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RESUMO

“METODOS PARA DETECGAO DE ADN PROVENIENTE DE INDIVIDUOS
DIFERENTES"”

Num primeiro aspecto, a presente invencgdo apresenta métodos
para diferenciac&o de espécies de ADN provenientes de individuos
diferentes, numa amostra biolégica. Estes métodos podem ser
utilizados para diferenciar ou detectar ADN fetal numa amostra
materna ou para diferenciar ADN de um dador de 6rgdo de ADN de
um receptor de Orgdo. Em formas de realizacdo preferidas, as
espécies de ADN sdo diferenciadas por observacdo das diferencas
epigenéticas nas espécies de ADN, tais como diferengas na
metilacdo de ADN. Num segundo aspecto, a presente invencédo
apresenta métodos de deteccdo de anomalias genéticas num feto
através da deteccdo de ADN fetal numa amostra bicldgica obtida
de uma mde. Num terceirc aspecto, a presente invengdo apresenta
métodos para diferenciar espécies de ADN provenientes de um
dador de 6rgdo daguelas de um receptor de 6rgdo. Num quarto
aspecto, a presente 1invencdo apresenta kits para diferenciar
espécies de ADN provenientes de individuos diferentes, numa

amostra biocldégica.



DESCRIGCAO

“METODOS PARA DETECGAO DE ADN PROVENIENTE DE INDIVIDUOS
DIFERENTES”

ANTECEDENTES DA INVENCAO

A presenca de ADN proveniente de fluidos corporais de
individuos diferentes & um fendmeno bioldgico bem conhecido em
muitos cenadrios clinicos e bioldgicos. Por exemplo, a seguir ao
transplante de medula éssea, o sistema hemopoiético do receptor
do transplante consistira de varias proporgdes de células do
dador e do receptor. A determinacdo da quantidade de células do
dador ou do receptor foi realizada através da detecgidc de
diferencas graficas entre o dador e receptor, incluindo o género
(Mangioni et al., Bone Marrow Transplant 20:969-73 (1997)) e
polimorfismos de ADN (Roux et al., Blood 79:2775-83 (1992)). O
corolario desta abordagem ¢é que se a regido analisada néo
suportar uma diferenca genética entre o dador e o receptor,

entdo a analise através da abordagem corrente ndo serad possivel.

Noutro exemplo, durante a gravidez, a detecgdo de ADN fetal
em plasma e soro materno foi demonstrada anteriormente (Lo et
al., Lancet 350:9076: 485-7 (1997)). Esta tecnologia demonstrou
que o ADN fetal isolado a partir de plasma e soro maternc pode
ser utilizado para diagndéstico pré-natal ndc-invasivo (Lo et
al., N Eng J Med, 339(24):1734-8 (1998): Faas et al., Lancet
352(9135):1196 (1998); Amicuccli et al., Clin Chem 46(2):301

(2000),; Chen et al., Prenat Diagn 20(4):355-7 (2000); Saito et

al., Lancet 356:1170 (2000)). A aplicacdo clinica deste fendmeno



foi auxiliada pelas concentracdes absolutas e relativas
relativamente elevadas de tal ADN fetal circulante no plasma e
soro materno (Lo et al., N Eng J Med, 62:768-775 (1998)).
Utilizando esta abordagem, foi alcancada a deteccdo pré-natal
ndo-invasiva de uma variedade de estados, incluindo o estado
rhesus D fetal (Lo et al., New Eng J Med, 339:1734-1738 (1998)),
distrofia miotdénica (Amicucci et al., Clin Chem 46:301-302
(2000)), acondroplastia (Saito et al, Lancet 356:1170(2000)) e
certas translocacgdes cromossédmicas (Chen et al., Prenat Diag
20:335-357 (2000); Chen et al., Clin Chem 47:937-939 (2001)).
Todas estas abordagens correntes utilizaram a detecgdo de
sequéncias de ADN herdadas do paili e que s&o distinguiveis
geneticamente a partir da da mde (Bianchi, Am J Hum Genet
62(4):763 (1998). De um modo especifico, foi Julgada ser
impossivel a deteccdo de ADN que o feto herdou da m&e no plasma
ou soro maternc. Foram também descritas limitacdes similares
para a detecgdo de células nucleadas fetais isoladas a partir da
fraccdo celular do sangue materno (Lo et al., Ann N Y Acad Sci,

731:204 (1994).

Foi detectado, por outros, ADM metilado de um modo
aberrante a partir de doentes com cancro. Isto foli referido para
doentes com uma variedade de cancros, incluindo cancro do pulméo
(Esteller, et al., Cancer Res 59(1):67 (1999) e do figado (Wong
et al., Cancer Res 59(1):71 (1999)).

Recentemente, foi focado muito interesse na biologia de
fenbmenos epigenéticos, nomeadamente processos que alteram o
fénotipo mas que ndo estdo associados com mudancas na sequéncia
de ADN (Wolffe, GScience 286:481-486 (1999)). Um dos melhores
processos epigenéticos caracterizados é a metilacdo de ADN

(Wolffe et al., Curr Biol. 10:R463-R465 (1999)). Seria altamente



valioso um método para descriminar espécies de ADN provenientes
de individuos diferentes em fluidos Dbioldégicos wutilizando
diferencas epigenéticas em vez de genéticas entre as espécies de
ADN. Por exemplo, a deteccdo epigenética de ADN fetal numa
amostra materna proporcicnaria um avanco significativo

permitindo métodos de rastreio e diagndstico adicionais.

SUMARIO DA INVENCAO

Num primeiro aspecto, a presente invencdo caracteriza
métodos para a diferenciacdo de espécies de ADN provenientes de
individuos diferentes numa amostra bioldgica. Em formas de
realizacdo preferidas, os métodos da presente invencdo séo
utilizados para diferenciar ou detectar ADN fetal numa amostra
materna ou para diferenciar ADN de um dador de érgdo a partir de

ADN de um receptor de érg&o.

Os especialistas na técnica entenderdo que a amostra
biolégica obtida de um individuo seja recolhida a partir de
qualquer amostra de fluido ou célula, contudo, em formas de
realizacdo preferidas, o fluido corporal & plasma ou soro. Em
formas de realizacdoc preferidas, as espécies de ADN sdo
diferenciadas através de observacdo de diferencas epigenéticas
nas espécies de ADN, tais como diferencas na metilacdc do ADN.
Por exemplo, em situacgdes em que uma espécie de ADN provém de um
individuo do sexo masculino e uma espécie de ADN provém de uma
individuo do sexo feminino, o marcador epigenético pode ser o©
cromossoma X inactivado do individuo do sexo feminino. Em tais
formas de realizacg¢do, as sequéncias de ADN metilado no
cromossoma X 1inactivado podem ser utilizadas para detectar ADN

proveniente do individuo do sexo feminino. Em algumas formas de



realizacdo, as diferencas epigenéticas podem ser analisadas
dentro das células. Além disso, em algumas formas de realizacéo,
as diferencas epigenéticas podem ser analisadas utilizando a
reaccdo de polimerase em cadeia especifica para metilacdo in
situ. Adicionalmente, as diferencas epigenéticas podem ser
utilizadas para seleccionar ou isolar células a partir dos
respectivos individuos ou para purificar ADN a partir dos
respectivos individuos. Os métodos, de acordo com a presente
invencdo, podem ser <realizados com ou sem a medicdo das
concentracBes das espécies de ADN, contudo, em formas de
realizac&o preferidas, s&o medidas as concentrag¢des das espécies
de ADN com as diferencas epigenéticas respectivas. Tal medicéo
das concentracdes envolve a medicdo das respectivas diferencas
de metilacdo do ADN em formas de realizacdo em que as diferencas
da metilac&o do ADN sdo o marcador epigenético. Em formas de
realizacdo especialmente preferidas, o bissulfito de sddio é
adicionado directamente & amostra bioldgica ou as espécies de
ADN para detectar as diferencas na metilacdo do ADN. Contudo, em
outras formas de realizagdo, uma reacg¢do da polimerase em cadeia
especifica para metilacdo, tal <como & Dbem conhecida dos
especialistas na técnica, pode ser wutilizada para detectar
diferencas na metilacdo do ADN. Ainda em outras formas de
realizacdo, a sequenciacdo de ADN ou extensdo do iniciador pode

ser utilizada para detectar as diferencas de metilacéo.

Num segundo aspecto, a presente invencdo apresenta métodos
de deteccdo de anormalidades num feto através de deteccdo de ADN
fetal numa amostra bioldgica obtida a partir de uma mie. Os
métodos de acordo <com a presente invencdo proporcionam a
deteccdo de ADN fetal numa amostra materna através da
diferenciacdo de ADN fetal do ADN materno baseado em marcadores

epigenéticos, tais como diferencas na metilagcdo do  ADN.



Utilizando tais métodos, o ADN fetal que estd previsto numa
anomalia genética ou doenca de base genética pode ser, deste
modo, identificado, proporcionando métodos para diagnbdéstico pré-
natal. Estes métodos sdo aplicédveis para gquaisquer e todas as
condicdes associadas a gravidez para as quails s&o identificadas
mudancas na metilacdo associadas com um estado de doenca.
Doencas caracteristicas que podem ser diagnosticadas incluem,
por exemplo, pré-eclédmpsia, uma aneuploidia cromossémica,
incluindo mas ndo estando limitada a trissomia 21, Sindroma de

Prader-Willi e Sindroma de Angelman.

Tal como nos métodos de diferenciacdo mais alargados do
primeiro aspecto da invengdo, a amostra bioldgica obtida a
partir da mde ¢é, de um modo preferido, plasma ou soro. A
diferenciacdo entre ADN maternc e fetal pode ser realizada com
ou sem quantificar a concentracdo de ADN fetal no plasma ou sSoro
materno. Em formas de realizacdoc em gque o ADN fetal &
quantificado, a concentracdo medida pode ser wutilizada para
prever, monitorizar, diagnosticar ou prognosticar um distirbio
associado com a gravidez. Em formas de realizacdo preferidas, o
marcador epigenético particular derivado do feto esta associado
com um disturbio no feto e, em algumas formas de realizacdo, é
utilizada uma caracteristica epigenética em células fetais na
placenta como um marcador especifico do feto no plasma ou sOro

materno.

Num terceiro aspecto, a presente invencdo caracteriza
métodos para diferenciacdo de espécies de ADN provenientes de um
dador de o6rgdo a partir daguelas de um receptor de oOrgdo. Tal
como nos métodos de diferenciacdo mais alargados do primeiro
aspecto da invencdo, a amostra bioldgica obtida é, de um modo

preferido, plasma ou soro. A diferencia¢ldo entre ADN do dador de



bdrgdo e receptor de Orgdo ou potencial dador de odérgdo e
potencial receptor de 6érgdo pode ser realizada com ou sem
quantificacédo da concentracdo de ADN na amostra bioldgica. Esta
forma de realizacdo ¢é particularmente Util em circunstancias
quando o transplante é um transplante de medula &ssea. Tais
medicbes podem ser utilizadas para prever o progresso clinico do
receptor do transplante, em especial no que se refere a rejeicédo

do 6rgé&o.

Num quarto aspecto, a presente invencdo caracteriza kits
para diferenciacdo de espécies de ADN provenientes de individuos
diferentes numa amostra bioldgica. Tais kits s&o uteis, por
exemplo, para diferenciar ou detectar a presenga de ADN fetal
numa amostra bioldgica materna ou para a diferenciacdo de ADN de
um dador de oérgdo ou potencial dador de o6érgdo daquele de um
receptor de o6rgdo ou potencial receptor de o6rgdo. Os kits de
acordo com & presente invencdo compreendem um ou mais reagentes
para determinar o estado da metilacdo do ADN materno, tal como
bissulfito de sd6dio e ou mais reagentes para detectar a presenga
de ADN, tal como um gel. Adicionalmente, tais kits podem incluir
um ou mais reagentes para amplificar a quantidade de ADN
presente numa amostra, tais como um ou mais reagentes para
realizar a amplificacdo por reacgdo de polimerase em cadeia.
Tais reagentes sido bem conhecidos dos especialistas na técnica.
Além disso, tails kits podem incluir um ou mais mecanismos para
obter uma amostra de ADN materno. Tais mecanismos sd0 bem
conhecidos dos especialistas na técnica. Em particular, os kits
de acordo com a presente invencdo podem ser utilizados para
diagnosticar uma doenca causada totalmente ou em parte por uma
anomalia genética, tais como uma mutacdo, substituicdo ou
eliminacdo na totalidade ou em parte de uma sequéncia de ADN

presente num feto. Doencas caracteristicas que podem ser



diagnosticadas incluem, por exemplo, pré-eclampsia, uma
aneuploidia cromossdmica, incluindo mas ndo estando limitada a

trissomia 21, Sindroma de Prader-Willi e Sindroma de Angelman.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A Figura 1 demonstra os resultados de um ensaio detectando
sequéncias de ADN metiladas e ndo metiladas do gene do receptor
de androgénio. Nco total, foram recrutados 6 sujeitos saudaveis
masculinos e 11 femininos. De todos os sujeitos de controlo
masculinos, apenas o gene do receptor de androgénio ndo metilado
foi detectado nestas amostras como esperado (Fig. 1A). Em
contraste, as sequéncias de ADN do gene do receptor de
androgénio ndo metiladas e metiladaes foram observadas nos
sujeitos femininos de controlo (Fig. 1A). As taxas de deteccéo
dos genes do receptor de androgénio metilados e ndo metilados
nestes sujeitos femininos foram 100% e 82%, respectivamente.
Quando as amostras de ADN foram omitidas do ensaio, ndo foi
observado sinal positivo (Fig. 1A). De um modo interessante,
foram observados sinais positivos para as sequéncias de ADN
metiladas e n&o metiladas em todos os receptores de transplante
de medula espinal com dadores femininos, indicando que existem
na circulaci&o sanguinea dos receptores masculinos, células de

dadores femininos.

A Figura 2 proporciona uma representacdo esquemdtica da
regido metilada diferencialmente (DMR) da regido IGF2-H19
humana. S&o apresentadas as duas unidades de repeticédo de 450 pb
(Al e A2) e sete unidades de repeticido de 400 pb (B1-B7). Os
potenciais sitios de metilacdo na cadeia superior de ADN da

regi&o estudada estdo representadas por c¢irculos abertos. O



sitio (A/G) do polimorfismo num tunico nucledtido (SNP) estudado
¢ indicado por uma caixa aberta. As setas abertas representam a
localizacdo dos iniciadores em sentido directo (for) e em
sentido inverso (rev) nas reaccdes de PCR especificas para os
alelos metilados (M) e ndo metilados (U), respectivamente. S&o
apresentadas as sequéncias destes iniciadores MSP. As diferencgas
na sequéncia entre o ADN tratado e ndoc tratado com bissulfito
sdo destacadas em negrito e itdlico e as diferencas da sequéncia
entre ADN metilado (herdado do pai) e ndo metilado (herdado da

mde) sdo sublinhadas a negrito.

A Figura 3 demonstra a deteccdo de ADN metilado paterno no
plasma materno do 3° trimestre (a) e Z2° trimestre (b). S&do
apresentadas amostras da sequéncia de ADN dos alelos metilados
da camada leucoplaquetéaria materna (painel 1), camada
leucoplaquetéria ou fluido amnidtico fetal (painel 2), plasma
pré-natal materno (painel 3) e plasma maternal pds-natal (painel
4) . A presenca de ADN metilado fetal na amostra de plasma pré-
natal materno é indicada por *. O sitio polimérfico (SNP) esté

representado em letras vermelhas.

A Figura 4 demonstra a deteccdo de ADN fetal ndoc metilado
(herdado maternalmente) em plasma materno. (a) Foram detectadas
sequéncias de ADN ndo metiladas na camada leucoplaquetéaria
materna (painel 1) e uma amostra materna do terceiro trimestre
(painel 2) wutilizando sequenciacdo directa. A presenca de ADN
fetal n&o metilado no plasma maternoc é indicado por *. (b) Foi
detectado ADN fetal ndo metilado (seta) em duas amostras de
plasma materno do terceiro trimestre wutilizando o ensaio de
extens&o do iniciador. (¢) Foi detectado ADN fetal ndo metilado
(seta) numa amostra de plasma materno do segundo trimestre

utilizando o ensaio de extensdo do iniciador. Sac apresentados



0s produtos das reaccdes de controlo contendo apenas iniciador,
alelo G ndo metilado ou alelo A ndo metilado. Os tamanhos (nt)
dos produtos da reaccdo estdo representados no fundo. e,

iniciador ndo utilizado; O alelo detectado.

DESCRICAO DAS FORMAS DE REALIZACAO ESPECIFICAS

Num primeiro aspecto, a presente invencdo apresenta métodos
para diferenciacdo de espécies de ADN provenientes de individuos
diferentes numa amostra biolégica. Em formas de realizacgédo
preferidas, os métodos da presente invencdo sdo utilizados para
diferenciar ou detectar ADN fetal numa amostra materna ou para
diferenciar ADN de um dador de 6rgdoc a partir de ADN de um

receptor de &érgéo.

Os especialistas na técnica entenderdo que a amostra
biolégica de um individuo seja recolhida a partir de qualquer
amostra de fluido ou célula, contudo, em formas de realizacdo
preferidas o fluido corporal é plasma ou soro. Em formas de
realizacd&o preferidas, as espécies de ADN sdo diferenciadas
através da observacdo de diferencas epigenéticas nas espécies de
ADN, tais como diferencas na metilacdo do ADN. Por exemplo, em
situaces onde uma espécie de ADN provém de um individuo
masculino e uma espécie de ADN provém de um individuo feminino,
o marcador epigenético pode ser o cromossoma X inactivado do
individuo feminino. Em tais formas de realizacdo, as sequéncias
de ADN metilado do cromossoma X inactivado podem ser utilizadas
para detectar ADN proveniente do individuo feminino. Em algumas
formas de realizacdo, as diferencas epigenéticas podem ser
analisadas dentro das células. Além disso, em algumas formas de

realizac&o, as diferencas epigenéticas podem ser analisadas



utilizando reaccgdo de polimerase em cadeia especifica para
metilacdo in situ. Adicionalmente, as diferencas epigenéticas
podem ser utilizadas para seleccionar ou isolar células dos
respectivos individuos ou para purificar ADN dos respectivos
individuos. 0Os métodos de acordo com a presente invencdo podem
ser realizados com ou sem a medicdo das concentracdes das
espécies de ADN, contudo, em formas de realizacdo preferidas,
sdo medidas as concentracbes das espécies de ADN com as
respectivas diferencas epigenéticas. Tais medicgdes das
concentracfes envolvem a medicdo das respectivas diferencas da
metilacdo do ADN em formas de realizacdo em que as diferencas de
metilacdo do ADN sdo o© marcador epigenético. Em formas de
realizacdo preferidas, o bissulfito de s6dioc é adicionado a
amostra bioldégica ou as espécies de ADN directamente para
detectar as diferencas de metilacdo do ADN. Contudo, em outras
formas de realizacdo, uma reaccdo de polimerase em cadeia
especifica para metilacédo, como ¢ Dbem  conhecida dos
especialistas na técnica, pode ser wutilizada para detectar
diferencas na metilacdo do ADN. Ainda em outras formas de
realizacdo, a sequenciacdo de ADN ou extensdo do iniciador podem

ser utilizadas para detectar as diferencas de metilacéo.

Como aqui utilizado, & pretendido englobar com o termo
“amostra bioldgica”, qualquer amostra de fluido ou célula ou
mistura destas, obtida a partir de um organismo vivo. De um modo
especifico, o termo inclui amostras de bidpsia de tecidos, soro,

plasma ou fluido amnidtico.

Como aqui utilizado, & pretendido englobar com o termo
“diferenca epigenética”, qualquer diferenca molecular ou
estrutural que ndo a sequéncia de nucledtidos primaria. Por

exemplo, isto pode incluir diferencas na metilacédo.
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Como aqui utilizado, & pretendido englobar com o termo
“ADN”, qualquer sequéncia de mais de um nucledtido, tais como
polinucledtidos, fragmentos de genes e sequéncias completas de

genes.

Como aqui utilizado, o termo “PCR especifico para
metilagdo” & utilizado para descrever um método no qual o ADN é
tratado com bissulfito de sédio e, depois, sujeito a
amplificacdo por PCR. Esta técnica é baseada no principio de que
0 tratamento de ADN com bissulfito resulta na conversdo de
residuos de citosina ndo metilada em uracilo. Os residucs de
citosina metilada, por outro lado, permanecem ndo mcdificados.
Assim, as sequéncias de ADN de regides gendmicas metiladas e nao
metiladas a seguir a conversdo por bissulfito sdo diferentes e
distinguiveis através de 1iniciadores de PCR especificos da

sequéncia.

A presente invencdo utiliza ¢ fendmeno de “imprinting”
gendmico para ultrapassar as limitacdes da técnica anterior. No
“imprinting” gendémico as sequéncias de ADN s&o modificadas
biogquimicamente, sem alteracdo na sequéncia de ADN. Se este
processo resultar em modificacdo diferencial do ADN fetal ou
materno, entdo esta diferenca pode ser explorada para a
discriminacédc de ADN fetal ou materno no plasma ou soro materno.
Este fendmeno pode ser também utilizado para a discriminagéo de
células fetais a partir de células maternas na fraccdo celular
de sangue materno. Adicionalmente, este principio pode também
ser utilizado para detectar células maternas ou ADN gue entrou
no corpo do feto/bébé (Lo et al., Blood 88(11):4390-5 (1996);
Lo, et al., Clin Chem, 46(9):1301-9 (2000); Maloney et al., J

Clin Invest 104(1):41-7 (1999). Este fendmeno pode ser também
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utilizado em muito outros cendrios clinicos em que as células ou
sequéncias de ADN sdoc verificadas estarem presentes dentro do
corpo de um individuo, tal como a seguir ao transplante de

medula oOssea (Lo et al., Br J Haematol 89(3):645-9 (1995)) ou

transplante do 6rg&o sdlido (Starzl et al., Curr Opin Nephrol
Hypertens 6(3):292-8 (1997); Lo et al., Lancet 351(9112):1329-30

(1998); Zhang, Clin Chem 45(1Q0):1741-6 (1999)).

A  presente invencdo permite o desenvolvimento de um
marcador para ADN fetal independente do género e independente do
polimorfismo no plasma/soro materno. Para desenvolver um
marcador fetal independente do género e independente do
polimorfismo, podem ser utilizadas sequéncias de ADN que sdo, de
um modo preferido e especificamente metiladas nos trofoblastos
(Ohgane et al., Dev Genet, 22(2):132-40 (1998)). Isto ultrapassa
a limitacdo corrente que apenas consegue detectar facilmente a
presenca de ADN de um feto masculino no plasma/soro da mie
(utilizando o cromossoma Y como o alvo) (Lo, et al., Am J Hum
Genet, 62(4):768 (1998). Proporciona métodos de deteccdo em
separado dos baseados nas diferencas das sequéncias no ADN fetal

e materno para fazer tal distincdo (Tang et al., Clin Chem

45(11) :2033-5 (1999); Pertl et al., Hum Genet 106:45-49 (2000)).

O desenvolvimento de métodos de deteccdo molecular, tal
como o PCR, proporcionou varias ferramentas poderosas para
monitorizar o quimerismo a segquir ao transplante de medula dssea
(BMT) . Um dos testes baseados em PCR mais largamente utilizados
para a deteccdo de quimerismo  pds-BMT nos casos de
desemparelhamento de sexo é o PCR, para sequéncias no cromossoma
Y (Lo et al., Br J Haematol 89:645-9 (1995). A limitacdo desta
estratégia é que apenas pode ser utilizada em casos em que o

dador é masculino e o receptor é feminino. A presente invencdo
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proporciona um sistema que pode ser aplicado a situacdes em que
0 dador é feminino e o receptor é masculino. O facto que o
fendémeno de Lionizacédo apenas existir em individuos femininos,
pode ser explorado para desenvolver um marcador especifico
feminino. Neste fendmeno, um dos dols cromossomas X num
individuo feminino é inactivado em genes inactivados
aleatoriamente com metilacdo a ocorrer. Isto permite, por isso,
um ensaio para detectar ADN feminino num excesso de ADN
masculinc e que pode ser aplicado a BMT com dadores femininos e

receptores masculinos.

Num segundo aspecto, a presente invencdo apresenta métodos
de deteccdo de anormalidades num feto através da detecgdo de ADN
fetal numa amostra biocldgica obtida a partir de uma mée. Os
métodos de acordo com a presente 1invengdo proporcionam a
deteccdo de ADN fetal numa amostra materna pela diferenciacdo de
ADN fetal do ADN materno baseada em marcadores epigenéticos,
tais como diferencas na metilacdo do ADN. Utilizando tais
métodos, o ADN fetal que ¢é previsivel de uma anomalia ou uma
doenca pode ser deste modo identificado proporcionando métodos
para o diagndstico pré-natal. Estes métodos sdo aplicavels para
quaisquer e todas as condigbes associadas a gravidez para as
quais sdo identificadas as mudancas na metilacdo associadas com
0 estado de doenca. Doencas caracteristicas que podem ser
diagnosticadas incluem, por exemplo, pré-eclampsia, uma
aneuploidia cromossdmica, incluindo mas ndo estando limitada a

trissomia 21, Sindroma de Prader-Willi e Sindroma de Angelman.

Tal como com os métodos de diferenciacdo mais abrangentes
do primeiro aspecto da invengdo, a amostra bioldgica obtida a
partir da mée &, de um modo preferido, plasma ou soro. A

diferenciacdoc entre ADN maternc e fetal pode ser realizada com

13



ou sem quantificar a concentracdo de ADN fetal em plasma ou SOro
materno. Em formas de realizacdo, em gque o ADN fetal &
quantificado, a concentracdo medida pode ser utilizada para
prever, monitorizar ou diagnosticar um disttGrbio associado a
gravidez. Em formas de realizacdo preferidas, um marcador
epigenético particular derivado do feto estd associado com um
disttirbio fetal, e em algumas formas de realizacdo é utilizada
uma caracteristica epigenética nas células fetais na placenta

como um marcador especifico do feto no plasma ou soro materno.

A presente invencdo utiliza sequéncias de ADN fetal
metiladas diferencialmente, que nao necessitam de ser
distinguiveis em termos de sequéncia de ADN do ADN materno, como
marcadores para diagndstico pré-natal ndo-invasivo. Esta nova
abordagem pode converter o©s pares feto-mde que ndo sao
informativos na abordagem convencional para serem informativos
para o diagndstico pré-natal. Assim, a presente invencio
proporcicna uma plataforma na qual uma nova geracdo de testes

pré-natais ndo invasivos podem ser concebidos.

Os métodos da presente invencdo estdo baseados na deteccédo
no plasma ou soro da mulher gravida de ADN metilado
diferencialmente proveniente do feto. As sequéncias de ADN
metiladas diferencialmente, que podem conter polimorfismo num
tnico nucledtido, sdc detectadas, de um modo preferido, por
reacgdo da polimerase em cadeia (PCR) especifica para metilacgéo;
mas em principic pode ser utilizado qualquer método de deteccéo
para ADN metilado diferencialmente. Esta abordagem permite a
utilizacdo de marcadores de ADN fetal convencionais néo

informativos para o diagnéstico pré-natal.
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A presente invencdo permite a deteccdo ou previsdo da
presenca de quaisquer distlrbios do feto ou da mle que esté
associada com wuma mudanca no estado da metilacdo de uma
sequéncia de ADN. Os exemplos incluem distarbios no
“imprinting”, tais como sindroma de Prader-Willi (Kubota et al.,

Nat Genet 16(1):16-7 (1997). A presente invencdo proporciona um

novo tipo de teste para a pré-ecléampsia que foi sugerido ser um
disturbio de “imprinting” (Graves, Reprod Fertil Dev 10(1):23-9
(1998). A presente invencdo ainda proporciona um novo tipo de
teste para aneuploidias cromossémicas, incluindo sindroma de
Down (trissomia 21), que pode estar associado com mudancas na
metilacdo (Yu et al., Proc Natl Acad Sci USA 94(13):6862-7
(1997) .

A presente invencdo destaca-se utilizando as diferencas de
metilacdo do ADN entre a mide e o pail ultrapassando deste modo as
limitacdes da técnica anterior na detecgdo de ADN fetal no

plasma materno.

Num terceiro aspecto, a presente invencdo apresenta métodos
para diferenciar espécies de ADN provenientes de um dador de
6rgdo a partir daquelas de um receptor de o6rgido. Tal como oS
métodos de diferenciacdo mails vastos do primeiro aspecto da
invenc&o, a amostra bioldégica obtida & de um modo preferido
plasma ou soro. A diferenciagdo entre ADN a partir do dador de
6rg&do e receptor de 6rgdo ou dador de 6rg&o potencial e receptor
de Orgdo potencial pode ser realizada com ou sem quantificar a
concentracdo de ADN na amostra Dbioldgica. Esta forma de
realizacdo ¢é particularmente Util em exemplos de gquando o©
transplante é um transplante de medula éssea. Tais medigdes

podem ser utilizadas para prever o progresso clinico do receptor
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do transplante especialmente quando aplicado & rejeicdo de

érg&o.

Num quarto aspecto, a presente invencdo apresenta kits para
diferenciar espécies de ADN provenientes de individuos
diferentes numa amostra bioldgica. Tais kits sdo uteis, por
exemplo, para diferenciar ou detectar a presenca de ADN fetal
numa amostra biclégica materna ou para diferenciar ADN de um
dador de 6rgidoc ou potencial dador de &érgdoc daquele de um
receptor de Orgdoc ou potencial receptor de orgdo. Os kits de
acordo com & presente invencdo compreendem um ou mais reagentes
para determinar o estado de metilacdo do ADN materno, tal como
bissulfito de s6dio e ou mais reagentes para detectar a presencga
de ADN, tal como um gel. Adiciocnalmente, tails kits podem incluir
um ou mais reagentes para amplificar a quantidade de ADN
presente na amostra, tal como um ou mais reagentes para realizar
a amplificacdo por reaccdo de ©polimerase em cadeia. Tais
reagentes sdo bem conhecidos dos especialistas na técnica. Além
disso, tais kits podem incluir um ou mais mecanismos para obter
uma amostra de ADN materno. Tais mecanismos s&o bem conhecidos
dos especialistas na técnica. Em particular, os kits de acordo
com a presente invencdo podem ser utilizados para diagnosticar
uma doen¢a causada na totalidade ou em parte por uma anomalia
genética, tais como uma mutacdo, substituicdo ou delecgdo ou
duplicacéo em toda ou parte de uma sequéncia de ADN presente num
feto. As doengas caracteristicas que podem ser diagnosticadas
incluem, por exemplo, pré-ecléampsia, uma aneuploidia
cromossédmica, incluindo mas ndo limitada a trissomia 21,

Sindroma de Prader-Willi e Sindroma de Angelman.
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EXEMPLO 1

Detecgcdo de quimerismo pds-transplante de medula O6ssea

através de abordagem epigenética

Materiais e Métodos

Sujeitos e Amostras

Foram seleccionados neste estudo quatro receptores
masculinos de transplante de medula, que receberam medula éssea
de dadores femininos, e 17 sujeitos sauddveis normais. A camada
leucoplaquetaria (BC) de todas as amostras de sangue com EDTA
reunidas foi recolhida e armazenada a -20 °C como descrito (Lo

et al., Am J Hum Genet 62:768-75 (1998).

Isolamento de ADN

O ADN foi extraido a partir de BC utilizando um Kit de
Extracgdo de ADN Nucleon (Scotlabs) de acordo com as

recomendacdes do fabricante.

Conversdo por bissulfito

A modificacdo por Dbissulfito das amostras de ADN foi
realizada wutilizando um Kit de Modificacdo de ADN CpGenome
(Intergen) como indicado pelo fabricante. Com a conversdo por
bissulfito, os residuos de citosina ndo metilados sdo
convertidos a uracilo enquanto os residuos de citosina metilados

permanecem inalterados (Herman et al., Proc. Natl Acad. Sci USA
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93-9821-6(1990) . A diferenca da sequéncla entre o ADN metilado e
ndo metilado a seguir a conversdo pelo bissulfito é entédo
distinguida utilizando iniciadores de PCR diferentes. Foi
utilizado 1 pg de ADN de BC numa reaccgdo de conversdo pelo

bissulfito.

PCR especifico para metilacdo (MSP)

Os ensaios de MSP foram modificados a partir do protocolo
como descrito por Herman et al, supra. Foram designados para a
sequéncia metilada, 0s iniciadores M-for
(5" -GCGACGGTAGTATTTTTCGGC-3") e M-rev (5'-AACCARAATAACCTATAAAA-
CCTCTACG-37), enguanto que o8 iniciadores U-for (5/-GTTGTGAGTGT-
AGTATTTTTTGGT-3') e U-rev (5'-CAAATAACCTATAAAACCTCTACA-3') foram
designados para a sequéncia ndo metilada. Foram adicionados 5 uL
de ADN tratado com bissulfito a 50 plL de reaccdo de PCR contendo
5 plL de tampdo A TagMan 10x (PE Applied Biosystems), MgCl; a
2 mM, 10 pmol de dNTPs, 20 pmol de cada um dos iniciadores de
MSP correspondentes e 1,25 U de polimerase de ADN AmpliTag Gold
(PE Applied Biosystems). As misturas da reacgdo foram sujeitas a
ciclos térmicos (alelo metilado: 95 °C durante 45 seg, 58 °C
durante 30 seg, 72 °C durante 20 seg; alelo ndo metilado: 85 °C
durante 45 seg, 50 °C durante 30 seg, 72 °C durante 20 segq)
durante 45 ciclos, com um passo de desnaturacido inicial de 8 min
a 95 °C. Os produtos de PCR foram entdo analisados por

electroforese em gel de agarose.
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Resultados

Esta experiéncia proporciona um ensaic de MSP para detectar
sequéncias de ADN metiladas e ndo metiladas do gene do receptor
de androgénio. No total, foram seleccionados 6 individuos
saudéveis masculinos e 11 femininos. De todos o©os sujeitos
masculinos de controlo, apenas foi detectado nestas amostras o
gene do receptor de androgénio ndo metilado, como esperado
(Fig. 1A). Em contraste, ambas as sequéncias de ADN do gene do
receptor de androgénic metiladas e ndo metiladas foram
observadas nos sujeitos femininos de controlo (Fig. 1A). As
taxas de deteccdo dos genes dos receptores de androgénio
metilados e ndo metilados nestes sujeitos femininos foram de
100% e 82%, respectivamente. Quando as amostras de ADN foram
omitidas do ensaio de MSP, ndoc foli observado sinal positivo
(Fig. 1A). De um modo interessante, foram observados sinais
positivos para ambas as sequéncias de ADN metiladas e néo
metiladas em todos os receptores masculinos de transplante de
medula oéssea de sexo desemparelhado (100%), indicande que
existem células do dador feminino na circulac&o sanguinea dos

receptores masculinos.

Estes resultados demonstram, pela primeira vez gque podem
ser utilizados genes metilados no cromossoma X inactivado de
individuos femininos como um marcador especifico feminino na
pesquisa de quimerismo. Este ensaio é também aplicivel ao estudo
de outros tipos de quimerismos pds-transplante envolvendo uma
mistura de células ou ADN masculino ou feminino. Exemplos
incluem quimerismo celular seguido de transplante de Orgédo
sblido (Starz et al., Curr Opin Nephrol Hyperten 6:292-8(1997)),
quimerismo pds-transplante de ADN do plasma (Lo et al., Lancet

351:1329-30 (1998)) e qguimerismo do ADN na urina (Zhang et al.,
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Clin Chem 45:1741-6(1995)). Adicionalmente, existe também um
interesse muito recente na passagem de células e ADN da mie para
o feto durante a gravidez (Lo et al., Blood 88:4390-5 (1996);
Maloney et al., J Clin Invest 104:41-7 (1999); Lo et al., Clin
Chem 46:1301-9 (2000). Os marcadores epigenéticos desenvolvidos
também devem ser utilizados no quimerismo de origem materna em

descendentes masculinos.

O ensaio corrente pode ser desenvolvido num formato
quantitativo, utilizando por exemplo, tecnologia de PCR
quantitativo (Lo et al., Cancer Res 59:3899-903 (1999)). Tal
desenvolvimento permitird monitorizar os niveis de quimerismo de
uma pessoa em particular. Clinicamente, tal ensaio pode possuir
um papel na monitorizacdo ou aceitac&o de transplante em BMT. No
caso de quimerismo no ADN de urina ou plasma, tal ensaio pode

também ser utilizado para monitorizar a rejeicdo do transplante.

EXEMPLO 2

Metilacdo de ADN diferencial entre o feto e a mde como uma

estratégia para detectar ADN fetal em plasma materno

A presente experiéncia demonstra que através da utilizagdo
de uma regido metilada diferencialmente no locus IGFZ-HI9 humano
como um marcador epigenético no plasma materno, é possivel a
deteccdo de um alelo que o feto herdou da mie. Estes resultados
expandem grandemente as possibilidades de diagndstico pré-natal
do ADN fetal em plasma materno permitindo o desenvelvimento de
um marcador especifico de feto independente do género e

polimorfismo em plasma materno e novas estratégias para o
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diagnéstico pré-natal de distlrbios de “imprinting” e certas

aneuploidias cromossémicas.

Materiais e Métodos

Sujeitos e Amostras

As amostras foram recolhidas de mulheres gravidas, com
consentimentc, apds informacdo. Foram seleccionadas para este
estudo, no total, 21 e 18 mulheres no segundo trimestre (17-21
semanas) e terceiro trimestre (37-42 semanas) de gravidez,
respectivamente. Nenhum dos sujeitos seleccionados apresentava
pré-ecldmpsia ou trabalho prematurc na actual gravidez. Foram
recolhidas amostras de sangue materno com EDTA e fluido
amniético fetal dos cascos do segundo trimestre como descrito
previamente (Lo et al., Am J Hum Genet 62:768-775 (1998)). Para
0s casos do terceiro trimestre, as amostras de sangue materno
com EDTA foram recclhidas 2 a 3 h antes da entrega wvaginal
normal. As amostras de sangue do corddo fetal com EDTA foram,
também, recolhidas apds entrega como descrito (Lo et al., Clin
Chem 46:1903-1906 (2000)). O plasma e a camada leucoplaquetaria
de todas as amostras de sangue seleccionadas foil recolhido e
armazenado a -20 °C como descrito (Lo et al., Am J Hum Genet
02:768-775 (1998)), excepto as amostras de plasma que foram
recentrifugadas a 16000 g. As amostras de fluido amnidtico foram

armazenadas a 4 °C.
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Isolamento de ADN

O ADN foi extraido a partir das amostras de plasma e fluido
amniético utilizando o QIRAamp Blood Kit (Qiagen). Foram
utilizados habitualmente 800 uL de plasma ou fluido amnidtico
por coluna para a extraccdo de ADN. Foi utilizado um volume de
eluicdo de 50-110 pL. O ADN foi extraido a partir da camada
leucoplaquetdria utilizando o© Nucleon DNA Extraction Kit

(Scotlabs) de acordo com as recomendacdes do fabricante.

Genotipagem da regido polimdérfica DMR

A DMR no locus IGF2-H19 humano contém duas unidades de
repeticdo de 450 pb e sete de 400 pb. (Nakagawa et al., Proc
Natl Acad Sci USA 98:591-596 (2001)) (Fig. 2). Um SNP A/G dentro
da DMR (Nakagawa et al., supra) foi seleccionado como um
marcador nesta investigacdo (Fig. 2). A reacgdo da polimerase em
cadeia (PCR) foi utilizada para amplificar o SNP em ambas as
amostras de ADN maternas e fetais. Os iniciadores foram
desenhados utilizando a sequéncia do gene HI9 de Homo sapiens
(nimero de acesso do Genebank AF125183). Tipicamente, foram
adicionados 2 a 5 puL de ADN eluido, purificado da camada
leucoplaquetaria materna, camada leucoplaquetaria do corddo ou
do fluido amnidético, a 25 plL de reaccdo de PCR contendo 2,5 ulL
de Tampdo A TagMan 10x (PE Applied Biosystems), MgCl, a 3 mM,
6,26 pmol de dNTPs, 5 pmol de iniciadores (sentido directo:
5" -ggACGGAATTGGTTGTAGTT-3"; sentido reverso:
5" -AGGCAATTGTCAGTTCAGTAA-3') e 0,625 U de polimerase de ADN
AmpliTag Gold (PE Applied Biosystems) (95 °C durante 8 min
seguido de 35 ciclos de 95 °C durante 1 min, 56 °C durante 20

seqg, 72 °C durante 20 seg). Para o iniciador em sentido directo,
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os nucledtidos no exemplo anterior correspondem as posicdes 7927
a 7944 da sequéncia HI9 (numero de acesso do Genbank AF125183).
Para o 1iniciador no sentido reverso, o0s nucledtidos eram
complementares as posicdes 8309 a 8329 da sequéncia H19. Os
produtos de PCR foram entdo analisados por electroforese em gel

de agarose e sequenciacdo de ADN.

Conversdo por bissulfito

A modificacdo de Dbissulfito das amostras de ADN foi
realizada utilizando um CpGenome DNA Modification Kit (Intergen)
como indicado pelo fabricante. Com a conversdoc por bissulfito,
os residuos de citosina ndo metilados seriam convertidos a
uracilo; enquantc que o0s residuos de citosina metilados
permaneceriam inalterados (Herman et al., Proc Natl Acad Sci USA
93:9821-9826 (19%6)). A diferen¢a da sequéncia entre ADN
metilado e nédo metilado a seguir a conversdo por bissulfito pode
entdc ser distinguida utilizando iniciadores de PCR diferentes.
Em geral, foi utilizado numa reaccdo de conversdo por
bissulfito, 1 ug de ADN da camada leuccplagquetédria de sangue
materno ou do corddo, ou 93 uL de ADN eluido purificado de
plasma materno ou fluido amniético. O ADN tratado com bissulfito

foi entdo eluido em 25-50 pL de Tris-EDTA a 1 uM.

PCR especifico de metilacdo (MSP)

Os ensaios de MSP foram modificados a partir do protocolo
como descrito (Herman et al., 1996). Foram adicionados cinco uL
de ADN tratado com bissulfito a 50 pL de reaccdo de PCR contendo
5 pL de Tampdo A TagMan 10x (PE Applied Biosystems), MgCl, a
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2,5 mM, 10 pmol de dNTPs, 20 pmol de cada um dos iniciadores de
MSP correspondentes (Fig. 2) e 1,25 U de polimerase de ADN
AmpliTaq Gold (PE Applied Biosystems). Os iniciadores M-for e
M-rev (Fig. 2) foram desenhados para a sequéncia metilada,
enquanto gque os iniciadores U-for e U-rev (Fig. 2) foram
desenhados para a sequéncia ndo metilada. As misturas da reaccgdo
foram sujeitas a ciclos térmicos (alelo metilado: 95 °C durante
45 seg, 55 °C durante 20 seg, 72 °C durante 20 seg; alelo néo
metilado: 95 °C durante 45 seqg, 49 °C durante 20 seg, 72 °C
durante 20 seg) durante 50 (ADN da camada leucoplaquetaria e
fluido amnidético) ou 56 ciclos (ADN de plasma), com um passo de
desnaturacédo inicial de 8 min a 95 °C. Os produtos de PCR foram
entdo analisados através de electroforese em gel de agarose. Os
produtos da reaccdo foram purificados utilizando colunas
Microspin S-300 HR (Amersham Pharmacia) para a sequenciacdo de

ADN ou ensailo de extensdo do iniciador.

Sequenciagdo de ADN

Os  produtos de PCR  purificados foram  sequenciados
utilizando wum kit da ABI Prism dRhodamine Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction kit (PE Applied Biosystems) e os
iniciadores em sentido directo correspondentes dos produtos de
PCR. 0Os produtos de sequenciacdo foram analisados utilizando um

ABI Prism 310 Genetic Analyzer (PE Applied Biosystems).

Ensaio de extensdo do iniciador

Foram adicionados dois pl do produto de MSP purificado a

25 pL de reacc¢ao contendo ddATP a 50 M
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(2" ,3’-didescxiadeninatrifosfato), dGTP a 50 pM, dTTP a 50 uM,
0,2 pmol de iniciador marcado com Cys-5 (57 -
GGGTTATTTGGGAATAGGATATTTA-3"), 4 U de Thermo Sequenase (Amersham
Pharmacia) e 1,43 ul de tampdo concentrado. As reacgdes foram
sujeitas a ciclos térmicos durante 40 ciclos (95 °C durante 30
seg, 51 °C durante 20 seg, 72 °C durante 20 seg). O iniciador
marcado com Cys-5 possuia 25 nucledtidos (nt) de comprimento e ©
sitio polimdérfico possuia 2 nt de distédncia do terminal 3’ do
iniciador. Para o alelo A, a incorporacdoc do ddATP neste sitio
polimérfico produziria terminacdo da cadeia, resultando assim
num produto de extensdo de 27 nt (i. e., 25+2 nt). Para o alelo
G, a extensdo da cadeia continuaria até ao residuo A seguinte
que estava a 5 nt de distancia do terminal 3’ do iniciador,
resultando assim num produto de extensdo de 30 nt (i. e.,
25+5 nt). Os produtos da reacg¢do foram sujeitos a electroforese
utilizando um gel de poliacrilamida desnaturante a 14% e
analisados wutilizando um Sequenciador ALF Express (Amersham
Pharmacia). Os dados foram analisados pelo programa Allelinks

(Amersham Pharmacia).

Resultados

Genotipagem de DMR

Foram seleccionadas trinta e nove mulheres gravidas neste
estudo. O gendtipo materno no SNP dentro da DMR (Fig. 2) foi
determinado por sequenciacdo directa de produtos de PCR a partir
do ADN da camada leucoplaquetaria. O numero de mulheres gravidas
com cada um dos gendtipos possiveis foram 17(GG, 43,6%), 16(AG,

41%) e 6(AA, 15,4%).

25



Deteccdo de ADN fetal em plasma de mulheres heterozigéticas

para um polimorfismo bialélico

As 16 mulheres que eram heterozigdticas (i. e., AG) para o
SNP foram seleccionadas para exames posteriores. Com base em
critérios prévios, como isto é um polimorfismo bialélico estas
mulheres ndo seriam consideradas informativas neste locus
polimérfico para a detecgdo de ADN fetal em plasma materno, (Lo
et al., Ann N Y Acad Sci 123:204—213 (1994); Bianchi Am J Hum
Genet 62:763-764 (1998)). Para demonstrar que a metilacao
diferencial nesta regido gendmica permitiria ultrapassar esta
limitacdo, o ADN materno foi tratado com Dbissulfito e
amplificado por MSP utilizando os iniciadores apresentados na
Fig. 2. De um modo similar, o ADN fetal isolado a partir do
fluido amniético (amostras do segundo trimestre) ou camada
leucoplaquetéria do sangue do corddo (amostras do 3° trimestre)
foi sujeito a PCR e MSP para determinar o estado de “imprinting”

dos alelos fetais.

De entre os 16 exemplos seleccionados, os alelos metilados
(i. e, herdados paternalmente) das quatro amostras de fetos do
3° trimestre e de sete de 2° trimestre foram diferentes dos
alelos metilados das respectivas mdes (Fig. 3a,b; comparar
painéis 1 e 2). Para testar se a metilagdo diferencial entre o
feto e a mie permitiria que o alelo fetal fosse detectado a
partir do plasma materno, ADN de plasma materno a partir destes
casos fol sujeito a conversdo por bissulfito, seguido por MSP.
De um modo interessante, o alelo fetal metilado herdado
paternalmente poderia ser detectado em duas amostras de plasma
materno do 3° trimestre e quatro do 2° trimestre (Fig. 3a,b;
painéis 3). Para excluir a possibilidade que estas observacdes

sejam simplesmente devidas & existéncia de ADN maternc metilado

26



de modo aberrante no plasma materno, fol recolhido uma amostra
de plasma materno pds-natal (~3,5 anos apds entrega) de um dos
casos positivos para exame posterior. Ndo foil observado o alelo
metilado adicional nesta amostra pds-natal (Fig. 3a, painel 4),
indicando que o alelo metilado adicional na amostra materna
durante a gravidez foi de origem fetal. Adicionalmente, ndo foi
observado sinal positivo no plasma de casos ndo informativos
(n=4, dados nao apresentados), demonstrando assim,
posteriormente, a especificidade deste ensaio de MSP. Tomados em
conjunto, estes dados indicam que a wutilizacdo de metilacéo
diferencial entre a mide e o feto permite detectar ADN fetal no
plasma materno, mesmo em casos que nédo sdo considerados

informativos com os critérios existentes.

Deteccdo de ADN de plasma materno derivado de feto herdado

maternalmente

Foi entdo testado se a utilizacdo de metilagido diferencial
entre mie e feto poderia permitir detectar um alelo que o feto
herdou da mde. Este tipo de andlise tinha sido Jjulgado
anteriormente ser impossivel (Lo et al., Ann N Y Acad Sci
731:204-213 (1994); Bianchi, Am J Hum Genet 62:763-764 (1998)).
Uma vez que © alelo herdado maternalmente ndo foi metilado, os
iniciadores U-for e U-rev (Fig. 2) foram wutilizados para
amplificar o alelo ndo metilado a seguir & conversdo por
bissulfito. De entre os 16 casos analisados, foram informativas
trés amostras maternas do 3° trimestre e cinco do 2° trimestre.
Nestes casos, o feto possuia um alelo ndo metilado que era
diferente do alelo ndo metilado da mde. Estes resultados
implicaram que nestes casos, a mie possuia o alelo original do

seu pai e depois passou-o para o feto. Destes 8§ casos
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informativos, apenas foi observado um sinal positivo fraco em
uma das amostras do 3° trimestre através de sequenciacdo directa

(Fig. 4a, comparacdo do painel 1 e painel 2).

Foi fundamentado gque o sinal fraco neste Unico caso
positivo e a baixa taxa de deteccdo do alelo fetal ndo metilado
de plasma materno poderia ser devido a baixa sensibilidade do
método de sequenciacdo directa. Para aumentar a sensibilidade da
deteccdo, foli empregue um ensaio de extensdo do iniciador com
maior sensibilidade para detectar o alelo fetal ndo metilado a
partir dos produtos de reacgdo de MSP. Como o© SNP foi um
polimorfismo A/G, foil wutilizado ddATP como um substracto da
reaccdo no ensailo de extensdo do iniciador. Os produtos da
reaccdo de extensdo dos alelos A e G possulam 27 e 30 nt de
comprimento, respectivamente. Ndo esteve presente produto de
reaccao especifico do feto nas amostras de camada
leucoplaquetdria maternas correspondentes (Fig. 4b, «¢; BC
materna). De forma notdria, foram observados produtos de
extensdo especificos em dois 3°° trimestres (Fig. 4b, seta) e num
2° trimestre (Fig. 4c¢, seta) amostras de plasma materno,
indicando a presenca de ADN fetal n&do metilade no plasma
materno. Como controlos, nenhum dos casos ndo informativos
testados foi positivo neste ensaio (n=b, dados néo
apresentades). Estes resultados demonstraram, pela primeira vez,
a viabilidade de utilizar marcadores epigenéticos para detectar
uma sequéncia de ADN derivado de feto, herdada maternamente, de

plasma materno.
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Discusséao

Fstes resultados demonstram que a utilizacdo de marcadores
epigenéticos ultrapassa as limitacdes convencionais da deteccgéo
de ADN fetal em plasma materno. E possivel detectar um alelo
fetal herdado paternalmente, que é indistinguivel geneticamente
de um alelo materno, a partir de plasma da mde, pela utilizacio
de diferencas epigenéticas entre a mde e o feto. Do mesmo modo,
& possivel detectar um alelo fetal herdado maternalmente a
partir de plasma materno. Esta nova abordagem epigenética iré
consequentemente expandir o reportdério de distlrbios nos quais

pode ser utilizado o ADN fetal de plasma materno.

Mesmo com a utilizacéao de métodos relativamente
insensiveis, tais como sequenciacdo directa e extensdo do
iniciador, os resultados presentes demonstram que & possivel
detectar diferencialmente sequéncias de ADN fetais metiladas de
plasma materno. Existiu uma sensibilidade mais reduzida na
deteccdo de ADN fetal nédo metilado no plasma materno (Fig. 4),
quando comparado com O ensaio andlogo para o alelo metilado
(Fig. 3). Utilizando sistemas de detecgdo mais sensiveis, tais
como PCR especifico para alelos (Newton et al., Nucleic Acids
Res 17:2503-2516 (1989)) e PCR em tempo real especifico para
metilacao (Lo et al., Cancer Res 59:3899-3903 (1999); Eads et
al., Nucleic Acids Res 28:E32 (2000)), poderd aumentar a
sensibilidade da analise epigenética baseada em plasma. O
desenvolvimento de PCR em tempo real especifico para metilacdo é
particularmente interessante uma vez que c¢ria a possibilidade de
quantificar a metilacdo especifica no feto no plasma materno,
tal como ja& foi alcancado para a detecgdo de ADN tumoral em
circulacdo (Kawakami et al., J Natl Cancer Inst 92:1805-1811

(2000)) .
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A possivel introducdo de ADN fetal no plasma materno como
uma ferramenta de diagndstico pré-natal levantou questdes no que
se refere a necessidade de um marcador genérico para o ADN fetal
circulante (Lo et al., Am J Hum Genet 62:768-775 (1998); Avent
et al., Vox Sang 78:155-162 (2000)). A maioria das propostas
para tal marcador focou-se até entdo na utilizagdo de
polimorfismos genéticos entre a mde e o feto (Tang et al., Clin
Chem 45:2033-2035 (1999); Pertl et al., Hum Genet 106:45-49
(2000)). A presente demonstracido da viabilidade dos marcadores
epigenéticos para a detecgdo de ADN fetal no plasma materno cria
uma nova abordagem para o desenvolvimento de um marcador de feto
independente do génerc e independente do polimorfismo no plasma
materno. Um meio no qual isto pode ser alcancado é& explorar o
fendémeno da metilacdo especifica de tecidos (Grunau et al., Hum
Mol Genet 9:2651-2663 (2000)). Uma vez que o trofoblasto foi
sugerido ser a populacdo de células predominante para libertar
ADN fetal no plasma materno, a elucida¢do dos padrdes de
metilacdo especificos do trofoblasto permitem o desenvolvimento
de um marcador fetal epigenético genérico no plasma materno.
Bioclogicamente, a utilizacdo de marcadores de metilacdo
especificos para tecido pode também permitir abordar a questéo
de quais os tipos de células sdo responsiveis pela libertacdo de

ADN fetal no plasma materno.

A andlise epigenética do plasma materno possul aplicacles
Obvias para distirbios associados com o “imprinting” gendmico,
tal como sindroma de Prader-Willi (Pfeifer, Lancet 356:1819-1820
(2000)). Esta estratégia pode também possuir potencial para
diagnéstico de disttrbios, tal como pré-eclampsia, na qual foi
colocada a hipdtese dos genes “imprinted” desempenharem um papel

(Graves, Reprod Fertil Dev 10:23-29 (1998)).
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A possivel aplicacdo de ADN fetal em plasma materno para a
deteccdo pré-natal de aneuploidias cromossémicas fetais & uma
questdo que foil intensamente discutida desde a descoberta do
fenbémeno (Lo et al., Lancet 350:485-487 (1997); Bianchi, Am J
Hum Genet ©2:763-764 (1998)). A wverificacdo de diferencas
quantitativas entre o©os niveis de ADN fetal circulante em
gravidezes aneupldides comparadas com gravidezes eupldides (Lo
et al., Clin Chem 45:1747-1751 (1999); Zhong et al., Prenat
Diagn 20:795-798 (2000)) oferece um método para estimar o risco
de aneuploidias cromossomicas fetais a partir de plasma materno.
A recente verificacdo de células fetais apoptdticas no plasma
materno (“células derivadas do plasma”) (Van Wijk et al., Clin
Chem 46:729-731 (2000)) oferece ainda outra abordagem para a
deteccdo de aneuploidia de plasma materno (Poon et al., Lancet
356:1819-1820 (2000)). De um modo interessante, os presente
resultados criam ainda outra abordagem potencial para a deteccédo
de aneuploidias cromossédmicas fetais. Isto & Dbaseado na
observacdo de que padrdes de metilacdo de ADN aberrantes podem
estar associados com a aneuploidia cromossémica (Kuromitsu et
al., Mol Cell Biol 17:707-712 (1997); Yu et al., Proc Natl Acad
Sci USA 94:6862-6867 (1997)). Portanto, é possivel desenvolver
marcadores epigenéticos para detectar tais sequéncias de ADN
fetais metiladas de um modo aberrante em plasma materno. Tais
marcadores  proporcicnam especificidade comparada com  uma
quantificacdo simples de ADN fetal em plasma materno (Lo et al.,
Clin Chem 45:1747-1751 (1999); Zhong et al., Prenat Diagn
20:795-798 (2000)) e melhor adequabilidade para a aplicacdo em
larga escala comparada com métodos baseados em células
“derivadas de plasma” (Poon et al., Lancet 356:1819-1820
(2000)) .
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Os marcadores epigenéticos fetais podem, também, ser
utilizados na analise de células fetais isoladas a partir da
fracgcdo celular do sangue materno. Isto tira partido de
resultados recentes mostrando que a andlise da metilacdo pode
ser realizada de um modo in situ (Nuovo et al., Proc Natl Acad

Sci USA 96:12754-12759 (1999)).

Com a recente compreensdo que o trafico fetomaternal & um
processo bidireccional (Lo et al., Blood 88:4390-4395 (1996);
Maloney et al., J Clin Invest 104:41-47 (1999)), os marcadores
epigenéticos podem também ser utilizados para investigar
transferéncia celular e de ADN da mde para o feto. Tal abordagem
pode possuir também aplicacdes para a investigacdo de outros
tipos de gquimerismo, tais como quimerismo hemopoiéticc pds-
transplante (Starzl et al., Curr Opin Nephrol Hypertens 6:292-
298 (1997) e quimerismo de ADN da urina (Zhang et al., Clin Chem
45:1741-1746 (1999)).

Com o entendimento acrescido do genoma humano e ©
desenvolvimento de tecnologias de base em sequéncias de elevada
produtividade para a andlise da metilacdo (Yan et al., C(Clin
Cancer Res 6:1432-1438 (2000)), & esperado que o numero de
marcadores epigenéticos fetais utilizaveis aumentaré rapidamente
ao longo dos préximos anos seguintes. Tal desenvolvimento
proporcionard um painel c¢linicamente relevante de marcadores
epigenéticos fetais que pode ser utilizado num modo sinergistico

com marcadores genéticos convencionais em plasma materno.

32



<110>

<120>

<130>

<140>
<141>

<150>
<15H1>
<1l60>

<170>

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

LISTAGEM DE SEQUENCIAS

The Chinese University of Hong Kong
Lo, Yuk Ming Dennis

Poon, Lit Man

Métodos para Detectar ADN Proveniente De Individuos

Diferentes

CMD/FP6090815

PCT/GB02/03941
2002-08-30

Us 09/944,951
2001-08-31
11

PatentIn Ver. 2.1

1
21
ADN

Sequéncia Artificial

Descricdo da Sequéncia Artificial: iniciador M-for de PCR
especifico para metilac&o (MSP) da sequéncia metilada do

gene do receptor do androgénio
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gcgagcgtag tatttttcgg c 21

<210> 2
<211> 27
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descrigdo da Sequéncia Artificial: iniciador M-rev de PCR
especifico para metilagdo (MSP) da sequéncia metilada do

gene do receptor do androgénio

<400> 2

aaccaaataa cctataaaac ctctacg 27

<210> 3
<211> 24
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descricdo da Sequéncia Artificial: iniciador U-For de PCR
especifico para metilacdo (MSP) da sequéncia ndo-metilada

do gene do receptor de androgénio
<400> 3

gttgtgagtg tagtattttt tggt 24

<210> 4
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212>
<213>

<220>
<223>

<400>

caaataacct ataaaacctc taca

24

ADN

Sequéncia Artificial

Descricdo da Sequéncia Artificial: iniciador U-rev de PCR
especifico para metilacdo (MSP) da sequéncia ndo-metilada
do gene do receptor de androgénio

4

24

<210> 5

<211> 20

<212> RDN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Descricdo da Sequéncia Artificial: iniciador no sentido
directo para amplificacdo por PCR de polimorfismo num
Gnico nucledtido (SNP) dentro da regido diferencialmente
metilada (DMR) da regido IGF2-H1S humana

<400> 5

ggacggaatt ggttgtagtt 20

<210> 6

<211> 21

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial
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<220>
L223>

<400>

Descricdo da Sequéncia Artificial: iniciador no sentido
reverso para amplificacdo por PCR de polimorfismo num
tnico nucledtido (SNP) dentro da regido diferencialmente

metilada (DMR) da regido IGF2-H19 humana

6
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

7
18
ADN

Sequéncia Artificial

Descricdo da Sequéncia Artificial: iniciador M-for no
sentido reverso para PCR especifico para metilacdo (MSP)
para o sitio do polimorfismo num Unico nucledtido (SNP)
dentro da regido diferencialmente metilada (DMR) da regido

do alelo metilado IGF2-H1S humano

7

ttaattgggg ttcgttceg 18

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

8
23
ADN

Sequéncia Artificial
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<223> Descricdo da Sequéncia Artificial: iniciador M-rev no
sentido reverso para PCR especifico para metilacdc (MSP)
para o sitio de ©polimorfismo num Unico nucledtido
(SNP)dentro da regido diferencialmente metilada (DMR) da
regido do alelo metilado IGFZ2-H19 humano

<400> 8

cccgacctaa aaatctaata cga 23

<210> 9

<211> 22

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Descricdo da Sequéncia Artificial: iniciador U-for no
sentido directo para PCR especifico para metilacido (MSP)
para o sitio de polimorfismo num Gnico nucledtido (3SNP)
dentro da regido diferencialmente metilada (DMR) da regido
do alelo ndo metilado IGF2-H19 humano

<400> 9

ggtttgtttg tggaaatgtt tt 22

<210> 10

<211> 23

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
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<223> Descricdo da Sequéncia Artificial: iniciador U-rev no
sentido reverso para PCR especifico para metilacdc (MSP)
para o© sitio de polimorfismo num Unico nucledtido (SNP)
dentro da regido diferencialmente metilada (DMR) da regido
do alelo n&oc metilado IGF2-H19 humano

<400> 10

cccaacctaa aaatctaata caa 23

<210> 11

<211> 25

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Descricdo da Sequéncia Artificial: iniciador marcado
com Cys-5 do ensaio de extensdo do iniciador

<400> 11

gggttatttg ggaataggat attta 25
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REIVINDICACOES

Método para diferenciar espécies de ADN provenientes de
células de individuos diferentes, em gue as espécies de ADN
estdo presentes numa amostra bioldgica obtida a partir de
um dos individuos, compreendendo o método © passo para
detectar uma diferenca na metilacdo entre as espécies de

ADN dos diferentes individuos.

Método de acordo com a reivindicacdo 1 em que a amostra
biolégica é uma amcstra de fluido ou de células ou uma sua

mistura.

Método de acordo com a reivindicacdo 1 em que a amostra

bioldégica é plasma ou soro.

Método de acordo com a reivindicacdo 1 em que a amostra

bioldégica é sangue.

Método de acordo com a reivindicacdo 1 em gue um dos
individuos ¢é uma fémea gravida e o outro individuo é um

feto ndo nascido.

Método de acordo com a reivindicacdo 1 em que um dos
individuos & um receptor de transplante e o outro individuo

¢ um dador de drgao.

Método de acordo com a reivindicacdo 6 em que o transplante

¢ um transplante de medula bssea.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

Método de acordo com a reivindicacdo 1 compreendendo ainda

0 passo de medicdo da concentracdo de espécies de ADN.

Método de acordo com a reivindicacdo 1 compreendendo ainda
0 passo de adicdo de Dbissulfito de sédio a amostra

bioldgica ou as espécies de ADN.

Método de acordo com a reivindicagdo 1 compreendendo ainda
0 passo de realizagdo de uma reaccdo de polimerase em

cadeia especifica para metilacéo.

Método de acordo com a reivindicacdo 1 compreendendo ainda
0s passos de amplificagido das espécies de ADN para gerar um

produto de PCR e sequenciar o produto de PCR.

Método de acordo com a reivindicacdo 1 compreendendo ainda

0 passo de realizacdo de extensdo do iniciador.

Método de acordo com a reivindicacdc 5 em que a amostra

bioldgica é plasma materno ou soro.

Método de acordo com a reivindicacdo 13 compreendendo ainda
0 passo de medicdo da concentracdo de ADN fetal em plasma

materno ou SOro.

Método de acordo com a reivindicacdo 14 em que a
concentracdo de ADN fetal medida é utilizada para prever,

monitorizar, diagnosticar ou prognosticar um distirbio.



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Método de acordo com a reivindicacdo 5 em que a diferenca
na metilacdo estd associada com um distirbio no feto ou

materno.

Método de acordo com a reivindicacido 16 em que o distarbio

¢ uma aneuploidia cromossomal.

Método de acordo com a reivindicacdo 17 em que a

aneuploidia cromossomal é trissomia 21 (sindroma de Down) .

Método de acordo com a reivindicacdo 16 em que o disturbio
¢ seleccionado do grupo de pré-eclampsia, distarbio de
“imprinting”, sindroma de Prader-Willi e sindroma de

Angelman.

Método de acordo com a reivindicacdo 14 em que a diferenca
na metilagdo detectada nas células fetais & utilizada como

um marcador especifico de feto.

Método de acordo com a reivindicacdo 6 compreendendo ainda
0 passo de medicdo da concentracdoc de ADN do dador de drgédo

e do receptor do transplante.

Método de acordo com a reivindicagdo 21 em que a
concentracdo de ADN no dador do 6rgdo e no receptor do
transplante é utilizada para prever o progresso clinico do

receptor do transplante.

Método de acordo com a reivindicacdo 1 em que um dos

individuos é masculino e o outro individuo é feminino.



24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Método de acordo com a reivindicacdo 23 em que a diferenca
da metilacdo é& detectada num cromossoma X inactivado do

individuo feminino.

Método de acordo com a reivindicacdo 24 em que a sequéncia
de ADN metilado no cromossoma X inactivado € utilizada para

detectar ADN proveniente do individuo feminino.

Método de acordo com a reivindicac&o 1 em que a diferenca

de metilacdo é analisada dentro das células.

Método de acordo com a reivindicacdo 26 em que a diferenca
da metilacdo é analisada utilizando reaccdo de polimerase

em cadeila especifica para metilacdo in situ.

Método de acordo com a reivindicacdo 1 em que a diferenca
da metilacdo é utilizada para seleccionar ou isolar células
dos individuos ou utilizada ©para ©purificar ADN dos

individuos.

Método de acordo com a reivindicacdo 5 em que a diferenga

na metilacdo & detectada nas células fetais na placenta.

Utilizacdo de um kit para diferenciar espécies de ADN
provenientes de células de individuos diferentes, em que as
espécies de ADN estdo presentes numa amostra bioldgica
obtida a partir de um dos individuos, compreendendo o kit
um ou mais reagentes para determinar o estado da metilacgdo

de uma espécie de ADN.



31.

32.

33.

34.

Utilizacdoc de acordo com a reivindicacdo 30 em que o
reagente para determinar o estado da metilacdo é bissulfito

de sédio.

Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 30 compreendendo

ainda um ou mais reagentes para detectar a presenca de ADN,
Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 30 compreendendo
ainda um ou mais reagentes para amplificar ADN presente na
amostra bioldgica.

Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 30 compreendendo

ainda um ou mais mecanismos para obter uma amostra de ADN.
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M-for: 5'-TTAATTGGGGTTCGTTCG-3'
M-rev: 5'-COCGACCTAAAAATCTAATACGA-3'
U-for. 5 -CGTTIGTTIGTGGAAATGTTTT-3'
U-rev: 5'-CCCAACCTAAMAATCTAATACAA-S'
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