdo de SBE com dois templates de DNA sintético e quatro ddNTP

Os resultados apresentados nesta sec¢do tém como objectivo averiguar se € possivel a utilizacdo
deste sistema na presenca de dois templates e dos 4 ddNTPs. Tendo em conta os resultados da seccéo

anterior (seccdo 4.2.3), optou-se por aumentar a quantidade de enzima para 8U por reaccao (ao invés
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de 2U). Assim sendo, tracaram-se 0s espectros de emissdo da reaccdo de SBE com TLT e TLG na
presenca dos 4 ddNTPs. A banda de emissdo do doador foi removida matematicamente — Figura 4.7.
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Figura 4.7. Espectros de emissao das reaccdes de SBE, e reaccBes controlo, com os templates TLC e
TLT na presenca de 4 ddNTPs

A linha a cinzento representa reaccdo de SBE (com enzima); a linha a preto representa reacgdo controlo (sem
enzima).. Em ambos os espectros de emissdo, a banda de emissdo do doador foi removida. Espectros de emisséo
tracados utilizando a condicdo 2, descrita na Tabela 3.8.

Nesta figura observa-se que os espectros de emissdo da reac¢do de SBE e o espectro de
emissdo do controlo negativo ndo sdao sobreponiveis, uma vez que o espectro de emissdo da reac¢do
de SBE apresenta bandas de emissdo mais intensas em torno dos 600 nm (indicando uma possivel
incorporacdo de ddA) e em torno dos 650 nm (indicando uma possivel incorporacdo de ddG). Desta
forma, o aumento de enzima de 2 U para 8 U, permitiu o aumento do nimero de ddNTPs
incorporados em D;. Verifica-se também que a banda de emissdo de ddU (maximo de emissdo a 570
nm) apresenta 0 mesmo de perfil (estdo sobrepostas) na reaccdo de SBE e na reaccdo controlo. Isto
indica que o doador ndo transferiu energia para este aceitante, o que é expectavel, pois em solucdo
ndo existe template que permita a incorporacdo de ddU em D;. De forma a confirmar a ocorréncia da

incorporacao destes ddNTPs em Dy, estas reac¢Oes foram precipitadas — Figura 4.8.
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Figura 4.8. Espectros de emissdo da precipitacdo de reaccdo de SBE, e reaccdo controlo, com

template de TLT e TLC na presenca dos 4 ddNTPs

A linha a cinzento representa reac¢do de SBE (com enzima); a linha a preto representa reac¢do controlo (sem

enzima). Espectros de emissdo tragados utilizando a condicéo 2, descrita na Tabela 3.8.

0

Nesta figura observam-se duas bandas de emissdo na reaccdo de SBE que correspondem a
incorporacdo de ddA (emissdo a 600nm) e a incorporacdo de ddG (emissdo a 650 nm). Estas duas
bandas ndo estdo presentes na reac¢do controlo, indicando por isso que a presenca destas se deve a
incorporacao de ddA e de ddG em D, e ndo a precipitacdo inespecifica destes ddNTPs.

Considerando os resultados obtidos, foi possivel concluir que a utilizagdo de um primer marcado
com o doador e a utilizacdo destes ddNTPs marcados com diferentes aceitantes, permitiu a
identificacdo do nucledtido que se encontra na posicdo analisada. Desta forma, continuou-se o

trabalho utilizando o primer universal.
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4.3. Construcao do primer universal de SBE para Codificacdo Espectral

Nesta seccdo propde-se o desenvolvimento de um primer universal de SBE para codificacédo
espectral (a partir de agora designado como primer universal) que permita a utilizacdo do mesmo
oligonucledtido revelador marcado com doador (D;) para a analise de SNPs em meio homogéneo,
sem serem necessarios passos posteriores de purificagdo. A utilizacdo deste primer universal, permite
que 0 mesmo D; (componente mais caro da reaccdo) possa ser utilizado para a analise de diferentes
SNPs e desta forma, rentabilizar a utilizacéo de D;.

O primer universal desenvolvido é composto por 38 nucle6tidos (nts), sendo que primeiros 20
nts sdo complementares a sequéncia de D; e os ultimos 18 nts sdo complementares a sequéncia alvo,
que se encontra imediatamente adjacente, em 5°, a base que se pretende identificar. Através de uma
reaccdo SBE, o ddNTP complementar a base que se encontra na posi¢do avaliada é incorporado na
extremidade 3’-OH do primer universal. Uma posterior hibridacdo deste com D, leva a aproximacao
entre o doador e o0 aceitante, permitindo que FRET ocorra e a consequente identificacdo do ddNTP

incorporado. A representacdo esquematica desta reaccao de SBE é apresentada na Figura 4.9.
a) b) \ 0)

\_"\_aﬁ>

Figura 4.9. Representacdo esquematica da reacc¢do de SBE utilizando um primer universal

A reaccdo de SBE inicia-se com a hibridagdo do primer universal ao template a ser analisado, b) seguindo-se a
incorporacdo do respectivo ddNTP; ¢) A hibridacdo de D; com o primer universal permite a identificacdo do
ddNTP incorporado

FReT

Os 18 nts da porcdo do primer universal que hibrida com o template, foram escolhidos de
forma a minimizar a distancia entre o doador e o aceitante (localizado no ddNTP) incorporado, sem
que ocorra perda de especificidade para a regido que se pretende que o primer hibride *2. Esta regido
foi escolhida de forma a que a sua nearest neighbor melting temperature (NN Tm) * fosse o mais
proxima de 74 °C, temperatura a que a Thermosequenase, enzima utilizada para a incorporagdo dos
ddNTP nas reaccdes de SBE, apresenta maior actividade *°.

N&o sendo possivel prever a existéncia de impedimentos estereoquimicos na hibridacdo de D,
quando o primer universal se encontra ligado ao template, este foi desenhado de forma a NN Tm da
porcdo que hibrida com o D; seja superior a NN Tm da porcéo que hibrida com o template de reaccéo.
Assim sendo, os espectros de emissdo podem ser tragados a uma temperatura em que o primer
universal ndao se encontre hibridado com o template, mas que D; continue hibridado com o primer de
SBE. Optou-se por utilizar a NN Tm, pois esta tem em consideracéo a sequéncia da cadeia de DNA *,
ao contrério da temperatura de desnaturacdo béasica que sO considera o tamanho da cadeia e a

composi¢cdo em bases.
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Na escolha dos Ultimos 18 nts, deverd ser considerado a percentagem de guanina e citosinas
(%GC). Segundo a literatura, esta devera ser superior a 40%, de forma a garantir o maximo de
estabilidade a quando da hibridacdo ** % °" %, Este Gltimos 18 nts ndo deverdo conter estruturas

secundarias, uma vez que estas diminuem a eficiéncia de hibridagéo * '

e, como tal, podem baixar a
eficiéncia da reaccdo de SBE. Esta sequéncia ndo devera apresentar auto-complementaridade, porque
podem levar & formacéo de homodimeros, que diminuem a eficiéncia da polimerizacdo de ddNTPs *
% pela diminuicdo do nimero de primers disponiveis para hibridar com o template de reaccdo. A
estabilidade da extremidade 3°-OH é essencial para maximizar o rendimento da reaccdo de
polimerizacdo, assim como a diminuicdo de emparelhamento ndo desejados, pelo que a extremidade
3°-OH devera ser formada por uma guanina ou por uma citosina **.

Como prova de conceito, o primer de SBE foi desenhado de forma a que os ultimos 18
nucledtidos (a seccdo do primer de SBE que hibrida com o template) sejam complementares a uma
porcdo do exdo 3 do gene C-MYC (cddigo de acesso NCBI: NM_002467.4). Apesar de esta regido
nao conter um SNP com interesse clinico, permite que o primer universal desenvolvido respeite as
condicdes acima descritas. As sequéncias passiveis de serem utilizadas como primer universal

encontram-se apresentadas na Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Sequéncias possiveis para primer universal

Designacao Sequéncia (5’ para 3°) NN TM (°C)
1) agcagacatgcgtggtcccttaaggaaaacgattcctt 53,64
2) agcagacatgcgtggtcccttgcaacctcacaaccttg 60,62
3) agcagacatgcgtggtccctttgaacttgtttcaaatg 51.65
4) agcagacatgcgtggtccctggaaacgacgagaacagt 60,06
5) agcagacatgcgtggtccctgcatgatcaaatgcaacc 57,34
6) agcagacatgcgtggtccctttccttctaacagaaatg 51,67
7) agcagacatgcgtggtccctgaacttgtttcaaatgca 54,20
8) agcagacatgcgtggtccctatgtcctgagcaatcacc 59,49
9) agcagacatgcgtggtccctggacttgttgcggaaacg 62,14

Para a escolha do primer universal utilizado neste trabalho, apenas a sequéncia dos Gltimos 18
nts foi considerada, porque €é esta a por¢ao que ird4 funcionar como primer da reacgdo, e porque séo
estes que variam entre os diferentes primers desenhados. Uma anélise detalhada destas sequéncias
revelou que os primers 1), 2), 3), 5), 6) e 7) apresentavam auto-complementaridade, pelo que nédo
serdo considerados. O primer 1) para além de apresentar auto-complementaridade, apresenta também
uma estrutura em hairpin. O primer 4) ndo foi considerado porque a sua extremidade 3°-OH é
formada por uma timina e pretende-se que o ultimo nucle6tido tenha a capacidade de formar ligagOes
triplas. O primer 8), apesar de respeitar todos os critérios descritos, apresenta uma NN Tm (59,49 °C)
inferior a NN Tm do primer 9) (62.14 °C), que também respeita todos os critérios descritos. Assim

sendo, o primer 9) foi o escolhido para a realizacdo dos ensaios.
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De forma a aumentar gradualmente a complexidade do sistema, foram desenhadas quatro
sequéncias sintéticas (Univ-TLA, Univ-TLT, Univ-TLG, Univ-TLC - Tabela 3.2) contendo a
sequéncia complementar aos Ultimos 18 nts do primer 9). Cada uma das sequéncias contém um dos
quatros nucleétidos possiveis na posicdo adjacente a sequéncia de hibridacdo do primer universal, de
forma a avaliar a resposta a incorporacdao de cada um dos 4 ddNTP marcados com diferentes
aceitantes.

Um segundo primer universal foi desenhado para a deteccdo de SNP de interesse clinico
(rs9939609) em produtos de PCR do gene FTO (codigo de acesso NCBI: NT_010498.15). O desenho
deste segundo primer universal estd constrangido, uma vez que os primeiros 20 nts tém de ser
complementares a sequéncia de D, e os Gltimos 18 nts tém ser complementares a sequéncia adjacente

ao SNP a detectar, que é constante/fixa.

4.4. ReacgOes de SBE com primer universal em sequéncias de DNA sintético

contendo uma porcéo do gene C-MYC

4.4.1. Reaccdo de SBE com um template de DNA sintético e respectivo
ddNTP

Estas reaccdes tém com principal objectivo testar o primer universal, desenhado segundo 0s
critérios descritos na Sec¢do 4.1.

A confirmacdo da ocorréncia de SBE foi realizada através da comparacdo da intensidade da
banda de emissdo do aceitante antes e depois da adicdo do doador. Assim, 0 espectro de emissao da
reaccdo de SBE (com o template sintético Univ-TLT e na presenca de ddA) foi tracado antes e ap6s a

adicdo de D;. A banda do doador foi removida matematicamente destes espectros — Figura 4.10.
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Figura 4.10. Espectros de emissdo da reaccdo de SBE, e reaccdo controlo, utilizando o primer
universal com template TLT na presenca de ddA

A linha a cinzento representa reac¢do de SBE (com enzima); a linha a preto representa reacgdo controlo (sem
enzima)Em ambos os espectros, a banda de emissdo do doador foi removida. Espectros de emissdo tracados
utilizando a condi¢do 3, descrita na Tabela 3.8.
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Observa-se que a intensidade da banda de emissdo de ddA (emissdo a 600 nm) é superior ap6s
a adicdo de D;. Tendo em conta que a concentragdo dos aceitantes € idéntica em ambos 0s casos e
que, apds a adicdo do doador, a emissdo de ddA sofreu um acréscimo, pode considerar-se que este
acréscimo se deve a ocorréncia de transferéncia de energia entre o doador e o aceitante incorporado.
Assim sendo, existem indicios que permitiram afirmar que reac¢do de SBE e a hibridagdo entre D; e 0
primer universal foram bem sucedidas. Isto porque, para que ocorra FRET neste sistema, é crucial que
0 ddNTP seja incorporado no primer universal e que ocorra a hibridacéo entre este e D;.

Os espectros de emissdo das reaccdes nos diferentes templates (Univ-TLA na presenca de ddU,
Univ-TLG na presenca de ddC e Univ-TLC na presenca de ddG) com a banda do doador removida
matematicamente, sdo apresentadas nas Figuras D.5 1) , D.6 1), D.7 1) no anexo D. Em todos estes
espectros € possivel observar um acréscimo na banda de emissdo do ddNTP em causa, ap6s a adi¢do
de D, indicando por isso 0 sucesso da reaccdo de SBE nos diferentes templates. No entanto, é
possivel observar que este aumento de emissdo nao é igual para todos os pares, podendo isto dever-se
a diferentes eficiéncias de transferéncia de energia (®g) nos diferentes pares doador/aceitante
formados. Isto porque, o integral de sobreposicdo entre o espectro de emissdo do doador com o
espectro de absorcéo dos diferentes aceitantes é diferente para todos os pares °. Tendo em conta que a
®g; depende, entre outros factores, desta sobreposicdo espectral é expectavel que o aumento na
intensidade dos diferentes pares doador/aceitante seja diferente ®.

Considerando que estes resultados indicam que ocorreu transferéncia de energia do doador para
0s aceitantes, estimou-se a ®g; para todos os pares (D,ddA, D;ddU, D,ddC, D,ddG — Figuras D.5 1) ,
D.6 1), D.7 1I). Para tal, foi necessario quantificar o decréscimo de intensidade da banda de emissdo
do doador na reac¢do de SBE (onde ocorre FRET) em relacdo a reaccdo controlo, onde ndo existem
ddNTPs marcados (auséncia de FRET). Para o célculo da eficiéncia de ®g, para o par D;ddA foram
tracados os espectros da reaccdo de SBE, utilizando o primer universal, o template Univ-TLT na

presenca de ddA - Figura 4.11.

45



90 ~
80 -

Intensidade (u.a.)

450 500 550 600 650 700
Comprimento de onda (nm)

Figura 4.11. Espectros de emissdo da reaccdo de SBE, utilizando o primer universal na presenga de
TLT e ddA para o célculo de eficiéncia de transferéncia de energia

A linha a preto representa a banda de emissdo do doador na auséncia de aceitantes; a linha a cinzento representa
reaccdo de SBE; a linha tracejada a preto representa o ajuste da banda de emissdo doador na auséncia de
aceitantes a banda do doador na reacgdo de SBE. Espectros de emissdo tracados utilizando condigdo 3, descrita
na Tabela 3.8.

Para a quantificacdo do decréscimo da banda de emissdo do doador, a quando da ocorréncia de
FRET, realizou-se o ajuste da banda de emissdo do doador na auséncia de aceitantes a banda de
emissdo do doador na reaccdo de SBE (linha tracejada a preto). Este ajuste foi realizado através da
multiplicacdo de um coeficiente (a) ao espectro de emissdo do doador. Através da variacdo deste
coeficiente, foi possivel obter um ajuste entre estas duas bandas de emisséo.

Considerando que estes espectros de emissdo foram tracados em estado estacionario, pela

expressdo %dg, =100x(1-a), foi possivel calcular a eficiéncia de transferéncia de energia para cada

. .. F N P
par doador/aceitante. O coeficiente a corresponde a % onde Fp corresponde a emissdo do doador na
D
auséncia de aceitante e Fpa corresponde a emissdo do doador quando este transfere energia para o

aceitante % 1%

. Esta expressdo pode ser aplicada, uma vez que o doador se encontra a mesma
concentracdo em ambas as situacGes.

No caso do par D;ddA, o valor de a é de 0,7403, portanto ®g=25,97 %. Para os pares D;ddU
(a=0,8585), D,ddC (a=0,8635), D,ddG (a=0,7358), as ®g sdo de 14,15%, 13,64%, 26,42%,
respectivamente.

No entanto, estes valores de ®g; sdo 0 produto de duas eficiéncias: a eficiéncia de incorporacao
dos ddNTPs no primer universal SBE e a ®g real. Desta forma, as ®g -calculadas sédo
aparentes/relativas e podem ndo corresponder as reais. Recorrendo a medidas de fluorescéncia
resolvida no tempo, os verdadeiros valores do rendimento de transferéncia de energia poderiam ser
determinados .

Em suma, este conjunto de resultados demonstra que o primer universal desenvolvido permite a
incorporacdo dos diferentes ddNTPs, permitindo também, a utilizacdo do mesmo oligonucledtido

marcado com doador (D;) para a identificagdo do nucleétido incorporado no primer universal.
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4.4.2. Reaccdo com template de DNA sintético na presenca de dois ddNTP

Estas reaccOes foram realizadas de forma a verificar se o primer universal desenvolvido, pode
ser utilizado na discriminacdo de gen6tipos homo- e heterozigéticos na presenca de dois ddNTPs.
Para estes ensaios optou-se por diminuir a concentracdo de aceitantes para metade (1uM) de forma a
evitar que o ruido dos aceitantes ndo incorporados, dificultasse a avaliacdo directa do par
doador/aceitante formado. Como templates foram escolhidos Univ-TLT e Univ-TLA (ver sequéncia
na Tabela 3.2) para mimetizar gen6tipos homozigéticos (A/A ou T/T) e uma mistura equimolar destes
templates foi utilizada para mimetizar o gen6tipo heterozigético (A/T- em que cada template sintético
representa um alelo). E de referir que a reaccdo que mimetiza um template heterozigoto, a
concentracdo de cada template sintético foi reduzida para metade, em relagdo aos ensaios que
mimetizam gen6tipos homozigétos.

Foram escolhidos estes templates e ddNTPs, pois representam o SNP a ser detectado nas
amostras bioldgicas contendo o gene FTO, cujo SNP (rs9939609) presente na posicdo a ser avaliada
pode conter uma timina ou uma adenina, e que serdo apresentados na seccao 4.6.

Na Figura 4.12 séo apresentados os espectros de emissao das reac¢Ges de SBE nos diferentes

templates e respectivos controlos, com a banda de emissdo do doador removida.
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Figura 4.12. Espectros de emissdo da reac¢do de SBE, e reacc¢do controlo, utilizando o primer
universal com diferentes templates na presenca de ddA e ddU

a) Reaccdes com Univ-TLA,; b) Reacgdes com Univ-TLT; ¢) Reac¢bes com Univ-TLA e Univ-TLT

A linha a cinzento representa reaccdo de SBE (com enzima); a linha a preto representa reaccéo controlo (sem
enzima). Nestes espectros, a banda de emissdo do doador foi removida. Espectros de emissdo tracados
utilizando a condi¢do 3, descrita na Tabela 3.8.

Através da comparacdo entre os espectros de emissdo das diferentes reaccdes apresentadas na
Figura 4.12, verifica-se que o perfil dos espectros de emissdo das reaccBes controlo € idéntico nas trés
reacgdes. No entanto, os espectros de emissdo das reacgdes de SBE apresentam um perfil diferente em
cada reaccdo, sendo observavel um aumento de intensidade na banda de emissdo do ddNTP
complementar & base a ser questionada em cada reaccdo de SBE. Isto € um forte indicio de que, nestas
reacgdes, ocorreu a incorpora¢do do ddNTP correcto no primer universal e que a hibridacdo deste
com D, permite que ocorra FRET entre o doador (localizado em D) e 0 aceitante (incorporado no
primer universal) permitindo a identificacdo das respectivas incorporagdes.

Estes resultados demonstram que este sistema de primer universal para codificacdo espectral
permite, nestas condi¢des, a discriminacdo da incorporacdo de ddNTPs especificos em meio
homogéneo, isto &, sem ser necessario passos adicionais de purificacdo. Estes resultados também

demonstraram a versatilidade do fendémeno de FRET para gen6tipagem.
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4.4.3. Reaccdo de SBE com um template de DNA sintético e quatro ddNTP

Os resultados apresentados nesta sec¢do tém como objectivo averiguar se a utilizacdo do primer
universal desenvolvido podia ser utilizado na presenca de um template e dos 4 ddNTPs. Assim, a
reaccdo de SBE foi realizada em Univ-TLT na presenga dos 4 ddNTPs — Figura 4.13.
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Figura 4.13. Espectros de emissdo da reaccdo de SBE, e respectivo controlo, utilizando o primer
universal com Univ-TLA e na presenca de 4 ddNTPs

A linha a cinzento representa reac¢do de SBE (com enzima); a linha a preto representa reacgdo controlo (sem
enzima). Nestes espectros, a banda de emissdo do doador foi removida. Espectros de emissdo tracados
utilizando a condicédo 3, descrita na Tabela 3.8.

Seria expectavel um aumento na banda de emissao do aceitante ddA (600 nm) uma vez que este
é 0 ddNTP complementar a base a ser questionada no template. Este aumento foi de facto observavel
mas, no entanto, constatou-se também um incremento na emissdo em comprimentos de onda que
correspondem a emissdo de ddC (a 620 nm) e a emissdo de ddG (a 650 nm). Este resultado nao
permitiu averiguar se este acréscimo, na emissdo a 620 nm e a 650 nm, se deveu a incorporacao
inespecifica de ddC e de ddG ou ao aumento da banda de emissdo de ddA. Isto significa que se a
natureza do nucleétido que ocupa a posicdo avaliada (variante do SNP) ndo fosse conhecida, a
determinacao do par doador/aceitante formado ndo seria possivel.

A precipitacdo destas reac¢bes (SBE e controlo) foram realizadas de forma a remover os
ddNTPs ndo incorporados e assim verificar qual o ddNTP incorporado no primer universal — Figura
4.14.
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Figura 4.14. Espectros de emissdo da precipitacdo da reaccdo de SBE e respectivo controlo,
utilizando o primer universal com Univ-TLA na presenca de 4 ddNTPs

A linha a cinzento representa reac¢do de SBE (com enzima); a linha a preto representa reac¢do controlo (sem
enzima). Espectros de emissdo tracados utilizando condicdo 3, descrita na Tabela 3.8.

Nesta figura, observa-se a banda de emissdo de ddA (600 nm) na reaccdo de SBE. lIsto
demonstra que a incorporacdo de ddA no primer universal ocorreu com sucesso. Desta forma, é
possivel inferir que o0 aumento na emissdo a 620 nm e a 650 nm (antes da precipitacdo — Figura 4.12)
se deve, provavelmente, ao aumento de intensidade da banda de emissdo de ddA.

Realizou-se também a reaccdo de SBE na presenca de Univ-TLC e dos 4 ddNTPs. O espectro
de emissdo, com a banda do doador removida, é apresentada na Figura D.8. I) no anexo D. Os
espectros de emissdo da reac¢do de SBE sdo semelhantes aos obtidos para a reacgdo realizada em
Univ-TLA, uma vez que € possivel observar um aumento na emissdo a 600 nm (se bem que este
aumento é muito menor ao observado na Figura 4.12) e a 650 nm (banda de emissdo de ddG — ddNTP
a ser incorporado no primer universal).

O espectro de emissdo da reaccdo de SBE apds precipitacdo — Figura D.8 Il) no anexo D —
revela a presenca da banda de emissdo do doador (a 530 nm) e de ddG (a 650 nm), banda esta que se
encontra ausente da reaccdo controlo. Apesar do sucesso da incorporacao de ddG no primer universal,
ndo foi possivel determinar o par doador/aceitante formado em solucdo antes de se recorrer a
purificacdo desta reacgdo. O facto de duas reaccOes de SBE realizadas em template diferentes,
resultarem num espectro de emissdo semelhante, demonstra a dificuldade da caracterizacdo espectral
quando em solucéo estdo presentes 0s 4 ddNTPs.

Apesar da precipitacdo das reaccdes de SBE permitirem a identificacdo de qual o ddNTP
incorporado (por remocdo dos ddNTP ndo incorporados), pretende-se desenvolver um sistema de
codificacdo espectral em meio homogéneo, eliminando passos de precipitagdo. Caso contrério a
codificacdo espectral seria redundante, deixando por isso de ser necessario a utilizacdo de um doador,
pois a utilizacdo de um ddNTP marcado com um fluoro6foro seria o suficiente para a identificacdo da

base que ocupa a posicéo a ser analisada.
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Em suma, a discriminac¢do da incorporacdo de um ddNTP no primer universal desenvolvido, a
guando da presenca dos 4 ddNTPs, ainda requer a optimizacdo das condicdes de reaccdo de forma a
que seja possivel a deteccdo de qual o par doador/aceitante formado em solucéo.

Apesar das reaccgdes utilizando o primer universal na presenca dos 4 ddNTPs ndo permitirem a
identificacdo do ddNTP incorporado no primer, os resultados apresentados na sec¢do 4.4.2
demostraram que esta deteccdo foi possivel, utilizando dois ddNTPs. Como tal, prosseguiu-se 0s
estudos utilizando produtos de PCR do gene C-MYC.

4.5 Reaccbes de SBE com primer universal em alvos correspondentes a
produtos de PCR de C-MYC

Com o conjunto de resultados seguintes, pretende-se demonstrar a hibridacdo entre D; e 0

primer universal ap6s incorporagdo de ddA.

4.5.1. Perfil de desnaturacdo de reaccdo de SBE em produto de PCR do
gene C-MYC na presenca de ddATP

Nesta seccdo, a hibridacdo de D; com o primer universal é demonstrada através do perfil de
desnaturacdo, seguido por fluorescéncia. Para tal, realizaram-se as reac¢Ges de SBE usando como
template, o produto de PCR obtido de acordo com o descrito seccdo 3.2.5.2 (ver Figura C.1 no anexo
C), e na presenca de ddA —Figura 4.15.

Considerando que esta mistura reaccional, ap6s a adicdo de D,, ndo foi sujeita ao programa de
ciclos térmicos descrito na Tabela 3.11, pode considerar-se que no inicio da medicdo do perfil de

desnaturacdo Dy e o primer universal ndo se encontravam hibridados.
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Figura 4.15. Perfil de desnaturacdo entre D, e o primer universal com ddA incorporado
Os quadrados a preto representam a emissdo a 600 nm (aceitante); Os tridngulos a cinzento representam a
emissdo a 530 nm (doador). Espectros de emissdo tracados utilizando a condicéo 4, descrita na Tabela 3.8.
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Nesta figura, é possivel observar que a 55 °C ocorreu um acréscimo acentuado da emissdo do
aceitante a 600 nm e um decréscimo acentuado da emissdo do doador a 530nm, constituindo um
indicativo de que a hibridacdo entre D; e o primer universal comega a tornar-se relevante perto da
temperatura de melting dos Gltimos 18 nts (62,14 °C) do primer universal, porcao responsavel pela
hibridacdo com o template de reaccdo. Considerando que esta variacdo nas emissdes do aceitante e
doador s6 ocorrem perto da temperatura de desnaturacdo entre o primer universal e o template, é
indicativo que a hibridacdo entre estes representa um impedimento estereoquimico que dificulta a
hibridacdo de D; com o primer universal (isto quando as amostras ndo sao sujeitas ao programa de
hibridacao descrito na Tabela 3.11).

De forma a confirmar que o perfil de desnaturacdo obtido na Figura 4.15 é o resultado da
hibridagdo entre o primer universal e D, foram realizados diferentes controlos de forma
independente, nomeadamente: reaccdo sem enzima - Figura 4.16 a) ; doador e aceitante isolados —
Figura 4.16 b) ; reaccdo em template ndo complementar com enzima — Figura 4.16 ¢) ; reaccdo em
template ndo complementar sem enzima — Figura 4.16 d).

Através destas reaccOes é possivel determinar como a emissdo do doador e do aceitante varia
em funcdo da temperatura (Figura 4.16 b) e em situacGes em gque ndo ocorreu a incorporacao de ddA
no primer universal (Figura 4.16 a), c¢) e d)). Ou seja, possibilitando a avaliar qual a variacdo de
emissdo dos fluordforos em funcgéo da temperatura, numa situa¢do em que ndo ocorreu FRET entre 0s

fluoréforos utilizados.
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Figura 4.16. Perfil de desnaturacdo dos diferentes controlos

a) Reacgdo em produto PCR C-MYC na auséncia de enzima; b) Doador e aceitante nas condicdes de reaccio; c)
Reaccdo em template ndo complementar ao primer universal na presenca de enzima; d) Reac¢do em template
ndo complementar ao primer universal na auséncia de enzima. Os quadrados a preto representam a emissdo de
ddA a 600 nm; os tridngulos a cinzento representam a emissdo do doador a 530 nm. Espectros de emisséo
tracados utilizando a condicdo 4, descrita na Tabela 3.8.

Temperatura (°C)

Através da analise da Figura 4.16 verifica-se que a variacdo na emissdo do doador e do
aceitante é praticamente idéntica, ndo sendo observavel nenhuma variacdo significativa na emisséo
destes fluoroforos a 55 °C. Tal indica que na reaccdo de SBE, representada na Figura 4.15, ocorreu a
incorporacdo de ddA no primer universal e que a hibridacdo deste com D; é responsavel pelo
decréscimo acentuado na emissdo do doador (530 nm) e pelo aumento acentuado na emissdo do
aceitante (600 nm).

E de referir que os perfis de desnaturagio representados nas Figuras 4.15 e 4.16, apresentam
um incremento na emisséo do doador e do aceitante dos 5 °C aos ~20 °C. Este aumento ocorre devido

a diminuicdo de condensagao de &4gua nas células de quartzo utilizadas nestas medigdes.

53



4.5.2. Hibridacdo ao longo do tempo de D; com primer universal apés

reaccdo de SBE na presenca de ddA
A presente seccdo tem como principal objectivo reforgar a ocorréncia de hibridagéo entre D, e
o primer universal, seguindo a hibridacdo ao longo do tempo.

Para tal, realizou-se uma reaccdo de SBE na presenca de ddA e de Uni-TLT e os espectros de
emissdo foram registados imediatamente a seguir a adicdo de D; e ao longo de 60 minutos. Estes
espectros de emissdo foram tracados a 20 °C e a 64 °C, de forma a avaliar o efeito da temperatura na
hibridagdo de D; com o primer universal. Para monitorizar esta hibridacéo, seguiu-se a intensidade de
fluorescéncia calculando as areas das banda de emissdo de ddA e do doador para cada tempo de
medicdo — Figura 4.17 a) e b).

Escolheu-se a temperatura de medicdo de 20 °C, pois esta garante que o primer universal se
encontrava hibridado ao template. A temperatura de 64 °C foi escolhida, pois o perfil de desnaturacéo
apresentado na sec¢do anterior demonstra que a esta temperatura a hibridagdo de D; com o primer

universal se tornara relevante.
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Figura 4.17. Representacdo da area da banda de emissdo de ddA em funcdo do tempo, ap6s adic¢do de
Dy

a) Medigdo a 20 °C ; b) Medicdo a 64 °C

Os quadrados a vermelho representam a area da banda de emissdo de ddA na reaccdo de SBE, os quadrados a
azul representam a area da banda de emissdo de ddA na reac¢do controlo (sem enzima) ; Os tridngulos a preto
representam a area de emissdo do doador na reac¢do de SBE; Os tridngulos a cinzento representam a area da
banda de emissdo do doador na reac¢do controlo. Espectros de emissdo tragados utilizando, a) condi¢do 5, b)
condicdo 6, descritas na Tabela 3.8.

Pela Figura 4.17 a) verifica-se, tanto na reacgdo de SBE como na reacgdo controlo, que a
intensidade de emissdo de ddA ndo sofreu um aumento, sendo que o seu valor foi praticamente
constante ao longo do tempo. Isto significa que quando os espectros sdo tragados a 20 °C (sem que a
amostra seja sujeita ao programa de hibridagdo descrito na Tabela 3.11) a hibridagdo entre D; e 0
primer universal ou ndo ocorre, devido a impedimentos estereoquimicos, ou demora mais que do que

0s 60 minutos em que se esteve a seguir a hibridacao.
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J& na Figura 4.17 b) verifica-se que na reac¢do de SBE, a emissdo de ddA aumentou ao longo
do tempo, enquanto a emissdo do doador sofreu um decréscimo acentuado nos primeiros 25 minutos.

No entanto, na reacgdo controlo, verifica-se que o valor da intensidade de emissdo de ddA e do
doador se mantiveram praticamente constante ao longo do tempo.

Considerando que a 64 °C observa-se um acréscimo na emissao do aceitante e um decréscimo
na emissdao do doador (o0 que ndo é observado nas reaccdo controlo), constitui um indicativo que a
hibridacdo entre D; com o primer universal estava a ocorrer, provavelmente pela libertacdo do
impedimento estereoquimico aquando da desnaturacdo da porcdo do primer universal que se
encontrava hibridada com o template de reacgéo.

E de referir que o valor absoluto das areas de emissdo a 64 °C sofreu um decréscimo
comparativamente as areas obtidas a 20 °C. Isto ocorreu, porque a temperaturas elevadas os
decaimentos ndo radiativo, do estado excitado para o estado fundamental, tornam-se mais
predominantes do que a temperaturas mais baixas * %

Considerando os resultados apresentados nesta seccdo e na sec¢do anterior, indicam que o
aumento da intensidade da banda de emissdo do ddNTP incorporado ocorre devido a hibridacéo entre
D; e o primer universal e, portanto, devido a ocorréncia de FRET entre o doador e 0 aceitante,
prosseguiu-se o estudo utilizando produtos de PCR de amostras biolégicas contendo SNP de interesse

clinico (rs9939609).

4.6. Reaccdes de SBE com primer universal em produtos de PCR de FTO

Considerando que os resultados apresentados até a presente seccdo foram obtidos utilizando
um primer universal desenhado em condi¢des que maximizassem a eficiéncia da reaccdo (ver secgéo
4.1), esta seccdo teve como objectivo averiguar se este sistema poderia ser utilizado para a detec¢do
de um SNP com interesse clinico, 0 SNP (rs9939609) envolvido na predisposicdo a obesidade
localizado no gene FTO ¥'.

Para tal, utilizaram-se produtos de PCR de seis amostras bioldgicas — seis individuos
diferentes- (ver Figura C.2 no anexo C), contendo o SNP de interesse. E de referir que estes produtos
de PCR (ver sequéncia do fragmento em A.3 do anexo A) contém ambos os alelos. Na Tabela 4.2 é

apresentado o genotipo das posi¢des avaliadas nas diferentes amostras.
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Tabela 4.2. Gen6tipo das amostras bioldgicas utilizadas como templates nas reacgdes de SBE
Amostra Genotipo

1 TIT
2 AIA
3 AT
4 AT
5
6

T/T
T/T

O primer universal utilizado nestes ensaios foi desenhado de forma a hibridar na cadeia - , pelo
que o ddNTP a ser incorporado no primer universal ¢ 0 mesmo que compde 0 gendtipo de cada
amostra (cadeia +). Considerando que o SNP em causa pode ser composto por uma adenina ou por
uma timina, realizou-se a reac¢do de SBE nestes produtos de PCR na presenca de ddA e de ddu.
Numa primeira abordagem, optou-se por realizar a reac¢do de SBE no template 2 ndo purificado. Os

espectros de emissdo desta reaccao sdo apresentados na Figura 4.18.

30 ~
25 -
20 1
15

10 -

Intensidade (u.a.)

450 500 550 600 650 700

Comprimento de onda (nm)

Figura 4.18. Espectros de emissdo da reac¢do de SBE, e reaccdo controlo, utilizando o primer
universal com produto de PCR da amostra 2

A linha a cinzento representa reaccéo de SBE; a linha preto representa a reaccdo controlo. Nestes espectros, a
banda de emissdo do doador foi removida. Espectros de emissdo tracados utilizando a condic¢do 3, descrita na
Tabela 3.8.

Nesta figura verifica-se que os espectros de emissdo da reac¢do de SBE e da reaccdo controlo
sdo completamente sobreponiveis, indicando por isso que ndo €é possivel identificar o par
doador/aceitante formado em solucdo. Tal significa que a incorporacdo do respectivo ddNTP néo
ocorreu ou a sua eficiéncia foi demasiado baixa. O facto do template ndo ter sido purificado pode ter
contribuido para a diminuicdo da eficiéncia da reaccdo de SBE. Isto porque, os dNTPs utilizados na
reaccdo de PCR (a uma concentragdo de 200 pM) poderdo ter impossibilitado a incorporacdo do
ddNTP (que se encontravam a uma concentragio de 2 UM na reaccdo de SBE) *. Assim sendo,

optou-se por purificar os produtos de PCR através da extracgdo da respectiva banda do gel de agarose,
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seguindo o procedimento descrito na seccdo 3.2.6.3 (ver Figura C.3 no anexo C), de forma a ser
possivel separar os templates de reac¢do das componentes da reaccao de PCR.
Na Figura 4.19 é apresentado um gréafico que resume os resultados obtidos. Os espectros de

emissdo de cada reaccdo é apresentado nas Figuras D.9 e D.10 no anexo D.

Probabilidade

NUmero da amostra

Figura 4.19. Representacdo esquematica dos resultados obtidos através da gendtipagem do SNP
rs9939609 nos produtos de PCR de amostras bioldgicas, utilizando o sistema de primer universal

As barras a azul representam genoétipos A/T; A barra a laranja representa o genétipo T/T; A barra a verde
representa o genotipo A/A

Pela Figura 4.19 verifica-se que trés das amostras analisadas apresentam o gendtipo A/T. Uma
apresenta um gendtipo T/T e a outra apresenta o gendtipo A/A. A comparacao entre estes resultados e
com os resultados de sequenciacdo revela, que as amostras 1, 2, 3 e 4 apresentam o genotipo correcto
(os espectros destas reaccBes sdo apresentados na Figuras D.9 1), 1I), 111) e Figura D.10 I) no anexo D,
respectivamente). Os ensaios realizados nas amostras 1, 2 e 3 foram feitos em triplicado, de forma
independente, sendo observado uma variacdo nas intensidades de emissdo de cerca de 20 % para a
emissdo de ddU e uma variacao de 18 % para a emissao de ddA.

Os espectros de emissdo da reaccdo de SBE na amostra 5 (Figura D.10 II) no anexo D)
apresenta um acréscimo nas bandas de emissdo de ambos os ddNTPs em solucéo, indicando que se
trata de um gendtipo heterozig6tico. No entanto, os resultados de sequenciacdo demonstram que esta
amostra € homozigotica (T/T) para a posicéo avaliada. Considerando que ao longo deste trabalho ndo
se observou a incorporagao inespecifica dos ddNTPs presentes em solucéo, isto é um indicativo que
pode ter ocorrido a contaminagdo deste template durante o processo de extrac¢do da banda do gel de
agarose.

Nao foi possivel determinar o gendtipo da amostra 6, uma vez que o0 espectro de emissdo da
reaccdo de SBE € idéntico ao da reacgdo controlo (Figura D.10 II1) no anexo D), indicando por isso
que ndo ocorreu a incorporagdo do respectivo ddNTP no primer universal. Assim sendo, ndo foi

possivel determinar todos 0s genétipos correctamente nas amostras bioldgicas utilizadas.
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Estes resultados indicam o sistema de primer universal para codificagédo espectral desenvolvido
ainda requer optimizacGes que visem o aumento do rendimento da reac¢do, de forma a ser possivel a

identificagdo inequivoca do par doador/aceitante formado como resultado da reaccéo de SBE.
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5. Conclusoes e Perspectivas Futuras
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Neste trabalho procurou-se desenvolver um desenho experimental, adequado ao método de
codificacdo espectral, que permitisse a utilizacdo do mesmo oligonucledtido marcado com doador
para a analise de diferentes SNPs — primer universal.

Verificou-se que a utilizagdo de D; como primer de SBE possibilitou observar um aumento na
emissdo dos ddNTPs aquando da sua incorporacdo em D;, indicando a ocorréncia de FRET entre D; e
0s aceitantes, utilizando o template complementar ao ddNTP em solucdo. A confirmacdo da
incorporacao dos ddNTPs foi realizada através da precipitacdo dos produtos de SBE. O resultado da
precipitacdo indicou que a incorporacdo de ddA e de ddG foi melhor sucedida que a incorporacéo de
ddU e de ddC. Desta forma prosseguiram-se os estudos utilizando ddA e ddG e respectivos templates
(TLC e TLT). A aplicacdo deste sistema na analise de dois loci também foi possivel, na medida em
gue permitiu a discriminacdo da incorporacdo de dois ddNTPs (ddA, ddG), na presenca de dois
templates sintéticos (TLT, TLC) mimetizando a presenca de dois alelos. A utilizacdo de um template
na presenca dos 4 ddNTPs, ndo permitiu a identificacio do ddNTP incorporado, apesar da
precipitacdo desta reaccdo demonstrar que ocorreu a incorporacdo do ddNTP correcto em D;. No
entanto, 0 aumento da quantidade de enzima por reaccdo permitiu a identificacdo do par
doador/aceitante quando esta reaccado foi realizada com 2 templates e 4 ddNTPs, através do aumento
na intensidade de emissdo dos ddNTPs complementares a posicdo avaliada, sendo o sucesso da
incorporacdo dos ddNTPs observavel através da precipitacdo destas reaccdes.

Uma vez demonstrado que a utilizacdo de D, permite a transferéncia de energia entre o doador
e 0s aceitantes utilizados (presente nos ddNTPs), procedeu-se ao desenvolvimento do primer
universal para codificacdo espectral. A utilizacdo deste primer universal como primer de SBE
demostrou que este permite a incorporacdo dos ddNTPs, quando na reaccdo estava presente 1 dos
ddNTPs e o seu respectivo template. Isto porque que ap6s a hibridacao entre D, e o primer universal,
foi possivel observar um acréscimo na emissdo do ddNTP incorporado. Estimou-se a eficiéncia de
transferéncia de energia para os pares D,;ddA, D.ddU, D;ddC, D,ddG, como sendo de 25,97%,
14,15%, 13,64%, 26,42%, respectivamente. No entanto, dado estes valores de eficiéncia de
transferéncia de energia se encontrarem afectados pela eficiéncia de incorporacdo dos diferentes
ddNTPs no primer universal e pela eficiéncia de hibridacdo entre D; e o primer universal, as
eficiéncias de transferéncia de energia calculadas sdo aparentes. A utilizagdo do primer universal na
presenca de dois ddNTPs e de um ou dois templates, demonstrou que o primer universal desenvolvido
permite a diferenciacdo entre templates que mimetizam genétipos homo- e heterozig6tos, uma vez
que, em cada uma destas reac¢Oes observou-se um aumento na intensidade de emissdo do ddNTP
complementar ao nucledtido presente na posicao avaliada no template sintético.

A aplicacdo deste primer na presenca de um template e dos 4 ddNTPs, ndo permitiu a
identificagdo clara do par doador/aceitante formado, uma vez que se observou um acréscimo na
emissdo a comprimentos de onda que correspondem a emissdo dos ddNTPs que ndo deveriam ser

incorporados, tendo em conta a natureza do template presente em solucdo. A precipitagdo destas
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reacgdes demonstrou que ndo ocorreu incorporacdo inespecifica de ddNTPs no primer, mas sim o
aumento da banda de emissdo do ddNTP que foi incorporado.

A hibridacgdo entre D; e o primer universal foi demonstrada em produtos de PCR do gene C-
MYC, através do perfil de desnaturacdo (seguido por fluorescéncia) e através de medicdes dos
espectros de emissdo, ao longo de 1 hora, ap6s a adicao de D.

Considerando que este sistema de primer universal permitiu a diferenciacdo entre templates que
mimetizavam genotipos homo- e heterozig6tos, procedeu-se a aplicacdo deste sistema de primer
universal em produtos de PCR de amostras bioldgicas, contendo um SNP de interesse clinico. Estas
reaccdes foram realizadas na presenca de 2 ddNTPs complementares aos nuclettidos que
correspondem as variantes alélica deste SNP.

Foram testadas 6 amostras bioldgicas, cujo genétipo foi determinado por sequenciagdo.
Verificou-se que o sistema desenvolvido permitiu a discriminacdo correcta em 4 das amostras
testadas. Uma das amostras testadas resultou num genétipo incorrecto, e na outra amostra nao foi
possivel determinar qual o gendtipo, uma vez que o espectro de emissdo da reaccdo de SBE, sendo
idéntico ao da reaccdo controlo, ndo permitiu assegurar a ocorréncia de reaccao.

Desta forma, torna-se claro que o sistema desenvolvido ainda necessita de optimizacdo. E
necessario determinar o limite de deteccdo do sistema, isto €, a quantidade minima de template no
qual é possivel realizar a reac¢do de SBE. Para além do limite de deteccdo do sistema é necessario
verificar como é que os sinais de fluorescéncia variam em funcdo da concentracdo do template
utilizado na reaccao.

Considerando que a concentracdo de primer universal foi mantida constante ao longo deste
trabalho, seria importante avaliar como a variagdo da concentracdo deste poderia melhorar os sinais
obtidos. E também importante determinar qual o melhor racio de D./primer universal que permite a
obtencdo de sinais de FRET mais claros. O programa de ciclos térmicos utilizados para a reac¢do de
SBE também necessita de optimizacdes, de forma a permitir uma maior eficiéncia de SBE.

Apos total optimizacdo da metodologia apresentada, pretende-se aumentar a complexidade e
avancar para a determinacgdo simultdnea de 2 SNPs distintos numa mesma amostra, utilizando mais
um oligonucleétido marcado com um doador diferente ao utilizado neste trabalho (D) e mais um
primer universal de SBE especificamente desenhado. A utilizac&o de dois doadores na mesma reacgao
permite aumentar a capacidade de multiplex deste sistema, aplicando-se o modelo de codificacéo
espectral desenvolvido por Giestas et al.

A validac&o do sistema desenvolvido tera de ser realizada num nimero de amostras biologicas
muito superior ao utilizado, de forma a que a validagéo seja estatisticamente relevante. Esta validacao
ird permitir a obtencdo da frequéncia de falsos positivos/negativos, que é crucial para o

desenvolvimento de uma nova metodologia de genotipagem.
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