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RESUMO

PROCESSO PARA A DETECGCAO DE ALTERACOES NO MODO DE
REPARACAO DE ERROS NO EMPARELHAMENTO DO ADN
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Os requerentes verificaram agora que os eucariotos,
incluindc os de mamiferos, tém um processo de reparacdo dos
erros de emparelhamento do ADN andlogo ao processo que
existe nas bactérias. 0s defeitos ou alteragdes neste
processo de reparagdo dos erros de emparelhamento num
mamifero, tal como nos seres humancs, resultardc na
acumulacdo de sequéncias de ADN repetidas, instavels. Esse
fenétipo tem uma elevada correlacdo com o estado de doenga
num certo nUmero de cancros, tal como 0S8 Cancros
hereditarios do c¢dlon. De acordo com isto, a descoberta de
um defeito ou de uma alteracdo no processo pode ser o
diagnéstico de wuma pré-disposigao para o cancro e o
progndstico para um cancro em particular. Os requerentes
também descobriram e sequenclaram um dos genes neste
processo num certo numero de mamiferos, Incluindo seres
humanos. Este gene, referido aqul como MSHZ, tem muitas
aplicacées. Pode ser utilizadc em ensalos, para expressar o
produto do gene, para avaliacBes de farmacos e para fins

terapéuticos. 0s requerentes também descrevem agui um




DESCRICAO

PROCESSO PARA A DETECCAO DE ALTERACOES NO MODO DE
REPARACAO DE ERROS NO EMPARELHAMENTO DO ADN

A presente invengdo foi feita com apoio do governo,
suportada pelo acordo n° GM 32741 e o acordo
HG00395/GM50006 concedido pela General Sciences Division do
National TInstitute of Health. O governo tem alguns direitcs

sobre a presente invencéo.

Ambito da invencéao

A presente invencdo envolve 0s genes para a reparacao
de erros de emparelhamentc do ADN. Em particular, a
presente inven¢do tem por objecto a identificacdo de
mutacdes e polimorfismos em genes para a reparacdc de erros
de emparelhamento do ADN, a identificacdo e caracterizacido
de tumores com defeitos que envolvem a reparacdo de erros
de emparelhamento do ADN e a deteccdo de susceptibilidade

genética para o cancro.

Antecedentes

Nos nltimos anos, com o desenvolvimento das poderosas
técnicas de clonagem e amplificacdo, tal como a reaccdo em
cadeia de polimerase (RCP), em combinacdc com um corpo de
informag¢do rapidamente acumulado respeitante & estrutura e
localizacdo de numerosos genes e marcadores humanos,
tornou-se pratice e aconselhdvel recolher e analisar
amostras de ADN ou de ARN de individuos que sdc membros de
familias que estdc identificadas como portadoras de uma
alta frequéncia de <certos distirbios transmissiveis

geneticamente. Por exemplo, ©0s processos de rastreio sio



utilizados por rotina para rastrear os genes envolvidos na
anemia dos drepanécitos, fibrose guistica, sindroma fragil
do cromossoma X e esclerose maltipla. Para alguns tipos de
distirbios, o diagndstico precoce pode melhorar muito o
prognéstico de longo prazo da pessca adoptando, por
exemplo, uma rotina de diagnéstico agressiva e/ou fazendo
alteracdes no estilo de vida se for apropriado gquer para

prevenir ou preparar para um problema antecipado.

Uma vez identificada uma mutac¢do particular de um gene
humano e ligada a uma doenca, o desenvolvimentc de
processos de rastreio para identificar individuos de alto
risco pode ser relativamente directo. Por exemplc, depois
de se compreender a estrutura e o papel fenotipico anormal
do gene mutante, & possivel preparar iniciadores parz serem
utilizados na RCP para se obterem quantidades amplificadas
de genes amplificados de individuos para serem analisados.
Contudo, a descoberta inicial de um gene de mutante, isto
é, a sua estrutura, a sua localizacdo e a ligacgdo com um
problema de salde hereditdrio, conhecido, requer um esforcgo
experimental substancial e estratéglas de investigacgao

criativas.

Uma abordagem para descobrir o papel de um gene
mutante que causa uma doenca, come¢a com estudos clinicos
nos individuos que pertencem a familias gque exibem uma
elevada frequéncia da doenca. Nestes estudos, a localizacgao
aproximada do locus que causa a doenga ¢ determinada
indirectamente por meio da pesquisa de um marcador do
cromossoma que tende a segregar com o locus. Uma limitacdo
principal desta abordagem ¢é gque, embora a localizacao
gendémica aproximada do gene ©possa ser determinada,
geralmente ndc permite o isolamento actual nem a

sequenciacdo do gene. Por exemplo, Lindblom et al.’ relatou



resultados de estudos de andlise de ligacdo realizados com
marcaderes de PC35  (polimorfisme do comprimento de
sequéncias simples, SSLP na terminologia inglesa) en
individucs de uma familia conhecida por exibir uma elevada
incidéncia de cancro do célon ndo poliposo hereditario
(CCNPH). Lindblom et al. verificaram uma “ligacgdoc estreita”
entre um marcador polimérfico no ramo curto do cromossoma 3
humanc {3p21-23) e um locus de doesnga aparentemente
responsavel pelec aumento do risco de um individuo
desenvolver cancro do cdlon. Embora a 3p2l-2Z23 seia uma
localizacdo relativamente pouco especifica em relagdo a
tecde o genoma, representa uma enorme regido do ADN
relativamente a pequena dimensdo do gene mutante. O gene
mutante podia ser separado dos marcadores identificando o
locus de milhdes de bases. No melhor, esses estudos de
ligacdo tém apenas uma utilidade limitada para fins de
rastreio porgue, para prever o risco de uma pessoa, deve-se
realizar a andlise genética com marcadores genéticos
fortemente 1ligados num certo numero de individuos
relacionados na familia. £ muita vez impossivel obter essa
informacdo, particularmente se os individucs da familia
afectada morreram. Também podem ndc existir marcadores
informativos na familia em analise. Sem conhecer a
estrutura dos genes, nédo & possivel fazer amostras,
amplifica=~las, sequencii-las e determinar directamente se o

individuo comporta o gene mutante.

Uma outra abordagem para descobrir o gene mutante que
causa a doenga, comeca com a produgdc e a triagem dcs
iniciadores de RCP, com base na informacdo conhecida acerca
da doenca, por exemplo, teorias para estes mecanismos do
estado da doenca, estruturas e fungdo das proteinas
relacionadas, possiveis genes analogos em seres humanou ou

noutras espécies, etc. C cbjectivo é isclar e sequenciar os

(FS)



genes candidatos normais que se acredita que ocorrem
algumas vezes nas formas mutantes tornando o individuo
predisposto para a doenca. Esta abordagem & altamente
devendente do quanto se sabe acerca da doenga ao nivel
molecular e da capacidade do investigador para construir
estratégias e processos para encontrar genes candidatos. A
agsociacdo de uma mutacdo num gene candidato com uma
doenca, deve ser demonstrada, em Gltima anadlise, pela
rezlizacdo de ensaios nos membros de uma familia que tem
uma alta incidéncia da doenca. A forma mais directa e
definitiva para confirmar essa ligacdo em estudos de uma
familia é utilizar iniciadores de RCP que se destinam a
amplificar porcdes de um gene candidatoc em amostras
recolhidas dos membros dessa familia. Os produtos dos genes
amplificados sdo entdo sequenciadcs e comparados com a
estrutura do gene normal com o fim de encontrar e
caracterizar as mutacBes. Uma dada mutacdo estd, em Ultima
andlise, implicada gquande mostra que os individuos
afectados a tém, enquanto os individuos nac afectados ndo a
tém e que a mnutacdo causa uma alteracdo na funcgdo da

¢

proteina que ndo é simplesmente um polimorfismeo.

Outra maneira de mostrar uma elevada probabilidade de
ligacdo entre uma mutacdo de um gene candidato e a doenga é
pela determinacdc da localizagdoc do cromessoma do gene,
comparando assim a localizacdo do mapa dos genes com
regides conhecidas de locus ligadcs a deenga tal como o
identificado por Lindblom et al. A localizagdo coincidente
no mapa de um gene candidatc na regido de um locus ligado a
doenca, identificado previamente, pode implicar fortemente
uma asscclacdo entre uma mutacdo ne gene candidate e 2

doencga.



H&4 outras manelras de mostrar gue as mutagdes num gene
candidato poedem estar ligadas a deoenca. Por exemplo, podem
introduzir-se formas mutantes, produzidas artificialmente,
em animais. A incidéncia da doenca em animais gue comportam
0 gene mutante pode entdoc ser comparada com animais com O
genotipe normal. A incidéncia significativamente elevaca da
doenca em animais com o genotipo mutante, relativamente a
animais com o gene de tipo selvagem, podem suportar a
zeoria que as mutacgdes no gene candidatc sdo algumas vezes

responsavels pela cocorréncia da doenga.

Um tipo de doenca que recebeu recentemente muita
atengdc por causa da descoberta de mutagdes de genes
ligadas & doenca ¢é o Cancro do Célon Nao Polipéide
Hereditarioc (CCNPH)'?. Membros de familias com CCNPH também
exibem uma susceptibilidade acrescida para outros cancros
incluindo o¢s do endométrio, dos ovarios, gastricos e da
mama. Cré-se gue aproximadamente 10 % dos cancros
colorectais sejam CCNPH. Tumores de pacientes com CCNPH
exibem um defeito genético raro em gue sequéncias de ADN
repetidas, curtas, tal como as sequéncias repetidas de
dinucledtidos encontradas no ADN dos cromosscmas humanos
(“ADN de micro-satélite”), gue parecem ser instdveis. Esta
instabilidade gendémica das sequéncias de ADN repetidas,
curtas, algumas vezes designadas por fenotipo “RER+”, &
também observada, numa proporcdo significativa, numa grande
variedade de tumores esporadicos, sugerindo gue muitos
tumcres esporiadicos podem ter adquiride mutacdes que sdo
semelhantes (ou i1dénticas) as mutagdes que s&o herdadas nos

CCNPH.

Os estudos da ligacdo genética identificaram locus de
[&3

CCNPH gue se pensa que sejam da ordem de 90 % dos CCNPH. Os

locus constituem ¢ mapa dos cromossomas Zplb-16 (ZpZ2l) e



3p21-23. Estudos subsequentes identificaram o gene de
reparacdo de erros de emparelhamento do ADN humano hMSHZ
como sendc © gene no cromossoma 2pZl em gue as mutagbes sao
responsivels por uma fraccdo significativa dos cancros
ccnpgh 2 Y. 0 hMSHZ é um dos varios genes cuja fungdo
normal é identificar e corrigir os erros de emparelhamento
do ADN incluindo os que seguem cada ciclo de replicacgao do

cromossona.

0 processo de reparacdo dos erros de emparelhamento
melhor definido é o processo de MutHLS de E.coli que
promove uma reacgdo de reparagdo por excisdo de um
fragmento longe (aproximadamente 3 Kb} que depende dos
produtos dos genes mutH, mnutL, nutS e mutU (uvrD). O
processo de MutHLS parece ser a via mais activa para a
reparacido dos erros de emparelhamento em E.coli e é
conhecido tanto por aumentar a fidelidade da replicagdoc do
ADN como por actuar na recombinacdo de produtos intermédios
contendo as bases desemparelhadas. 0 sistema tem sido
reconstituido in vitro, e requer as proteinas de mutH,
mutl, mutS e mutU (uvrD) (helicase II) em conjunto com a
holoenzima polimerase III do ADN, a ligase de ADN, as
proteinas de ligagdo do ADN de estrutura helicoidal simples
(SSB) e uma das exonucleases de ADN de estrutura helicoidal
simples, Exo I, Exo VII ou RecJ. hMSHZ é homdloga do gene
bacteriano mutS. Uma via similar em fungos inclul o gene de
levedura MSHZ e dois g¢enes semelhantes a mutL, referidos

como PMS1 e MLHI.

Com o conhecimento de gue as mutacdes num gene do tipo
mutS ‘humanc (hMSHZ) algumas vezes causa cancro € &
descoberta de gue os tumcres CCNPH exibem instabilidade do
ADN de micro-satélite, intensifiou-se o interesse em outros

genes e produtos de genes de reparagdo dos erros de



emparelhamento do ADN e nos seus possivels papéis no CCNPH
e/ou noutros cancros. Estima-se gque pelo menos 1 em cada
200 individuocs comporta uma mutacdo que no gene hMSHZ ou
noutros genes relacionados que codificam outras proteinas
no mesmo processo de reparacdoc dos erros de emparelhamento

no ADN.

Um importante objectivo do trabalho dos requerentes
tem sido identificar genes humanos gque sdo Utels para a
avaliacdo e identificacdoc de individucs que =estdo em riso
elevado de desenvolver cancro. QOutros objectos sao:
determinar as sequéncias dos exbGes e as estruturas de
intrdes de flangueio nesses genes; utilizar a informacao
estrutural para desenhar processos de ensaio com o fim de
identificar e caracterizar mutac¢des que resultam na
auséncia ou num defeito num produtc de gene gque confere
susceptibilidade ao cancro; e para distinguir essas
mutacées das varlacdes polimérficas “ndo perigosas”. Um
poutro objecto é utilizar a informagdo estrutural
relacionada com o0s exdes e as seguéncias de intrdes de
flanqueio de um gene ligado ao cancro, para diagnosticar
tipos de tumores e prescrever a terapia apropriada. Um
outro objecto é wutilizar para o estudo a informacdo
estrutural relacionada com um gene ligado ao cancro para

identificar outros genes humanos candidatos relacionados.

Suméario da invencdo

Com base no conhecimentc dos requerentes sobre os$
mecanismos de reparacido dos erros de emparelhamento do ADN
em bactérias e fungos incluindo a conservagdo de genes de
reparagao de desemparelhamentos, 08 reguerentes pensaramn
gue homéloges de genes de reparagdc dos erros de

emparelhamentc de ADN devem existir e que essas mutacdes



nesses homélogos que afectam a funcdo da proteina,
causariam, provavelmente a instabilidade genética; levando
possivelmente a um risco acrescide do desenvolvimento de

certas formas de cancro humanc.

Os requerentes isolaram e sequenciaram dols genes
humanos, hPMSI e hMLHI, cada um dos quals codifica para uma
proteina envelvida na reparacdo do desemparelhamentc do
ADN. hPMS1 e hMLHl sdo homélogos do gene mutL encontrado na
E.coli. Os estudos dos requerentes supcortam-se fortemente
numa associacdo entre as mutacles nos genes de reparacdo
dos erros de emparelhamento do ADN e a susceptibilidade a
CCNPH. Assim, a informacgdo sobre as sequéncias dos genes de
reparacdo do desemparelhamento do ADN, nomeadamente as
estruturas de ADNc e ADN gendmico relacionadas com hPMSI e
hMLH!, tornam possivel um certc ntmerc de processos uteis
que relacionam respeitantes a determinacd3o do risco de
cancro € no respective diagnédstico. Um grande numero de
estruturas de nculedtides e de proteinas sdo U(teis nesses

processos.

0Os requerentes mapearam a localizacdo de hMLH]I no
cromossoma humano 3p21-23. Trata-se de uma regido desse
genoma humano, com base nos estudos sobre a familia, que
exibe um locus que predispde os individuos para CCNPH.
Adicionalmente, os requerentes verificaram uma mutacdo numa
regido conservada do ADNc de hMLHI em individuos afectados
com CCNPH numa familia sueca. N&oc se encontrou a mutacdo en
individucs nfo afectados da mesma familia, nem & um simples
polimorfismo. Os requerentes também verificaram gque uma
mutagdo homdloga em fungos resulta numa proteina de
reparacdo de erros de emparelhamento do ADN defeituocsa. Os
requerentes também encontraram uma mwmutacdco numa secgdo

alterada em individuos afectados com hMLH]I de uma familia



inglesa. A descoberta dos requerentes de mutacdes ligadas
ac cancro no hMLHI, combinada com a pcsigdo dos genes no
mapa que ¢é coincidente com um locus ligado ao CCNPH
previamente identificado, mais o provavel papel do gene
hMLHEI na prevencac da mutacdo, faz do hMLHI um candidato de
exceléncia subjacente a uma forma de cancro humano comum
hereditiric e um candidato primordial para avaliar e
identificar individuos que tenham um elevado risco de

desenvolvimento de cancro.

O hMLH!I tem 19 exdes e 18 intrdes. Os reguerentes
determinaram a localizacdo de cada um dos 18 intrdes
relativamente ao ADN de hMLHI. Os requerentes também
determinaram a estrutura de todas as regides da fronteira
intrdo/ex3o de hMLHI. O conhecimento das estruturas de
todas as regides da fronteira intrdoc/exdc de hMLHI torna
possivel estabelecer regimes de avaliacdo eficientes para
localizar mutacdes que afectam negativamente a estrutura e
a funcido dos produtos dos genes. Além disso, oS requerentes
desenharam conjuntos completos de pares de iniciadores de
oligonucledétidos que podem ser utilizados na RCP para
amplificar ex®es individuais completos em conjunto com

estruturas de fronteira que rodeiam o intrdo.

Os requerentes mapearam a localizagdo do hPMS1 no
cromossoma humance 7. 0Os estudos subseguentes de outros®,
confirmaram as previsdes dos regquerentes de que a mutacado

neste gene estava ligada ao CCNPH.

A utilizacdo mais imediata da presente invengdo, sera
em testes de avaliacdo em seres humancs que sac memoros de
familias que exibem uma elevada frequéncia excepcional de
cancro de inicio precoce, por exemplo, CCNPH. De acordo com

isto, um dos aspectos da presente invengdc compreends um



processo de diagnéstico de susceptibilidade para o cancro
do cdlon num individuo, por melo da detecgdo de uma mutagio
num &cido nucleico do hMLHI, tal como estd estabelecido na
reivindicacdo 1 ou um &cido nucleico em hPMS1, tal como
estd estabelecido na reivindicagdc 3, num tecido de um
individuo, em que a mutacdo & indicativa de uma

susceptibilidade do individuo para o cancro do cdélon.

C  processo de diagnéstico compreende, prefe-
rencialmente, as etapas de: 1) amplificacdo de um acido
nucleico de um segmento do gene de reparagdo do erro de
emparelhamento ou do produto do gene; 2) comparacdo do
segmento amplificado com um segmento andlogo de um alelo de
tipo selvagem do gene de reparagdoc do erro de
emparelhamento ou do produto do gene; e 3) deteccac da
diferenca entre o segmento amplificade e o segmento
analogo, sendo a diferenca indicativa de uma mutagdo no
gene de reparacdo do erro de emparelhamento ou do produto
do gene o que confere susceptibilidade do individuo para o

cancro do cdélon.

Um processo pode compreender a determinacdo se a
diferenca entre o segmento amplificado e o segmento analogo
causa um fenotipo &zfectado, 1ste é, se a alteracdo da
sequéncia afecta a capacidade do individuo para reparar os

errcs de emparelhamentc do ADN.

O processo de diagnéstico pode incluir as etapas de:
1) transcricdo reversa de toda ou parte de uma copia de ARN
do gene de reparacdo do erro de emparelhamentc do ADN; e 2)
amplificacdo de um segmento do ADN produzido por
transcricdo reversa. Uma etapa de amplificagdo pode
compreender: a seleccdo de um par de inicladores de

oligonucledtidos capaz de hibridar com as estruturas

10



helicoidais opostas do gene de reparacdo do erro de
emparelhamento, numa orientacdo oposta; e realizar uma
reaccdo em cadeia de polimerase utilizando iniciadores de
oligonucledtidos tais gue o &cido nucleico da cadeia de
reparagdo do erro de emparelhamento gue intervém entre oS
iniciadores selja amplificadc para se tornar no segmento

amplificade.

O gene de reparagido do erro de emparelhamento do ADN &
o hMLHI ou ¢ hPMS1l. O segmento de ADN corresponde a uma
Unica porcdo de uma sequéncia de nucledtido seleccionada no
grupo que consiste nas SEQ. ID NOS: 6-24., Utilizam-se
iniciadores de oligonucleétidos do ‘“primeiro estadio”
seleccionados no grupo gue consiste nas SEQ. ID NOS: 44-82,
na RCP para amplificar o segmentc de AND are. Podem-se
utilizar os iniciadores de oligonucledtidos incluidos no
“segundo estadio” (SEQ. ID NOS: 83-122), com os iniciadores
do primeiro estadio para permitir uma amplificacdo mais

especifica e a conservagdo do ADN de matriz.

Um processo de identificagdo e de classificagdc de um
tumor que resulta de um defeito do gene reparador do erro
de emparelhamentc do ADN, pode compreender a deteccde, no
tumor, de uma mutacdc do gene de reparacdo do erro de
emparelhamento ou de produto do gene, preferencialmente um
homéloge de mutl (hMLH!I ou hPMS1}, sendo a mutacdo
indicativa de um defeito no sistema de reparagdo do errc de

emparelhamento do tumor.

Uma estrutura de nucledtido ou de proteina isolada
pode incluir um segmento que corresponde, sob o poento de
vista da sequdncia, a uma uUnice porgdo de um gene humano
homélogo de mutl ou um produto do gene, preferencialmente

cerivado quer de hMLHI ou hPMSI.

11



Podem utilizar-se c¢s iniciadores dos oligonucledtidos
em conjunto numa reacgdo em cadela de polimerase para
amplificar espescificamente um Unico segmento de um gene

humanc homdélogo de mutl, preferenciaimente, hMLHI ou hPMSI.

Uma sonda pode incluir uma sequéncia de nucledtido
capaz de se ligar especificamente por emparelhamento de
Watson/Crick com as bases complementares numa porcdo do
gene homélogo de mutl humano; e uma parte marcada ligada a
sequéncia em que a parte marcada tem uma propriedade
seleccionada no grupc gque consiste em fluorescéncia,

radicactividade e quimiocluminescéncia.

08 requerentes também Iisolaram e sSeqguenciaram genes
MLHI (mMLH1) e PMSI (rPMS1) de rato. Os requerentes
utilizaram os seus conhecimentos dos genes de reparagdo de
semparelhamentos em ratos para construir medelos de animais
para o estudo do cancro. 0s modelos serdo uUtels para
identificar agentes oncogénicos adicionais e para estudar

efeitos ambientais na mutagénese.

0s requerentes produziram anticorpos policlonais
dirigidos a porgao da proteina codificada pelo ADNc de
rPMSI. Os anticorpos também reagem com a proteina de hPMS1
e sdo Gtels e s&c utels para a deteccdo da presencga da
proteina codificada por um gene normal de hPMSI. Os
requerentes também estdo a produzir anticorpos moneoclonais

dirigidos a hMLHI ou hPMSI.

Paraz além das utilizacles  terapéuticas e de
diagndstico, o conhecimento dos requerentes socobre hMLHI ou
hPMSI pode ser utilizado para investigar outros genes com
funges relaclonadas que sdo candidatos a desempenharem um

papel em certas formas de cancrc humanc.
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Descricdo das figuras

A figura 1 é um diagrama de fluxo que mostra uma visdo
global da seguéncia das etapas experimentais que os
requerentes utilizaram para isolar, caracterizar e

utilizar genes de PMSI e MLH] humanos e de rato.

A figura 2 é um alinhamento de sequéncias de proteinas
para os hombélogos de mutl (SEQ. ID NOS: 1-3) mostrando
duas regides altamente conservadas (sublinhadas) que
sdo wutilizadas para criar oligonucleétidos de RCP
degenerados para o isolamento adicional de homdlogos de

mutl.

A figura 3 mostra toda a sequéncia de nucledtidos de
ADNc (SEQ. ID NOC: 4) para o gene humano MIHI e a
previsivel sequéncia de aminocacidos correspondente
(SEQ. ID NO: 5) para a proteina humana MLHI. As
sequéncias de AND sublinhadas e as regides de ADNc que
correspondem aos iniciadores de RCP degenerados que
foram originalmente wutilizados para amplificar uma

porcdo do gene MLHI (nucledtidos 118-135 e 343-359).

A figura 4A mostra as seqguéncias de nucledtidos de 19
exfes que correspondem colectivamente a toda a
estrutura do ADNc de MLHI. Os exbes sdo flanqueados
pelas estruturas que rodelam o intrdo. Os sitios dos
iniciadores estdo sublinhados. Os exdes com as suas
estruturas de intrido de flanqueioc correspondem as SEQ.

ID NOS: 25-43.

A figura 4B mostra toda sequéncias de nucledtidos de
cares de iniciadores que foram utilizados na RCP para

amplificar os ex8es individuais. Os iniciadores de



amplificacdo do “segundo sstadio” (SEQ. ID NOS: 83-122)
sdo iniciaderes “aninhados” que sdo utilizados para
amplificar os exdes alvo do produto de amplificacao
cbtido com iniciadores de amplificacdo do “primeiro
estadio” correspondentes (SEQ. ID NOS: 44-82). As
estruturas na figura 4B correspondem as estruturas nos

guadros 2 e 3.

A figura 5 & um alinhamento das sequéncias de
aminodcidos previstas para as proteinas de MLHI humanas
e de fungos (SEQ. ID NOS: 5 e 123). As identidades dos
aminodcidos estdo indicadas por calxas e os intervalos

estdo indicados por tracejado.

A figura 6 & uma arvore filogenética das proteinas

relacicnadas com mutl.

A figura 7 ¢é wuma fotografia com duas colunas. A
primeira coluna (A) é uma metafase dispersa que mostra
a hibridacdo do gene MLHI humano do cromossoma 3. A
segunda coluna (B) representa uma composicdo do
cromossoma 3 de metidfases miltiplas dispersas alinhadas
com um ideograma de um cromossoma 3 humanc. A regiao de
hibridacdo estd indicada no ideograma por uma barra

vertical.

A figura 8§ é uma comparacdo dos cromatogramas da
seguéncia de individuos afectados e ndc afectades que
mostra a identificacdo de uma mutacdo de transigdo de C
a T que produz uma substitulgidc de amoincacide nio

conservadora na posigdo 44 da proteina de MLEI humano.

AR figura 9 é um alinhamento da sequéncia de

aminodcidos (SEQ. ID NO0S: 124-131) de uma regido
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altamente conservada da familia das proteinas MLH que
rodeiam o sitic da previsivel substituicdo de
aminodcidos. Os caracteres a negrito indicam a posicéao
previsivel da serina com a substituicdo do aminoacido
de fenilalanina nos individuos afectados. Também em
evidéncia estdo os residuos de serina ou de alanina
conservados nesta posicdo nas proteinas semelhantes a
MutL. As bolas indicam as posigSes da mals alta
conservacidc dos aminodcidos. Para a proteina MLHI, os
pontos indicam que ndc se obteve a sequéncia. As
sequéncias foram alinhadas tal como se descreve a

seguir com referéncia a arvcre filogenética da figura.

A figura 10 mostra toda a sequéncia de nucledtidos para

PMS1 humano (SEQ. ID NO: 132).

A figura 11 ¢é um alinhamento das sequéncias de
aminocécidos previsiveis para as proteinas PMS1 humanas
e de fungos (SEQ. ID NO: 133 e 134. respectivamente).
As identidades dos aminodcidos estdo indicadas por

caixas e os intervalos estdo indicados por tracejados.

A figura 12 é uma sequéncia parcial de nucledtido do
ADNc de MLHI de rato ou MLHI de murino (SEQ. ID NO:
135).

A figura 13 ¢é uma comparacdo da sequéncia de
amincécidos previsivel para as proteinas MLHI de murino

e humanas, respectivamente).

2 figura 14 mostra a sequéncia de nucledtidos do ADN

para PMS] de rato (rPMSI} (SEQ. ID NO: 137).
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A figura 15 é uma comparacdo das previsiveis sequéncias
de aminoacidos para as proteinas de rPMS1 e HPMS1 (SEQ.

ID NOS: 138 e 133, respectivamente).

Gene - “Gene” significa uma sequéncia de nucledtidos
que contém uma sequéncia de ccdificagac completa.
Geralmente, “genes” também inclui sequéncias de
nucledtidos encontradas a montante (por exemplo,
sequéncias de promotores, melhoradores, etc.) ou a
jusante (por exemplo, os sinais de terminagdo da
transcricio, sitios de poliadenilacgdo, etc.) da
sequéncia de codificagdo que afectam a expressao do

polipéptido codificado.

Produto do gene - Um “produto do gene” & uma cdédpia quer
de ADN ou de ARN (ARNm) de uma porcdo de um gene ou uma
sequéncia de aminoacido correspondente traduzidas no

ARNm.

De tipo selvagem - A expressdoc “de tipo selvagem”,
gquando aplicada a &cidos nucleicos e proteinas,
significa uma versdo de um 4&cido nucleico ou de uma
proteina que funciona de uma forma indistinta de uma
versdc normal, de ocorréncia natural desse 4cido
nucleico ou dessa proteina ({(isto &, um acido nucleico
ou uma proteina com actividade de tipo selvagem). Por
exemplo, um alelo de ™tipo selvagem” de um gene de
reparacdc de um erro de emparelhamento é capaz de
subgstituir funcionalmente uma cbépia endbgena, normal do
mesmo gene dentro de uma célula hospedeira sem alterar
de forma detectdvel a reparacdo de um erro de

emparelhamento nessa célula. Diferentes versdes de tipo
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selvagem do mesmo &cido nucleico ou proteina podem ou

ndo diferir estruturalmente umas das outras.

De tipo ndo selvagem - A expressdo “de tipo ndo
selvagem”, quando aplicada a 4cidos nucleicos e
proteinas, significa que funciona de wuma maneira
distinta de uma versdo normal, de ocorréncia natural
desse 4cido nucleico ou dessa proteina. Alelos de tipo
nido selvagem de um acido nucleico pedem diferir
estruturalmente de alelos de tipo selvagem do mesmo
4cido nucleico em gualquer uma das variedades de vias,
incluindo, mas ndc se limitando a diferencas na
sequéncia de aminodcidos de um polipéptido codificado
e/ou diferencas nos niveis de expressao de um

transcrito de nucledétido codificade do produto do

polipéptido.

Por exemplo, a sequéncia de nucledtidos de um alelo de
tipo ndo selvagem de um &cido nucleico podem diferir de
um alelo de tipo selvagem, por exemplo, por adigdo,
eliminacéio, substituicao e/ou re-arranijo de
nucledtidos. Do mesmo modo, a sequéncia de aminocacidos
de uma proteina de reparagdo de um erro de
emparelhamento, de tipo ndo selvagem, pode diferir da
proteina de reparacdo de um erro de emparelhamento, de
tipo selvagem por exemplo, por adigdo, eliminagdo,

substituicdo e/ou re-arranijo dos amincacidos.

Og &cidos nucleices ou preteinas particulares de tipo
ndo selvagem que, quando introduzidos numa célula
hospedeira normal, interferem com ¢ processo enddgeno
de reparacdo de um errc de emparelhamento, sao
designados por acides nucleicos ou proteinas “negativoes

dominantes”.
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Homélogo - O termo “hombélogo” refere-se a acidecs
nucleicos ou  polipéptidos que estao altamente
relacionados com o nivel de seguéncias de nucledtidos
ou de aminodcidos. Cs acidos nucleicos ou polipéptidos
gque sd&o homdlogos uns dos outros sdo designados por

homélogos.

0 termo homdlogo refere-se necessariamente a uma
comparacdo entre duas sequéncias. Duas seguéncias de
nucleétidos  consideram-se como  homélogas se  os
polipéptides que elas codificam sdo pelo menos cerca de
50-60 % idénticos, preferencialmente cerca de 70 %
idénticos, pelo menos numa extensdc de pelo mencs 20
amincacidos. Preferencialmente, as sequéncias de
nucleétidos homdiogas sao caracterizadas pela
capacidade de codificar uma extensdo de pelo menos 4-5
aminodcidos especificados de uma forma unica. Tanto a
identidade como o espagamento aproximado destes
aminocdcidos relativamente uns aos outros devem ser
considerados para que as sequéncias de nculedtidos
sejam consideradas hombélogas. Para as sequéncias de
nucledtidos com um comprimento  inferior a 60
nucledtidos, a homologia é determinada pela capacidade
de codificar uma extensdo de pelo menos 4-5 aminoacidos
especificados de uma forma tnica.

w

A montante/a jusante - A expressdo “a montante” e “a
jusante” sdoc termos compreendidos na técnica como
referindo~se & posig¢do de um elemento de uma seguéncia
de nucleétidos. “A montante” significa um elemento gue
é& mais 5" do que o elementc de referéncia. “A Jusante”
refere-se a um elemento que € mais 3/ do gue o elemento

de referéncia.
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Intrdo/exdo - 0s termos “intrdo” e “exdco” sdo Ttermos
compreendidos na técnica como referindo-se a varias
porcdes das sequéncias gendmicas do gene. “Exdes” sdo
as porgdes de uma sequéncia de gene gendmico que
codifica a proteina. ‘“Intrdes” sdo sequéncias de
nucledétidos encontradas entre os exdes nas sequéncilas

genémicas do gene.

Afectado - O termo “afectado”, tal comc se utiliza
agui, refere-se aos membros de uma familia que ou
desenvolveu um cancro caracteristico (por exemplo,
cancro do c¢bdlon numa linhagem de CCNPH) e/ou é
previsivel, com  base, por exemplo, em  estudos
genéticos, que comporte uma mutagdo que confira

susceptibilidade ao cancro.

Unico - Um segmento, fragmento ou porgdo de um gene ou
de uma proteina “Gnico/a” significa uma por¢ac de um
gene ou de uma proteina que é diferente, sob o ponto de
vista da sequéncia, de qualquer outro segmento,
fragmento ou porcdo de um gene ou de uma proteina no
genoma de wum individuo. Como matéria pratica, um
fragmento ou segmento Unico de um gene serad normalmente
um nucledtido de pelo menos cerca de 13 bases de
comprimento e serd suficientemente diferente de outros
segmentos do gene de tal modo que os iniciadores de
oligonucleétidos possam ser preparados e utilizados
para amplificar selectivamente e especificamente o
segmento. Um segmento Unico de uma proteina &
normalmente uma sequéncia de amincdcido que pode ser

traduzida de um segmento unico de um gene.
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Descricido da invencio

Os reguerentes encontraram genes de mamiferos gue
estdo envolvidos na reparacdo de um erro de emparelhamento
do ADN. Um dos genes, o hPMSI, cecdifica uma proteina que &
homéloga de uma proteina de reparacdo de um erro de
emparelhamento do ADN de uma levedura, PMSI. Os requerentes
mapearam as localizacbes de hPMSI, no cromosscma 7 e humano
e no gene PMS1 de rato no cromossoma 5 de rato, na banda G.
Outro gene, o hMLH1 (hombélogo de MutL) codifica uma
proteina que é homéloga da proteina de MLHI (Mutlreparacdo
de um erro de emparelhamento do ADN de um fungo. Os
requerentes mapearam as localizacdes de hMLHI no cromessoma

humano 3p2l1.3-23 e no cromossoma 9 de rato, na banda E.

Estudos' * demonstraram o envolvimento de um homéloge
de um gene de reparacdo de um erro de emparelhamento do ADN
humano, hMSHZ, no cromossoma 2p em CCNPH. Com base nos
dados de ligacdoc fol assinalado um segundo locus de CCNPH
no cromossoma 3p21.3-23°. O exame do ADN do tumor das

familias ligadas ao Cromossoma 3 revelaranm uma
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instabilidade na repeticdo do nucledtido semelhante a
observada noutras familias® com CCNPH e véarios tipos de
tumores esporddicos *°. Como a instabilidade da repetigdo
dos dinucledétidos € caracteristica de um defeito na
reparacac” ' ¥ de um erro de emparelhamento do ADN, os
requerentes pensaram que CCNPH ligado ao cromossoma 3p2l.3-

23 podia resultar de uma mutacdo num segundo gene de

reparacdo de um erro ce emparelhamentc do ADN.

A reparacdo de um erro de emparelhamentc do ADN na
Escherichia colli requer um cero numero de genes incluinde
defeitos de mutS, mutl e mutH, em qualgquer um deles, o que
resulta em taxas'’ elevadas de mutacdo espontdnea. A
andlise genética no  fungo Saccharomyces  cerevisiae
identificou trés genes de reparagdo de um errc de
emparelhamento do ADN: um homélogo de mutS, MSH2', e dois
hemélogos mutL, PMS1'® e MLHI'. Cada um destes trés genes
desempemha um papel indispensavel na fidelidade da
replicacdo do ADN, incluindc a estabilizagdo das repeticgdes

de dinucleé6tidos®.

Os requerentes acreditam que hMLHI é o gene do CCNEPH
previamente ligado ao cromossoma 3p, com base na semelhanga
do produtc do gene hMLHI com a proteina de reparacdo de um
erro de emparelhamento do ADN, MLHI ‘. na localizacdo
coincidente do gene hMLHI e o locus de CCNPH no cromosscma
3 e as mutacbes de hMLHI sem sentido que o0s requerentes

verificaram em individuos afectados de familias de CCNPH

ligadas ao cromossoma 3.

Os conhecimentos dos regquerentes sobre a estrutura dos
genes MLHI e PMSI1 humanos ¢ de rato tem muitas utilizacgdes
importantes. A informacdc sobre a seguéncia dos genes pode

ser uftilizada para avaliar individuos quanto ao risco de
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cancro. O conhecimento sobre a estrutura dos genes torna
possivel preparar facilmente iniciadores de RCP que podem
ser utilizados para amplificar selectivamente porgbes dos
genes hMLHI e hPMSI para comparacSes subsequentes com a
sequéncia normal e andlise do risco de cancro. Este tipo de
ensaio também torna possivel pesquisar e caracterizar
mutacées de hMLHI e hPMSI ligadas ao cancro com ¢ fim de
evenrua.lmente focar o esforgo de avaliagd8o em locus
especificos dos genes. A caracterizacdo especifica das
mutacées ligadas ao cancro em hMLHI e hPMSI, torna possivel
a producdo de outras ferramentas de diagnéstico valiosas
tais comoc sondas especificas de alelos que podem ser
utilizadas em testes de avaliacdo para determinar a

presenca ou a auséncia de mutacdes especificas dos genes.

Adicionalmente, a informacdo sobre a sequéncia do gene
para hMLH] e/ou hPMSI1, pode ser utilizada, por exemplc, num
sistema de dois hibridos, para pesquisar outros genes com
funcdes relacionadas que sdo candidatos para o envolvimento

no cancro.

As estruturas dos genes hMLE] e hPMSI sdo Utels para a
produgdo de proteinas que sdo utilizadas para desenvolver
anticorpos dirigidos a porgbes especificas ou a toda a
proteina hMLH! e hPMSI. Esses anticorpos pocdem entdo ser
utilizados para isolar as proteinas correspondentes e
possivelmente as proteinas relacionadas para £fins de

investigacgédc e de diagnéstico.

As sequéncias dos genes MLHI e PMS1 de ratc sdo uteis
para a producdo de ratos com mutacgdes nos respectivos

genes. Os ratos mutantes sidc Utels para o estudo da fungao

dos genes, particularmente na sua relagdo com O Cancro.
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Processos para o isolamento e caracterizacdo de genes de

MLH1 e PMSI de mamiferos

Os requerentes isolaram e caracterizaram gquatro genes
de mamiferos, isto é, MLHI (hMLH1), PMSI1 humano (hPMSI),
MLHI de ratc (rPMSI) e PMS1 de rato {rFMSI). Devido a
seme_hang¢a estrutural entre estes genes, 0SS pProcessos
utilizados pelos reguerentes para iscléd-los e caracterizé-
los sdo geralmente o©s mesmos. A figura 1 mostra, em termos
amplos, a abordagem experimental gque os requerentes
utilizaram para isolar e caracterizar os quatro genes. A
discussdo que se segue refere-se aos pProcessos, nas suas

varias etapas, mostrados na figura 1.

Etapa 1 Preparacdo de conjuntos de oligonucledtidos

degenerados para RCP

Relatdrios anteriores indicaram que porgdes de trés
proteinas semelhantes a MutL, duas de bactérias, Mutl e
HexB, e uma de fungos, PMS1, estdc altamente conservadas'®
1% pDepois da inspeccdc das sequéncias de aminodcidos das
proteinas HexB, MutL e PMSl, comc se mostra na figura 2, os
reqguerentes prepararam conjuntos de pares de
oligonucledétidos degenerados correspondendo a duas regisdes
altamente conservadas KELVEN e GFRGEA, das proteinas
semelhantes a MutL. As sequéncias (SEQ. ID NOS: 135 e 136,
respectivamente) dos oligonucleétidos degenerados que foram
utilizados para isclar oS quarto genes sdo:
5'"-CTTGATTCTAGAGC (T/C) TCNCCNC(T/G) (A/G)ARNCC-3" e
5'-AGGTCGGAGCTCAA (A/G)GR (A/G) (T/C) TNGTNGANAA-3"'.

As sequéncias sublinhadas dentro dos iniciadores sédo

os sitios de endonucleases de restricdo Xbal e Sacl,

respectivamente. Foram introduzidos de modo a facilitar a
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clonagem de fragmentos amplificados de RCP. Na preparacdc
dos oligonucledtidos, o©s requerentes tiveram em conta o
facto de um dado aminocdcido poder ser codificado por mais
do que um triplete de ADN (coddo). A degenerescéncia dentro
destas sequéncias estd indicada por miltiplos nucledtidos
dentro dos paréntesis ou N, para a presenca de qualguer

bzse nessa posigio.

Etapa 2 Transcricdo reversa e RCP em ARNm seleccionado de

poli A+ isolado de células humanas

Os requerentes isclaram ARN mensageiro (enriquecido
com poli A+) a partir de células humanas de cultura, ADNc
de estrutura helicoidal dupla sintetizado a partir de ARNm
e realizaram a RCP com os oligonucledtidos degenerados .
Depois de tentarem um certo numero de condig¢des diferentes
de RCP, por exemplo, ajustando a temperatura de témpera, oS
requerentes amplificeram com sucesso um ADN da dimensédo

prevista (~210 pb) para uma proteina semelhante a MutL.

Etapa 3 Clonagem e sequenciacdo de fragmentos gerados por
RCP; identificacéo de dois fragmentos de genes

representando MLHI e PMS1 humanos

Os requerentes isolaram material amplificado por RCP
(~210 pb) de um gel de agarcse e clonaram este material num
plasmido (pUCLY). Determinaram a sequéncia de ADN de vérios
clones diferentes. A sequéncia de amincdcidos inferida da
sequéncia de ADN dos dois clones mostrou semelhancas com
outras proteinas conhecidas semelhantes a MutlL 4 16 18,18 g
sequéncia de amincédcidos prevista para um dos clones fol a
nzis parecida com a proteina de fundo PMS1. Por 1issc, o0s

requerentes designaram-na por hPMSI, para a PMSI humansa.

Verificou-se que o segundo clone codificava um polipéptido
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que se parecia de mals perto com a proteina de fungo MLHI e

foi designada por hMLHI, para MLHI humana.

Etapa 4 Isclamento dos clones de ADNc de PMSI e MLHI

humancs e de rato utilizando fragmentos da RCP como sondas

Os requerentes utilizaram fragmentos de 210 pb de RCP
dos ADNc de hPMSI e hMLHI, como sondas para avaliar ambas
as bibliotecas de ADNc humano e de rato (da Stratagene, ou
tal como descritoc na referéncia 30). Isolou-se um certo
nimero de ADNcs que correspondiam a esses dols genes.
Muitos dos ADNcs estavam truncados na extremidade 5'.

Quandoc necessério, utilizaram-se técnicas de rRCp3!

para se
obter a extremidade 5’ do gene para além de outra avaliacao
das biblioctecas de ADNc. As sequéncias completas do ADNc
composto foram utilizadas para prever as sequéncilas de

aminoacidos das proteinas PMS1 e MLH1 humanas e de ratos.

Etapa 5 Isclamento dos clones gendmicos de PMS1 e MLHI

humanas e de ratos

As informacdes scobre a estrutura do ADN genémico e o
ADNc dos genes de PMSI e MLHI humanas sdo necessarias de
modo a avaliar cuidadosamente guanto a mutagdes em familias
predispostas para o cancro. Os requerentes utilizaram
sequéncias de ADNc como sondas para isolar as sequéncias
genémicas de PMS] e MLH] humanas. Isclaram quatro cosmidos
e dois clones Pl para hPMSI, que, em ccnjunto, é provavel
que contenham a maior parte, se ndo toda a sequéncia do
ADNc ({exdo). Para o hMLH] os reguerentes isclaram quatro
clones de fagos A sobrepostos contendo as sequéncias
genémicas 5'-MLHI e guatro clones Pl (dois clones de
comprimento completo e dois gue incluem a extremidade de

codificacdo 5’ mais porcbes da regido do promotor). A
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andlise de Recp utilizando pares de oligonucledtidos
especificos para as extremidades 5’ e 3’ do ADNc de hMLHI,
indica claramente que o clone Pl contém a informagdo
completa do ADNc completoc de hMLHI. Do mesmo mcdo, ©S
clones gendémicos para os genes de PMS] e MLHI de rato foram
iscladcs e parcialmente caracterizados (descritos na etapa

8).

Etapa 6 Mapeamentc posicional dos cromossomas dos genes
PMS] e MLHI humanos e de ratos por melio de hibridag¢do in

situ de fluorescéncia

Os requerentes isolaram clones genémicos isolados a
partir de genes PMSI e MLHI humanos e de ratos para a
localizacdo cromossémica por  hibridagdo in situ de
fluorescéncia (FISH)?% *'. 0s requerentes mapearam o gene
MLH] humano com o cromossoma 3p2l1.3-23, mostrado na FIG. 7,
tal como se discute com mais detalhe a seguir. Os
requerentes mapearam © gene MLH] de rato para o cromossoma
9, banda E, uma regido de sintonia entre o de rato e o
humano %?. Para além das técnicas de FISH, os requerentes
utilizaram RCP com um par de oligonucledétidos especificos
de hMLHI para analisar o ADN a partir de um painel de
mapeamentoc de hibridos de células sométicas de
roedores/seres humanos (Coriell Institute for Medial
Research, Camden, N.J.). Os resultados da RCP cbtidos pelos
requerentes indicam que o hMLHI mapeia para o cromossoma 3.
A posicdo de 3p21.3-23 de hMLHI é coincidente com uma
regido conhecida por arvorar um segundc locus para CCNPH

com base nos dados de ligacéo.

Os requerentes mapearam © gene hPMSI, tal como se
mostra na figura 12, no braco longo (g) do cromossoma 7

(quer 7gll ou 7922) e o PM51 de rato do cromossoma 5, banda



G, duas regides de sintonia entre os de rato e 0s humancs

[\

‘. Os reguerentes realizaram a RCPE utilizando
oligenucleétidos especificos para hPMSI no ADN de um painel
de células de roedcr/ser humano. Em acordo com os dados de
FISH, a localizacdo de hPMS] foi confirmada como sendo no
cromcssoma 7. Estas observacgles asseguram aos reguerentes
que a sua posicdo no mapa humano para hPMSI no cromossoma 7/
esta correcta. A localizacdo fisica de hPMSlé util para o
fim da identificacidc de familias que podem  ter

potencialmente um cancro ligado a uma mutacdc em hPMSI.

Etapa 7 Utilizacdo das sequéncias do ADN gendmico e do ADNc
para identificar mutacdes nos dgenes hPMSI e hMLHI vpara

familias com CCNPH.

Os requerentes analisaram amostras recolhidas de
individuos em familias CCNPH com o fim de para identificar
mutagdes nos genes hPMS! e hMLHI. A abordagem dos
requerentes consiste em preparar iniciadores de RCP com
base nc seu conhecimento das estruturas dos genes, para se
obter segmentos de exdo/intrdoc que os requerentes puderam
comparar com as sequéncias normais conhecidas. 0Os
requerentes referem esta abordagem como uma “avaliac¢do do

exdo”.

Utilizando a informa¢dc sobre as seqguéncias de ADNc cs
requerentes prepararam e continuam a preparar
oligonucleétidos especificos de hPMSI e hMLHI para delinear
as fronteiras do exdo/intrdo dentro das sequéncias
gendmicas. 0s oligonucledtidos especificos de hPMSI e hMLHI
foram wutilizados para sondar clones gendmicos gquanto &
presenca de exdes contendo essas seguéncias. Os
oligonucledtidos que  hibridam foram utilizades como

iniciadores para a seguenciacdo do ADN dos clones
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genémicos. As junc¢des exdo/intrdo foram identificadas

comparando as sequéncias do ADN gendmico com as do ADNc.

A amplificagdo de exbes especificos do ADNc por meio
de RCP e sequenciacgao dos produtos & um dos processos para
avaliar as familias CCNPH quanto as mutacdes * %, 0s
requerentes identificaram  clones genémicos contendo
informacdo sobre o ADNc de hMLHI e determinaram as
estruturas de todas as regides de fronteira do exdo/intrdo

gue flangueiam oF) 19 exdes de hMCHL.

Os reqguerentes utilizaram a abordagem da avaliacdo do
exdo para examinar o gene de MLHI de individuos de familias
com CCNPH mostrando uma ligacdoc com o cromossoma 3 °. Como
serd discutide com mais detalhe a seguir, os requerentes
identificaram uma mutacdo no gene MLHI dessa familia,
consistindo numa substituicdo de C a T. Os reguerentes
previram que a mutacdo de C a T causa uma substituicdo de
serina por fenilalanina numa regido altamente conservada da
proteina. 0Os requerentes continuam a identificacdo de
familias com CCNPH a partir das quais podem obter amostras
de modo a encentrar mutag¢des adicionais nos genes hMLHI e

hPMSI.

Os requerentes estdc também a utilizar uma segunda
abordagem para identificar mutacdes em hMLHI e hPMS1. Esta
abordagem censiste em preparar iniciadores de
oligonucledtidos especificos de hPMS! ou hMLH]I ©para
produzir um ADNc com uma primeira estrutura helicoidal por
transcric¢ao reversa de ARN. A RCP, utilizando iniciadores
especificos dos genes permitird aos requerentes amplificar
regides especificas destes genes. A sequenciacac do ADN dos
fragmentos amplificados permitird aos requerentes detectar

mutacdes.
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Etapa B8 Preparacdo de vectores para atingirem alvos para
quebrar os genes de FMSI ou MLHI nas células ES; estudos em

ratos deficientes na reparacdo de erros de emparelhamento.

Os requerentes construiram um vector para atingir um
gene com base no seu conhecimento da estrutura do ASN
genémico de PMSI. Os reguerentes utilizaram o vector de
PM31 para romper o gene em células embrionarias do estema
de ratos °°. As células foram injectadas em blastécitos de
ratos que se desenvolveram em ratos que sd3c quiméricos
(misturas) para as células que comportam a mutacdo de PMSI.
Os animais quiméricos serdo utilizados para criar murganhos
gue sdo heterozigdticos e homozigdticos para a mutacdo de
PMS1. Estes murganhos serdo dteis para o estudo do papel do

gene PMSI em todo o organismo.

MILH1 humano

A discussdc due se segue € uma explicacdo mails
detalhada de trabalho experimental dos requerentes com
MLHI. Tal como foli mencionado ante, para clonar genes MLH
de mamiferos, os requerentes utilizaram técnicas de RCP tal
como as utilizadas para identificar os genes MSHI, MSHZ e
MLH1 de fungos e o gene MSHZ humanc % * Y Como matriz
na RCP, o0s requerentes wutilizaram ADNc de estrutura
helicoidal dupla sintetizada a partir de ARN enriquecido
com poli (A+) preparado a partir de fibroblastos humanos
primarios de cultura. Os oligonucleétidos degenerados foram
atingidos nas sequéncias de aminoacidos de terminacdo N
KELVEN e GFRGEA (ver FIG. 3), duas das regides mais
conservadas da familia de Mutl de proteinas previamente
descrita para as bactérias e para os fungos & 1817
Identificaram-se dois produtos de RCP com a dimensao

prevista, clonaram-se e eles mostraram codificar uma
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sequéncia de aminoacidos prevista com homologia das
proteinas semelhantes a MutL. Estes dois fragmentos gerados
por RCP foram utilizados para isclar clones de ADNc humano

e ADN gendémico.

Os iniciadores de oligonucleétidos que os requerentes

utilizaram para amplificar as sequéncias relacionadas com

£
u‘

MutL humano foram
CTTGATTCTAGAGC {T/C) TCNCCNC (T/G) (A/G)AANCC~3"' (SEQ. ID NO:
135) e 5'-AGCTCGGAGCTCAA(A/G)GA(A/G) (T/C) INGTNGANAA-3"'
(SEQ. ID NO: 136). A RCP fol realizada em misturas
reaccionais de 50 uL contendo ume matriz de ADNc, 1,0 uM de
cada um dos inicladores, 5 UI de Taqg polimerase (C), KC1 50
mM, tampdo Tris 10 mM a pH 7,5 e MgCl 1,5 mM. Realizou-se a
RCP por 35 cicleocs de 1 minuto a 94 °C, 1 minuto a 43 °C e
1,5 minutos a 62 °C. Os fragmentos da dimensédo desejada,
aproximadamente 212 pb, foram clonados em pUCl9 e
sequenciaram-se. Os produtos de RCP de MLHl clonados foram
marcados com um kit de marcacdo aleatéria de iniciadores
(RadPrime, Gibco BRL) e utilizou-se para sondar o ADNc
humano e bibliotecas de cosmido genémico por processos
padrdc. A sequenciacdo dos ADNs dos plasmidos de estrutura

helicoidal dupla foi realizada como descrito previamente *.

A sequéncia de nucleétidos de ADNc de hMLHI, tal como
se mostra na figura 3, codifica uma seccdo de leitura
aberta de 2268 pb. Também se mostra na figura 3 a sequéncia
de proteina prevista codificada pelo ADNc de hMLHI. As
sequéncias de ADN sublinhadas sdo as regifes de ADNc que
correspondem a iniciadores de RCP degenerados que foram
originalmente utilizados para amplificar uma porcdo do gene

de MLHI (nucledtideos 118-135 e 343-359).
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A figura 4A mostra 19 sequéncias de nucledtidos que
correspondem a porgles de hMLHI. Cada sequéncia incluil um
dos 19 ex8es, na sua totalidade, rodeados por sequéncias de
flanqueio do intrdc. Os sitios dos inicizdores alvo de RCP
estio sublinhados. Mais detalhes relacionados com a
derivacgi3o e utilizacgdes das sequéncias mostradas na figura

4%, tal comoc se estabelece a seguir.

Tal come se mostra na filgura 5, a proteina hMLHI é
constituida por 765 amincadcidos e partilha 41 % de
identidade com ¢ produto de proteina do gene de reparacdo
do erro de emparelhamento do ADN de fungos hMLHI ‘. As
regides da proteina hMLHl mais semelhantes a MLHI de fungos
correspondem aos aminocacidos 11 a 317, mostrando 55 % de
identidade e os ultimos 13 aminodcidos gque sfc idénticos
entre as duas proteinas. A figure 5 mostra um alinhamento
das sequéncias da prevista hMLH! e da proteina MLHI de 5.
cerevisiae. As identidades dos amincdacidos estdo indicadas
pelas caixas e o0s intervalos estdo indicados ©pelos
tracejados. 0O alinhamento da sequéncia de proteinas do
elemento do par foil realizado com o DNAStar MegAlign
utilizando o processo clustal “'. 0s pardmetros de
alinhamentc dos elementos do par foram um ktupre de 1,
perda do intervalo de 3, janela de 5 e diagonais de 5. Além
disso, tal como se mostra na figura 13, as sequéncias de
amincacidos previstas das proteinas MLHI humanas e de rato

mostram pelo mencs 74 % de identidade.

A figura 6 mostra uma arvore filogenética de proteinas
relacionadas com Mutl. B &rvore filogenética fol construida
utilizando as seguéncias de aminocdcidos previstas de 7
proteinas relacicnadas com MutL: MLHI humana; MLH] de rato;
MLH]I de §S. cerevisiae; PMS1 de S. cerevisiae,; E. coli;

MutL; Mutl de 8, typhimurium e HexB de S. pneumcniae. BAs
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sequéncias necessdrias foram obtidas do Genebamk da versdo
7.3. A arvore filogenética Icl gerada com o programa PILEUP
do software da Genetics Computer Group utilizando uma perda
de intervalo de 3 a uma perda de comprimento de 0,1. As
sequénclias de ADN registadas de hMLHI e hPMS1 tinham sido

submetidas ao GenBank.

Localizagcdo do intrdo de hMLhtl e estruturas das fronteiras

do intrdo/exdo

No pedido de patente de invencdo norte-americana
anterior com o n° (08/209.521 dos requerentes, estes
descreveram a sequéncia de nculedtidos de um clone de ADN
complementar (ADNc) de um gene humano, hMLHI. A sequéncia
de ADNc de hMLHI (SEQ. ID NO: 4) é apresentada no presente
pedido de patente de invenc¢do na figura 3. Os requerentes
fazem notar que pode haver algumas variacbes entre as
estruturas individuails do ADNc de hMLHI, resultantes dos
polimorfismos dentro da populacgdo humana e a

degererescéncia do cdédigo genético.

No presente pedido de patente de invengdo, 08
requerentes reportam os resultados dos seus estudos de
sequenciacdc gendmica. Especificamente, o0s reqguerentes
clonaram a regido gendmica humana que inclul o gene hMLHI,
com um foco especifico nos exGes individuals e nas
estruturas das fronteiras do intrdo/ex3o cue o3 roceiam.
Tendo em vista este udltime objectivo de desenhar uma
abordagem compreensiva e eficiente para identificar e
caracterizar as mutacdes que conferem susceptibilidade ao
cancro, os reguerentes acreditam que é importante conhecer
as sequéncias de tipo selvagem das estruturas do intrdc que
flangueiam os exdes no gene hMLHI. Uma vantagem em conhecer

a sequéncia de intrdes proxima das fronteiras dos exdes, €



que 1sso torna possivel preparar os pares de iniciadores
para amplificar selectivamente cos exdes individuais de uma
forma total. Mals importante ainda, é também possivel gue a
mutagdo numa regido do intrdo, que, por exemplo, pode
causar um erro no seccioconamento do ARNm, podia resultar num
produto de gene defeituoso, isto &, com susceptibilidade ao
cancro, sem mostrar qualquer anomalia numa regido do exdo
do gene. 0s resquerentes acreditam que uma abordagem de
avaliacdo compreensiva requer a Iinvestigagdo de mutacgdes,
ndo apenas no exdc ou no ADNc, mas também nas estruturas do

intrdc que flangueilam as fronteiras dos exdes.

Os reguerentes clcnaram a regido gendmica humana gue
inclui hMLHI utilizando abordagens que sac conhecidas na
técnica e outras aberdagens conhecidas podiam ter sido
utilizadas. Os requerentes utilizaram RCP para avaliar uma
biblioteca gendmica humana de Pl para o gene hMLHI. Os
requerentes obtiveram gquatro clones, dois gue continham o
gene completo e dois a gue faltavam as terminacgdes C. Os
requerentes caracterizaram um dos clones de comprimento
completo pelo ciclo de sequenciacdoc, © gue resultou na sua
definicdo de todas as sequéncias de juncdo de intrdes/exdes
para ambos os lades dos 19 exdes de hMLHI. Prepararam assim
miltiplos conjuntos de iniciadores de RCP para amplificar
cada exdo individual (iniciadores do primeiro estdadio) e
verificaram a sequéncia de cada exdc e a sequéncia de
flangueic do intrdo por meioc da amplificacdo de varias
amostras de ADN gendmico diferentes e a sequenciacdo dos
fracgmentos resultantes utilizando um sequenciador ABI 373.
Além disso, os reguerentes determinaram as dimensdes de
cada exdo de hMLHI utilizando processos de RcP. Finalmente,
0s requerentes projectaram um conjunto de iniciadores de
RCP “aninhados” {iniciadores do segunde estadio) para uma

nova amplificacdo dos exdes individuais. Os reguerentes



utilizaram iniciadores do segundo estéddio num processo
multiplex para a andlise de familias com CCNPH e tumores
para as mutacdes de hMLHI. Geralmente, na abordagem do
iniciador de RCP “aninhade”, os reguerentes realizaram uma
primeira amplificacdo em multiplex com quatro a oito
conjuntos dos iniciadores “do primeiro estadic”, cada um
deles dirigido a um ex&o diferente. Depois os requerentes
voltaram a amplificar os exdes individuais do produtoc ou a

primeira etapa de amplificacdo, utilizande um Unico

4]

conjunto de iniciadores do segundo estadio. Exemplos e
cutros detalhes relacionados com a utilizacdac dos
requerentes dos 1niciadorss do primeirc e do segundo

estadios estdo indicados a sequir.

Através de estudos de sequenciacdo gendmic dos
requerentes, eles identificaram todos os dezanove exdes
dentrc do gene hMLH! e mapearam as fronteiras do

intrdo/exio.

C quadro 1 apresente as coordenadas do nucledtido

(isto &, o ponto de insercidc de cada intrdc dentro da

521

regiidc de codificacdo do gene) dos exdes de hMLHI (SED. ID
NOS: 2Z5-43). As coordenadas apresentadas baselam-se na
sequéncia do ADNc de hMLHI, a que se atribui a posigdc “17
com 0 “A” do inicio de “ATG” (em que A é ¢ nucledétido 1 na

SEQ. ID NO: 4.
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Quadro 1

Numero do intrio Coordenadas da sequéncia de ADNc
intrdo 1 116&117
intrdo 2 207 & 208
intrdo 3 306 & 307
intr&o 4 380 & 381
intrao 5 453 § 454
intrdo 6 545 & 546
intrdo 7 592 & 593
intrdo 8 677 & 678
intrdao 9 790 & 791
intrdo 10 884 & 885
intrdo 11 1038 & 1039
intrao 12 1409 & 1410
intrao 13 1558 & 1559
intrdo 14 1667 & 1668
intrdo 15 1731 & 1732
intrdo 16 1896 & 1897
intrao 17 1989 & 1590
intrdo 18 2103 & 2104

0s requerentes também determinaram a sequéncia de
nucledtidos das regides do intrao que flangueiam Cs exdes
do gene hMLHI, As SEQ. ID NOS: 6-24 sdo sequéncias
individuais do intrdo ligadas &s suas respectlvas
seguéncias de exdes a montante e a Jjusante. Asg nesmas
estruturas de nuclebétidos estdo indicadas na fig. 4A, em
gue 0S$ exdes estdo numerados desde a terminacdo N até a
terminacdo C no que respeita ac locus cromossémico. Os
numercs de 5 digitos indicam os iniciadores utilizados para
amplificar o exdo. Todas as sequéncias estdo numeradas
assumindo que o A do codd&s de ATG é o nucledtido 1. Os

nimercs entre [ ) s8c as coordenadas dos nucledtidos da
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sequéncia correspondente encontrada no exdo indicado. O
expoente é o intrdo. O indice é o exdo ou as sequénciasg nao
traduzidas encontradas no clone de ARNm/ADNc. Os indices e
as sequéncias sublinhadas correspondem aos iniciadores. O

codiac de paragem em 2269-2271 estd em itdlico e sublinhado.

O gquadro 2 apresenta as sequéncias de pares de
iniciadores (iniciadores do “primeiro estddio”) que os
requerentes utilizaram para amplificar exbes individuals em

conjunto com as estruturas de flangueio do intrdo:

Quadro 2
i LOCALIZACAC DO KC. DC NO DR SEQ ID DO SEQUENCIA DO NUCLEOTIDO DO
EARO HO- IRICIADOR INICIADOR INICIADOR INCIADCR

1 a montante 1844z 44 5'aggcactgaggtgatigye

1 a jusante 18109 45 5'togtageecttaagtgage

2 a montante 19689 46 5Taatatgtacattagagtagttg

2 a jusante 19688 47 5'cagagaaaggtectgacte

3 a montante 19687 48 5'agagatttggaaaatgagtaac

3 a jusante 19786 49 5tacaatgteateacaggagy

4 a montante 18492 50 5'aacctttocectitggtygagg

4 a jusante 18421 51 S*gattactctgagacctagge

5 a montante 18313 52 S'gattttetettttececttggy

5 a jusante 18179 53 5fcaaacasagoticaacaatttac

[ a montante 18318 %4 Stgggrtttattitoaagtactictaty
6 a jusante 18317 55 5rgctcageaactgttcaatgtatgage
7 a montante 130489 56 Slctagtgtgtogttttbtage

7 a jusante 19135 57 5'cataaccttatctocace

S a montante 18157 58 %' cteagocatgagacaataaatee

8 a jusante 18924 5% 5' ggtteocaaataatyiuatog

g a montante 18765 60 S5'caaaagcttcagaateto

9 & jusante 18158 61 50 c%btgg gtgtttoctgtgagisy
16 a montante 18303 62 5'catgactftgtgtgantgtacace
10 a jusante 18308 63 5 gaggagagé&tgatagaacatctg
i1 a montante 18182 64 ' ggg ctttttctoococtoce

11 a jusante 15041 &5 Sizaaatctgggetctoacy -
1z a montante 18579 66 S5taattatacctcatactage

12 a jusante 18178 &7 57 gtrttattacagaataaaggagg
12 a jusante 1907¢ 8 57 gagocaaagttagaagges
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e LOCALIZAGEC DO NO. DO NO DA SEQ ID DO | SEQUENCIA DO NUCLEOTIDO DO
HHAO RO INICIADOR INICIADOR INICIADCR INCIRDOR
3 s montante 18420 69 5'tgcaacccacaaaattiggo
13 a jusante 16443 70 51 ctrictecatttecaanace
4 a montante 19028 73 5'tggtgtototagrictyg
14 a jusante 18887 72 5t cattgttgtagtag ctctgo
15 a montante 18028 73 51 cecatttgtoccasactyy
5 a jusante 18575 74 5'cggtcagttgasatgtcag
16 a montante 15184 75 5% cattiggatgctecgttaaage
16 2 jusante 18314 76 51 caccoggotggaaatitiatoty
17 a montante 18425 77 57 ggaasggeactggagaaatqgy
L7 & jusante 18315 78 5 'coctocageoacacatgeatghacog
18 a montante 18444 79, Srtaagtagtetgtgatetoey
ig 3 jusante 18581 80 5 'atgtatgaggtectgtec
15 a montante 18638 g1 5 'gacaccagtgtatgttgy
19 a jusante 18637 B2 5' gagaaagaagaacacatcceo

Adicionalmente, os requerentes prepararam um conjunto
de iniciadores de amplificacdo do “segundo estadio”, cujas
estruturas se indicam a seguir no quadro 3. Os requerentes
utilizam os iniciadores do segundo estadio em conjunto com
os iniciadores do ©primeiroc estadic num protocolo de

amplificacdo, tal como se descreve a seguir.

Quadro 3
. LOCALIZACAC DO HC. DO NO DA SEQ ID DO [SECUBNCIA DE NUCLEOTIDOS DO
BHEO WO INICIADOR INICIADOR INICIADOR INCIADOR
1 a montante 19245 a3 5'tgtaaaacgacggoeagteact
gaggtgattggctgaa
1 a Jusante 19446 84 5t tagecetbtaagtgagoocy
2 & montante 18685 85 Sregtaaaa cgacggccoagttacat
tagagragtigoaga
2 a jusante 13067 86 * 5! aggtcctg actetteca tg
3 a montante 18687 87 CTtgtamaacgacogecagtitoaa |
aaatgagtaacatgatt
3 a jusante 19468 88 *5trgtoatoacaggaggatat
4 a4 montante 18294 89 5'tgtaaaacgacggccagtetitc 7
cctttggtgaggtga
4 a jusants 18877 30 *Stactotyagacctaggocca
5 a montante 13301 51 5ftgtaaaacgacggocagtiotot
tttecoctogggattag
3 a jusante 19046 G52 *5'acaaagottcaacaatitactc t
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6 a montante 19711 93 5 'tgtaaaa cgacggcecagtgtttt
attttcaagtacttctatqaatt
*5'cagcaactqttcaatgtatgag
& a jusante 19¢79 94
cact
7 a montante 19293 95 5'tqtaaaacgacggccagtgtgtg
tgrttttggeaac
7 a jusante 19435 96 *5aaccttatctecaccage
g a montante 19329 97 % 'tgtaaaacgacggccagtagee
atgaqacaataaatccttg
8 a jusante 19450 98 *5'tcccaaataatgtgatggaatq
9 a montante 19608 99 5‘tqtaaaacgacgqccaqtaagc
ttcagaatctotitt
9 a jusante 19449 100 x5 'tgggtgtttcctgtqagtggatt
10 a montante 19287 101 5‘tgtaaaacgacggccagtacttt
gtgtgaatgtacacctgtg
*5'gagagcctgatagaacatctqt
10 a jusante 19681 102
tg
11 a montante 19486 103 5'tgtaaaacgacggccaqtcttttt
ctcccecteccacta
11 a jusante 19455 104 * 5'tetgggeteteacgtet
i2 a montante 20546 105 +5 1 cttattctgagtctetce
1z a jusante 20002 106 5‘tgtaaaacgacqgccagtgtttg
ctcagaggctygce
12 & montante 19829 167 *51 gatggttegtacagattecey
12 a Jjusante 19385 108 5 'ogtaaaacgacggecag ittatt
acagaataaaggaggtag
13 a montante 19300 109 o' rgraaaacgacggccagtaace
cacaaaatttggctaag
i3 & jusante 13078 110 * 5 'tctccatttccaaaaccttg
14 a montante 19456 111 *5tgtctetagttotggtye
5'tgtaaadcgacqgccagttgttg
14 a jusante 19472 112
tagtagetctgettg
15 a montante 19697 113 57 atttgtcccaactggttgta
5‘tqtaaaacgacggccagttcagt
15 a jusante 18466 114
tgaaatqtcagaaagtg
1€ a montante 19269 115 5 rgtaaaacgacggecagt
16 a jusante 15047 116 *5‘ccgqctqqaaattttatttggag
) 51 Egtaaaacgacggecagtagge
17 a montante 19298 117
actggagaaatgggattity
51 tccagoacacatgratgtacey
17 a jusante 19080 118
aaat
ig a montante 18438 119 * 5' gragtcotgtg atctoegttbt:
5'tgtaaaacqacgqccagttatga
18 a jusante 19471 120
ggtcctgtectag
19 a montante 19447 121 Y51 accagtgtatgttgggaty
. S'tqtaaaananchagtga&a
19 a jusante 19330 122

gaagaacacatcccaca
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No gquadro 3 um asterisco (*) indica que o nucleétido 5'
é biotinilado. 0s exbes 1-7, 10, 13 e 16-19 podem ser
especificamente amplificadod nas reaccdes de RCP contendo
guer MgCl; 1,5 mM ou 3 mM. Os ex8es 11 e 14 podem ser
especificamente amplificados em reacg¢des de RCP contendo
MgCl; 3 mM. No gue respeita ao exdo 12, os iniciadores de
amplificagdo do segundo estadio foram preparados de modo a
que o exdo 12 fosse novamente amplificado em duas metades.
O conjunto de iniciadores 20546 e 20002 amplifica a metade
do terminal N. O conjunto de iniciadores 19829 e 19835
amplifica a metade do terminal C. Um iniciador alternativo

de 18178 & o 19070.

A informagdo sobre a sequéncia de hMLH! fornecida pelos
estudos dos requerentes e descrita neste pedido de patente
de invengdo e o©s pedidos de patentes de invengdo
relacionados que a precederam, pode ser utilizada para
preparar um grande nimero de iniciadores diferentes de
oligonucledtidos para serem utilizados na identificacdc das
muta¢des de hMLHI que estdo correlacionadas com a
susceptibilidade para o cancro e/ou com o desenvolvimento
de tumores em individuos, incluindo os iniciadores que irdo
amplificar mais do que um exdo (e/ou flanguear as

sequéncias de intrdes) numa Gnica banda de produto.

Um  especialista na matéria sera familiar com
considera¢des importantes para preparar os i1niciadores de
RCP para serem utilizados para amplificar os fragmentos ou
genes desejados /. Estas consideragdes podem ser
similares, embora nao necessariamente idénticas as
envolvidas na preparacdo de iniciadores de sequenciag¢do,
tal como se discutiu antes. Geralmente, & importante gue 03

iniciadores hibridem de uma forma relativamente especifica

{istoc &, com uma T, supericr a 55 graus C e

42



preferencialmente préxima dos 60 graus C). Na maior parte
dos casocs, os inicladores com um comprimentc entre cerca de
17 e 25 funcionam bem. Iniciadores mais compridos podem ser
Gtels para a amplificacdc de fragmentos mais compridos. Em
todos os cascs & cesejavel evitar utilizar iniciadores gque
sejam complemertares a mais do que uma sequéncila no genoma
humano, de modo a que cada par dos iniciadores de RCP
ampiifique apenas um uUnico fragmento correcto. Apesar
disso, ¢é apenas absolutamente necessiric que a banda
correcta se possa distinguir de outras bandas de produto na

reaccdo de RCP.

As condigdes exactas da  RCP {(por exemplo, a
concentracdc do sal, ¢ nimero de cicleos, o tipo de
polimerase de ADN, etc.) podem variar como €& sabido na
técnica para melhorar, por exemplo, o rendimento ou a
especificidade da reaccdo. Em particular, os requerentes
verificaram que era valioso utilizar iniciadores
“aninhados” nas reaccbes de RCP de modo a reduzir a
quantidade de substrato de ADN necessdria e a melhorar a

especificidade da amplificacéo.

Seguem-se dois exemplos. O primeiro exemplo ilustra a
utilizagdo de um par de iniciadores de um primeirc estadio
(SEQ. ID NOS: 69 e 70) para amplificar o segmento de
intrac/exd&o (SEQ. ID NO: 18). O segundo exemplo 1llustra a
utilizagdo de iniciadores do sequndo estadio para
amplificar um segmentc alve de intrio/exdo a partir do
produte de uma primeira etapa de amplificacdo de RCP

utilizando iniciadores do primeiroc estédio.

EXEMPLCO 1: Amplificagdo dos clones gendémicos de hMLHI a

partir de uma biblicteca de fagos Pl
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Utilizou-se 25 ng de ADN gendmico {ou pode-se utilizar

1 ng de fago Pl) nas reacgdes de RCP incluindo:

dNTPs 0, 05mM
KCL 50 mM
Mg 3 mM
Tris~HC1 10 mM a pH 8,5
gelatina a 0,01%

iniciadores 5 uM

As reacgles foram realizadas num equipamento de
realizacdo de ciclos térmicos Cetus do modelo 9600 da
Perkin-Elmer. Incubaram-se as misturas reaccionais a 95
graus C. durante 5 minutes, seguido de 35 ciclos (30 ciclos

de um fago Pl) de:

94 GRAUS C. durante 30 segundos
55 GRAUS C. durante 30 sequndos
72 GRAUS C. durante 1 minuto.

Realizou-se entdo uma extensdo final da reaccdo durante 7
minutos a 72 graus C. Os clones de Pl desejaveis foram os
gue produziram uma banda de produtos de

aproximadamente um pb.

EXEMPLO 2: Amplificacdo das sequéncias de hMLH! a partir de

ADN gendmico utilizandc iniciadores de RCP encastrados

Os requerentes realizaram uma amplificagdo por RCP em
duas etapas das sequéncias de hMLHI a partir de ADN
gendémico, como  se  segue. Normalmente, a primeira
amplificacdo foi realizada numa reacgdo de 25 microlitros

incluindo:
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25 ng de AND cromossémico

Tampdc II de RCP da Perkin-Elmer (pode-se utilizar
qualqguer tampdo apropriade) MgCIy 3mM

50 uM de cada dNTP

Tag ADN polimerase

Iniciadores de 5 uM (SEQ 10 NOS: 59, 70)

e incubou~se a 95 graus C durante 5 minutos, seguido se 20

clclos de

94 graus C durante 30 segundos

55 graus C durante 30 segundos.

A banda do produto foi normalmente suficientemente
pequena (inferior a aproximadamente 500 pb) de tal modo que
ndo se realizaram etapas de extensdoc como parte de cada
ciclo. Em vez disso, realizou-se apenas uma etapa de
extensdo, a 72 graus C, durante 7 minutos, depois de os 20
ciclos estarem completos. Armazenaram-se os produtos da

reac¢ac a 4 graus C.

A segunda reaccdo de amplificagdo, normalmente 25 a 50

microlitros em volume, incluiu:

1 ou 2 microlitros (consoante o volume da reacgdo) do
primeiro produto da reaccdo de amplificacao

Tampado II de RCP da Perkin-Elmer (pode-se utilizar
qualguer tamp&c apropriado)

MgCI, 3mM

50 uM de cada dNTP

Tag ADN polimerase

Iniciadores de 5 pM encastrados (SEQ 10 NOS: 109,
110),
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e incubou-se a 95 graus C durante 5 minutos, seguido se 20-

25 ciclos de

94 graus C durante 30 segundos

55 graus C durante 30 segundocs.

realizou-se uma unica etapa de extensdo, a 72 graus C,
durante 7 minutos, depois de os ciclos estarem completos.

Armzzenaram-se os produtos da reacgdo a 4 graus C.

Pode-se utilizar qualquer conjunto de iniciadores
capazes de amplificar uma sequéncia alvo de hMLHI na
primeira reaccgdo de amplificacdo. Os requerentes utilizaram
cada um dos conjuntos de iniciadores apresentados no quadro
2 para amplificar um exdo individual de hMLHI na primeira
reaccdo de amplificacdo. Os requerentes utilizaram também
combinacdes desses conjuntos de iniciadores, amplificando
assim maltiplos exBes individuais de hMLHI na primeira

reaccdo de amplificacdo.

Os 1iniciadores encastrados utilizados na primeira
etapa de amplificacdo foram produzidos relativamente aos
iniciadores utilizados na reaccao de amplificacgdo. Isto é,
gquando se utilizou um uUnico conjunto de iniciadores na
primeira reaccdo de amplificagdo, os iniciadores utilizados
na segunda reaccdo de amplificacio deviam ser idénticos aos
iniciadores utilizados na primeira reacgdo, excepto no
facto de os iniciadores utilizados na segunda reacgdo nao
deverem incluir os principais nucledtidos de 57 dos
iniciadores da primeira reaccdo de amplificacdo e deveriam
amplificar-se suficientemente mais na extremidade 3’ e pelo
facto de a Tw dos iniciadores da segunda amplificacdo ser

aproximadamente a mesma que a T, dos iniciadores da

primeira reaccdo de amplificacdo. Os iniciadores da segunda
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reaccdo de amplificacdo ©perderam os 3 nuclebtidos
principais de 5’ dos iniciadores da primeira reacgdo de
amplificacdo e estenderam~-se aproximadamente 3-6 nuceld-
tidos mais na extremidade 3'. As SEQ ID NOS: 109, 110 sio
exemplos de pares de iniciadores aninhados gue podem ser
utilizades numa segunda reacg¢io de amplifica¢dc gquando se
utilizaram as SEQ ID NOS: 69 e 70 na primeira reaccdc de

amplificacdo.

Os requerentes também verificaram que pode ser valioso
incluir uma sequéncia padrdo na extremidade 5’ de um dos
iniciadores da segunda reaccdo de amplificacdc para iniciar
as reac¢bes de sequenciacgdo. Adicionalmente, os requerentes
verificaram que & util biotinilar esse Gltimo nucledtide de
um ou de ambos o©s iniciadores da segunda reacgdo de
amplificacdo de modo a que a banda do produto possa ser
facilmente purificada utilizando pérolas®® magnéticas as
reaccdes de sequenciacdo podem ser realizadas directamente

nos produtos associados as pérolas ™.

Para uma discussdo adicional sobre a amplificagdo de
multiplexes e os processos de sequenciagdo, ver referéncias

de Zu et al. e Espelund et al.*®*.
hMIH1 liga~se ao cancro

Como uma primeira etapa para determinar se foi um
candidato pera o locus CCNPH hMLHI no cromossoma humano
3p21-23 *, os requerentes mapearam hMLHI por hibridacdo in
situ por fluorescéncia (HISF, FISH na terminoclogila inglesa)
20,21 0g requerentes utilizaram dois fragmentos gendmicos
geparades (dados ndo mostrados) do gene hMLHI em analise
por HISF. O exame de varias metdfases de cromossomas

dispersos localizou hMLHI com o cromossoma 3p2l.3.23.
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A coluna A da figura 7 mostra a hibridacd3c das sondas
de hMLH!I numa mnmetdfase dispersa. Hibridaram-se sondas
genémicas de hMLHI biotiniladas com cromossomas humanos em
bandas de metafase, tal como fol previamente descrito %%,
Realizou-se a deteccdo com avidina e conjugado de
isotiocianato de fluoresceina (CITF, FITC na terminologia
inglesa) (sinal verde); os cromossomas, gue se mostramn a
azul, foram contra-corados com 4'6-diaminc-2-fenitindole
(DAFI, DAPI na terminologia inglesa). Obtiveram-se imagens
com uma cédmara CCD arrefecida, melhorada, pseudocolorida e
combinada com o0s seguintes programas: CCD Image Capture;
NIH 1Image 1.4; Adobe Photoshop e Genejoin Maxpix
respectivamente. A coluna B da figura 7 mostra uma
composicdo do  cromossoma 3 de mioltiplasm metafases
dispersas alinhadas com o ideograma do cromossoma 3 humano.
A regidc de hibridacdo (porcdoc distal de 3p21.3-23) esté

indicada no ideograma por uma barra vertical.

Como confirmacdo independente da localizag¢do de hMLAL
no cremossoma 3, 0s requerentes utilizaram tanto a RCP com
um par de oligonucledtidos especificos de AMLHI, como a
anédlise de mancha de Southern com uma sonda especifica de
hMLH! para analisar o ADN do painel de células de
roedores/humanos NIGMS2 (Corielllnst. Para Med. Res.,
Camden, NJ, EUA). Os resultados de ambas as técnicas
indicaram a ligacdc do cromossoma 3. Os requerentes também
mapearam o gene hMLHI por HISF com a banda E do cromossoma
9. Esta é uma podigdo de sintenia com o cromossoma humano
2z

3p Por 1isso, o gene hMLHl localiza~se no 3p2l.3-23,

dentro da regifio gendmica implicada nas familias de CCNPH,

ligado ao cromossoma 3 °

Em seguida, os requerentes analisaram amostras de

sangue de individuos afectados e ndo afectados de duas
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familias °® candidatas a mutacdes do cromossoma 3. Uma das
familias, a familia 1, mostrou uma forte ligag¢do (pontuacdo
loed = 3,01 na fracgdo de recombinacdo 0) entre CCNPH e um
marcador em 3p. Para a segunda familia, a familia 2, a
pontuacdo lod referida (1,02) estava abaixo do nivel de
significancia geralmente aceite e assim sé sugeria ligacgédo
ac mesmo marcador em 3p. A anadlise subsequente de ligacdo
da familia 2 com o marcador de micro-satélite D351298 em
3p21.3 deu uma pontuagdo lod mais significativa de 1,88
numa fraccdo de recombinacdo de 0. Inicilalmente, o©s
requerentes pesquisaram mutagdes nos dois exdes
amplificados por RCP do gene hMLHI por sequenciagdo directa
do ADN (figura 4). Os requerentes examinaram estes dois
exdes de trés individuos afectados da familia 1 e ndo
detectaram diferencas da sequéncia esperada. Na familia 2,
os requerentes observaram que quatro individuos afectados
com cancro do c¢bélon sdo heterozigdticos para uma
substituicdo C para T num exdo que codifica os aminodcidos
41-9, o que corresponde a uma regido altamente conservada
da proteina (figura 9). Para um individuo afectado, os
requerentes pesguisaram ADNc amplificado por RCP no que
respeita a mais diferengcas da sequéncia. A informaglo
combinada das sequéncias cobtida a partir dos exdes e do
ADNc deste individuo afectado representa 95 % (isto g,
apenas os primeiros 116 pb) da secgdo de leitura aberta. Os
requerentes nio chservaram alteracdes dos nucledétidos para
além da substituicdo de C por T. Além disso, verificou-se
que quatro individuos da familia 2, que se previa que
fossem portadores com base nos dados da ligacdo e ainda néo
afectados com cancro do célon, eram heterozigéticos para a
mesma substituicdo de C por T. Dols dos previstos
portadores estavaem abaixo e dois estavam acima da 1idade
média de aparecimento (50 anos) nesta familia em

particular. Dois individuos examinados, nadc afectados, da
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mesma familia, ambos previsivelmente ndo portadores, pelos
dados da ligacdo, exibiram a seguéncia normal expectavel
nesta posicdo. As anédlises da ligagcdo que incluem a
substituicido de C por T na familia 2, ddo uma pontuagdo lod
de 2,23 numa fracgdo de recombinacdo 0. Utilizando
critérios de diagnéstico de cancro poucc severos, 08
requerentes calcularam uma pontuacdc lod de 2.53. Estes
dados indicam que a substituigdo de C por T mostra uma

ligacdo significativa ao CCNPH na familia 2.

A figura 8 mostra os cromatogramas da sequéncia
indicando uma mutacdo da transicdo de C para T que produz
uma substituicdo de amino&cidos ndo conservadora na posicgao
44 da proteina hMLHI. Apresenta-se a analise da sequéncia
de um individuos ndo afectado (painéis do topo, estruturas
helicoidais mais e menos) e um individuo afectado (painéis
inferiores, estruturas helicoidais mais e menos). A posicdo
do nucleétido heterozigdtico estd indicada por uma seta. A
andlise dos cromatégrafos da sequéncia indica que héd
suficiente sinal de T no pico C e suficiente sinal de A no
pico G para que oF] individuos afectados sejam

heterozigdticos neste sitio.

Para determinar se esta substituigdo de C por T foi um
polimorfismo, os requerentes seguenciaram este mesmo exdo
amplificado a partir do ADN gendmico de 48 individuos néo
aparentados e observou-se apenas a sequéncia normal. Os
requerentes examinaram mais 26 individuos ndoc aparentados
utilizando a andlise de hibridagdo dos oligonucledbtidos
especificos dos alelos (OER) *). As sequéncias de OEA  (SEQ
ID NOS: 141 e 142, respectivamente) wutilizadas pelos
reguerentes foram:
5Y -ACTTGTGGA TTTIGC-3' e
5" -ACTTGTGAA TTITGC-3'.
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Com base na sequenciacdo directa do ADN = na andlise
dos OEA, nenhum destes 74 individuos nio aparentados
comportava a substituicdo de € por T. Por isso, nido é
provével que a substituicdo de C poer T observada nos
individuos da familia 2 sejaz um polimorfismo. Tal como se
mencionou antes, o0s requerentes ndo detectaram esta mesma
substituicido de C por T em indlviduos afectados de uma
sequnda familia ligada aoc cromossoma 3, a familia 1 °. Os
requerentes continuam a estudar individuos da familia 1

para pesguisar mutacbes na hMLHI.

0 qgquadrc 4 & seguir resume as andlises experimentails
dos requerentes de amostras de sangue de individuos
afectados e ndo afectados da familia 2 e individuos néo

afectados.

Quadro 4
Nimerc de individuos com a mutacdo
de C para T / Namero de individucs
© analisados
Status
i3
Afectados 4/4
p
i Portaderes previstos 474
i
is
’A 2z
Nio portadores previstos 872
2
Individuos ndo aparentades 0/74

Com base em varios critérios, os requerentes sugerem
que a substituicdo ce C por T na regido de codificacdo de
hMLHI representa a mutacdo que estd na base de CCNPH na
familia 2 °. Em primeiro lugar, a sequéncia de ADN e a
andlise por OEA ndo detectaram a substituicdo de C por T em

74 individuos ndo aparentados. Assim, a substituicio de C
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por T ndc é simplesmente um polmorfismo. Em segundo lugar,
é expectavel gue a substituicdo de C por T produza uma
alteracdo de serina para fenilalanina na posicdo 44 (ver
figura 9). Esta substituicidc do amincédcido é uma alteracio
ndoc conservadora numa regido conservada da proteina
(figuras 3 e 9). As previsdes da estrutura secuncdria,
utilizando o©s ©parlmetros de Chou-Fasman sugerem uma
estrutura em folha de hélice enrolada em beta com a posigdo
44 localizada na volta. A substituicdo observada de Ser por
Fen, na posig¢fo 44, diminui consideravelmente esta previsao
para este anel, sugerindo que a substituigdo prevista dos
aminoacidos altera a conformacdc da proteina hMLAHI. A
sugestdo de que a substituicdc de Ser por Fen € uma mutacdo
que confere susceptibilidade aoc cancro é ainda supcrtada
pelas experiéncias dos requerentes que mostram uma
substituigdo andloga (alanina por fenilalanina) num gene de
hMLH1I de fungos resulta numa proteina de reparagdo do
desemparelhamento, ndo funcional. Nas bactérias e nos
fungos, uma mutacéo que afecte a reparacdc do
desemparelhamento do ADN causa aumentos comparadveis na taxa
de mutacdo espontinea incluindo as adicdes e eliminacgdes
dentro das repeticdes dos dinucledtidos % 1= 34525 0 Nog
seres humanos, a mutagdo de hMSHZ é a base de CCNPH do
cromossoma 2 ' %, tumores gque mostram uma instabilidade do
micro-satélite e um defeitc aparente na reparacdo do
desemparelhamento ‘2. O CCNPH associado ao cromossoma 3
estd também associado com a instabilidade das repetigdes
dos dinucleétidos °. Combinado com estas observacdes, o
elevado grau de conservacdc entre a proteina humana MLHI e
a proteina de reparacdo do desemparelhamento do ADN de
fungos sugere a probabilidade da hMLFI funcionar na
repara¢ido do desemparelhamento do ADN. Durante ¢ isolamento
do gene de hMLHI, os requerentes identificaram o gene de

hPMSI. Esta observagdo sugere gue a reparacio do
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desemparelhamento do ADN em mamiferos, assim come em fungos

4
7

Mutl.

pode requerer pelom mencs duas proteinas semelhantes a

ro

Deve notar-se que parece que familias de CCNPH
diferentes mostram diferentes mutagbes no gene de MLHI. Tal
como se explicou antes, os individucs da familia 1
mostraram uma “ligacdo estreita” entre CCNPH e um lccus na
regido de 3p21-23. Contudo, os individucs afectados na
familia 1 ndo tém & mutacdc de C por T encontrada na
familia 2. Parece que os individuos afectados na familia 1
tém uma mutacdo diferente no seu gene de MLHI. Além disso,
os requerentes utilizaram a informacdo sobre a estrutura e
0s processos descritos neste pedido de patente de invencéo
para encontrar e caracterizar a mutagdo de AMLHI gue,
aparentemente, confere susceptibilidade ao cancro em
portadores heterozigédticos do gene mutante numa grande
familia inglesa com CCNPH. A mutacdc de hMLHI na familia
inglesa & uma dsslocacdo seccional dce + 1 T que ¢€
previsivel que leve a sintese de uma proteina hMLHI
truncada. o centrario, por exemplo, a anemia
drepanocitdria, em que praticamente todos o¢s individuos
afectados conhecidos tém a wmesma mutacdo, descobriram-se
mutagdes miltiplas de hMLH] e ligadas ao cancro. Por isso,
o conhecimento de toda a sequéncia de ADNc para hMLHI (e
rovavelmente para hPMS1), assim come as seguéncias
gendmicas particularmente as que rodeiam os exdes, serdo
utels e importantes para a caracterizacdo das mutacgdes en
familias identificadas como exibindo uma elevada frequénciz

de cancro.

Na sequéncia da verificag¢do dos regquerentes de que um
cancro confere mutacdc na hMLHI, estudos de outros

resultaram na caracterizacdo de pelo mencs mails 5 mutagdes



em hMLHI, cada uma das quals parecendo ter conferido
susceptibiliidade ao cancro em individuos de pelc mencs uma
familia  CCHNPH. Por  exemplo, Papadopoulos et al.
identificaram essa mutagio, caracterizada pela eliminagao
de uma seccdo de 165 pares de bases entre os codbes 578 a
€32. Numa ocutra familia, Papadcpoulcs et al. Observaram uma
mutagdo de hMLHI caracterirzada por uma deslocagdo de uma
secgdo e a substituic¢io de novos aminoacidos, nomeadamente
uma eliminacdo de 4 pares de bases entre os codfes 727 e
728. Papadopoulos et al. também reportaram uma mutacgdo de
ligada a cancro, caracterizada por uma extensdo das

terminagdes de COOH, nomeadamente uma insercdo de 4 pares

de bases entre os coddes 755 e 756 *°.

Em resumo, o8 requerentes mostraram que hMLHI do gene
de  reparacdo do desemparelhamento do ADN que é
provavelmente ¢ gene hereditédrio do cancro do cdélon ndo
poliposo previamente localizado por andlise de ligagdo ao
cromossoma 3p21-23 7. A disponibilidade da sequéncia do
gene de hMLH] facilitard a avaliac&o das familias com CCNPH
no que respeita as mutacdes ligadas ao cancro. Além disso,
embora a perda da heterozigosidade (PEH} dos marcadeores
ligados ndo seja uma caracteristica quer das formas de Zp
ou de 3p de CCNPH *°. A PEH gue envolve a regidoc de 3p2l.3-
23 tem sido cbservada em varios cancros humanos ' °f. Isto
sugere a possibilidade de gue a mutacdo de hMLHI pode

desempenhar slgum papel nestes tumcres.
PMS1 humana

Isoclou-se PrMS51 humana utilizando 08 processes
discutidos com referéncia & figura 1. A figura 10 mostra

teda a sequéneia de nucledtidos do ADNc de hPMSI. A figura

11 mostra um alinhamento das previsiveis sequéncias de
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proteinas PMS! Thumanas e de fungos. Os requerentes
determinaram por andlise por HISF que a FPMSI humana estéd
localizada no cromossoma 7. Na sequéncia da descoberta de
hPMSI pelos reguerentes, outros identificaram mutagdes no

. Py P 3
gene que parece conferir susceptibilidade ao CCNPH 3,

MLH1 de rato

Utilizando o processo sublinhado antes no que se refere
a figura 1, os requerentes determinaram uma sequénciz
parcial de nucleétidos do ADNe de MLHI de rato; como se
mostra na figura 12 (SEQ 10 NO: 135). A figura 13 mostra &

correspondente sequéncia de aminodcidos previsivel para a

8}

proteina MLHI (SEQ 10 NO: 136) em comparagdoc com
sequéncia previsivel de hMLHI (SEQ 10 NO: 5). A comparagac
das ©proteinas MLH! humanas e de rato assim como @
comparag¢do de hMLHI com as proteinas MLHI de fungos, tal
como se mostra na figura %, indicam um elevado grau de

CONsServagdao.

PMS1 de rato

Utilizando os processos discutidos antes no que se
refere a figura 1, os requerentes isolaram e sequenciaram o
gene de PMS! de rato, como se mostra na figura 14 (SEQ 10
NO: 137). Esta sequéncia de ADNc codifica uma proteina
previsivel de 864 aminodcidos (SEQ 10 NO: 138), tal como se
mostra na figura 15, onde se compara a segquéncia de
aminodcidos para hPMS1 (SEQ 10 NO: 133). O grau de
identidade entre as proteinas PMS1 de ratc e humanas é
elevado, como seria expectivel entre dois mamiferos. Do
mesme modo, tal come se fez notar antes, h& uma forte
semelhanca entre a proteina PMS] humana e a proteina de

reparacao do desemparelhamento do ADN de fungos PMS1, tal
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como se mostra na figura 11. O facto de a PMSl e a MLHL
funcionarem nos fungos para reparar o desemparélhamento do
ADN, sugere fortemente que a PMS1 e a MLH1 humanas e de
ratos 530 também proteinas de reparagao do

desemparelhamento.

Utilizacdes das MLH1 e PMS1 de rato

Os reguerentes créem gue o isolamento e a
caracterizacdo por eles feita dos genes de a rPMSI e rMLHI
terdo muitas aplicacdes na investigacdo. Por exemplo, tal
como j& se discutiu antes, os requerentes utilizaram os
seus conhecimentos sobre o gene de rPMSI para produzir
anticorpos que reagem especificamente com hPMS1. Os
requerentes Jj& explicaram gue os anticorpos dirigidos as
proteinas humanas, MLHL ou PMSl podem ser utilizados ambos
para fins de investigacdo assim como para fins de

diagnéstico.

Os requerentes também acreditam que ¢ seu conhecimento
de rPMS1 e rMLHI serd (til para a construgdo de modelcs de
ratos de modo a estudar as consequéncias dos defeitos de
reparacdo do desemparelhamento do ADN. Os reguerentes
esperam que os ratos com defeitos de rPMSI e rMLHI terao
uma elevada propensdc para o cancro porque ¢ CCNPH
associado aos cromossomas 2p e 3p sdo ambos devidos a um

i,2

defeito num gene de reparacaoc do desemparelhamento Como
se fez notar antes, os reqguerentes também produziram ratos
quiméricos que comportam um gene defeituoso de rPMSI. OUs
requerentes estdo neste momentc a  produzir  ratos
hetrerozigbéticos quanto & mutacgdo de rPMSI ou rMLHI. Estes
ratos  hetrerozigéticos devem providenciar modelos de
animais uteis para estudar o cancro humano, em particular

CCNPH. Os ratos gerdo Uteis para a analise tanto dos
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factores intrinsecos como dos extrinseccs que determina o
risco e a progressdo do cancro. Também o0s cancros
associados com a deficiéncia da reparacéo do
desemparelhamento podem responder de forma diferente a
terapia convencional em comparacgdo com outros cancros.
Esses modelos de animais serdo Utels para a determinacdo se
existem diferengas e vdo permitir o desenvolvimento ds
regimes para o tratamento efectivo deste tipo de tumores.
Esses modelos de animais podem também ser utilizados para
estudar a relacdc entre factores hereditarios versus

factores dietéticos na carcinogénese.

Distincdo entre mutacdes e polimorfismos

Para os estudos scbre a susceptibilidade para o cancroe
e para a lidentificacdoc e caracterizacdc de tumores, é
importante distinguir “mutacgdes” de “pclimorfismos”. Unma
“mutagdo” produz um “alelo de tipc ndo selvagem” de um
gene. Um alelo de tipo ndoc selvagem de um gene produz um
transcrito e/ou um produto de proteina que ndo funcicna
normalmente dentro de uma célula. As “mutacgdes” podem ser
gualgquer alteracdo na sequéncia de nucledtidos incluinde

insercdes, eliminacgdes, substituicles e re-arranjos.

“Polimorfismos”, por outro lado, sdo diferengas da
sequéncia gque se encontram dentro da populacgdo de genes gue
funcionam normalmente (isto é, “de tipo selvagem”). Alguns
polimorfismos resultam da degenerescéncia do cdédigo do
acido nucleico. Isto é, dado que a maior parte dos
aminoacidos estdo codificados por mais do que um coddc de
triplete, muitas sequéncias de nucledtidos diferentes podem
codificar o mesmo polipéptido. Outros polimorfismos sdo
simplesmente diferencas de sequéncias que naoc tém um efeito

significativo na funcdo do gene ou polipéptido codificado.

57



Por exemplo, os polipéotidos podem muitas vezes tolerar
pecuenas insercbes  ou eliminacdes ou substituicdes
w I [ =, 3 - M A W

conservadoras” na sua sequéncia de aminocdcidos sem alterar

significativamente a funcdo do polipéptido.

As gubstituicdes “conservadoras” sdo aquelas em que um
amincédcido particular ¢ substituido por outro aminocéacido de
caracteristicas quimicas semelhantes. Por exemplc, os

aminoacidos sdop muitas vezes caracterizados como “ndo

polares {(hidrofdébicos)” incluindo alanina, leucina,
isoleucina, valina, prelina, fenilalina, triptofano e
metionina; "polar neutro”, incluindo glicina, serina,

treonina, cisteina, tirosina, asparagina e glutamina;
“carregados positivamente (bdsicecs)”, incluindo arginina,
Iisina e histidina; e "carregados negativamente (acidos)",

T

incluindo  4cido  aspartico e acide glutamico. Uma
substituicdo de um dos aminodcidos por cutro no mesmo grupo
é geralmente considerada como sendo  “conservadora”,
particularmente se os grupcs laterais dos dols aminocacidos

relavantes forem de uma dimensdo semelhante.

A primeira etapa na identificacdo de uma mutagédo ou
polimorfismo numa sequéncia de genes de reparagdo de
desemparelhamento envolve a identificagdc, utilizando
técnicas disponiveis incluindo as aqui descritas, de um
gene de reparacdo de desemparelhamentc (ou fragmento de
gene), sequéncia que difere de uma seguéncia normal (por
exemplo de tipo selvagem) conhecida do mesmo gene de
reparacdo de desemparelhamento (ou fragmento de gene). Por
exemplo, podia-se identificar uma sequéncia de gene de
hMLHI (ou fragmento de gene) que difere em pelo mencs uma
posicdoc de nucledétido de uma normal sequéncia de hMLKEI,
conhecida (por exemplo de tipo selvagem), tal como uma

qualguer das SEQ 10 NOS: 6~24.
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As mutacdes podem distinguir-se dos polimorfismos
utilizando qualquer um de uma variedade de processos,
talvez o mals directo dos guails seja a recolha e correlacio
de dados com o desenvolvimento do tumor. Isto &, por
exemplo, pode-se identificar um individuo cuja sequéncia de
gene de hMLHI difere de uma segquéncia reportada nas SEQ 10
NOS: 6-24, mas que nao tem cancro e ndo tem histéria de
cancro na familia. Particularmente se outros eclementos da
familia dos individuos, em especial pessoas mais velhas,
tiverem sequéncias de genes de hMLHI que diferem das SEQ 10
NOS: 6-24, da mesma forma, é provavel que as sequéncias de
genes de hMLHl] desses individuos possam ser categorizadas
como um “polimorfismo”. Se  outros  individuos ndo
aparentados forem identificados com a mesma sequéncia de
gene de hMLH! e ndo tiverem uma histéria familiar de

cancro, a categorizacdo pode ser confirmada.

As rmutacdes gque sdo responsavels por conferirem
susceptibilidade genétice ao cancro podem ser identificadas
porque, entre outras coisas, essas mutagbes & provavel due
estejam presentes em todos os tecidos de um individuo ndo
afectado e na linha de germes de pelo menos um desses
parentes do individuo e ndo é provavel gue se encontre em

familias ndo aparentadas sem histéria de cancro.

Quando se guer distingulr as mutacdes dos
polimorfismos, pode ser valido, algumas vezes, avallar uma
diferencga particular da sequéncia na presenca de pelo menos
uma mutacdo conhecida do gene de reparagao do
desemparelhamento. Nalguns casos, uma alteragdo particular
da sequéncia ndo terd efeito detectavel (isto €&, parecera
ser um polimorfisme) quando ensaiada iscladamente, mas
far4d, por exemplo, aumentar a pertinéncia de uma mutacdo

conhecida, de tal modo que os individuos que sdc portadores
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tanto da diferenca do polimorfismo aparente & uma mutagao
conhecida tém uma probabilidade mais elevada de desenvolver
cancro do gue os individuos que sdo apenas portadores da
mutacio. As diferencas das sequéncias que tém esse efeilto
s8o consideradas apropriadamente como sendo mutagdes,

embora sejam fracas.

Tal como se discutiu antes e previamente (pedidos de
patentes de invengdo norte-americanas U.S. n®s (8/168,877 e
08/209,521), as mutacdes nos genes de reparacdo de
desemparelhamento ou produtos de genes produziram versdes
de tipo ndo selvagem desses genes ou produtos de genes.
Algumas mutacdes poderm por isso distinguir-se de
polimorfismos pelas suas caracteristicas funcionais em
ensaio de reparacdo de desemparelhamentcs in vivo ou in
vitro. Qualquer ensaio de reparacdo de desemparelhamentos

49-

pode ser utilizado para analisar estas caracteristicas
8, E geralmente desejavel utilizar mais do que um ensaio
de reparacdo de desemparelhamentos antes de classificar uma
alteracdo da sequéncia como um polimorfisme, dado que
algumas mutacdes terdo efeitos que ndo serdoc observados em

todos 0s ensaios.

Por exemplo, ndo é expectavel que um gene de reparacao
de desemparelhamento contendo uma mutagdo seja capaz de
substituir uma coépia enddgena do mesmo gene numa célula
hospedeira sem afectar, de forma detectdvel, a reparacgao de
desemparelhamento nessa célula; em gque seria expectéavel que
um gene de repara¢do de desemparelhamentos fosse capaz de
substituir uma copia enddgena do mesmo gene numa célula
hospedeira sem afectar, de forma detectével, a reparagdo de
desemparelhamento nessa célula. O requerentes notaram que
para esses estudos de “substituigde”, € geralmente

desejével introduzir o gene a ser ensalado numa célula
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hospedeira da mesma espécie (ou pelo menos fortemente
relacionada) que a célula de que derivou o gene de ensaio,
para evitar complicagdes devidas, por exemplo, a
inabilidade de um produto de gene de uma espécie para
interagir com cutros produtos de genes de reparacgdo de
desemparelhamentos de outras espécies. Do mesmo modo, ndo €
expectidvel gue uma proteina mutante de reparacdo de
desemparelhamentos funcione normalmente num sistema de
reparacdo de desemparelhamentos funcione normalmente num
sistema de reparagdao de desemparelhamento in vitro
(preferencialmente a partir de um organismo relacionado);
em que seria expectavel gue uma proteina polimérfica de

reparacdo de desemparelhamento funcionasse normalmente.

Os processos aqui descritos e os descritos previamente
permitem a identificacdo de diferentes tipos de mutagBes de
genes de reparacdo de desemparelhamentos. Os exemplos que
se seqguem ilustram protocolos para distinguir mutacdes de
polimorfismos nos genes de reparagdo de desemparelhamentos

do ADN.

EXEMPLO 3: Os requerentes desenvolveram um sistema
para ensaiar no fungo S. cerevisiae o significado funcional
de mutacdes encontradas quer nos genes de hMLHI, guer nos
de hPMSI. O sistema estd descrito no presente pedido de
patente de invencdo utilizando como exemplo a mutagao
causada pela substituicdo de serina (SER) por fenilalanina
(FEN) em hMLH1, que se verificou numa familia com CCNPH,
tal como descrito antes. O0s requerentes derivaram uma
estirpe de fungo que foil praticamente eliminada do seu gene
de MLHI e e por issc é um forte agente de mutagdc (isto &,
1000 vezes acima da taxa normal num ensaio simples de
marcador genético que envolve e reversdo da dependéncia do

crescimento de um dado aminoacido para a independéncia
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(reversdo do alelo hom3~10, Prolla, Christie e Liskay, Mol
Cell. Biol, 14: 407-415, 1994). Quandc o0s reguerentes
colocaram o MLH] de um fungo normal, o gene (completo com
todas as regides de controlo conhecidas) num plasma de
fungo que se manteve de forma estavel como uma cédpia unica
na estirpe eliminada de MLHI, o fenétipo do agente de
mutacdo é completamente corrigido utilizando a reversao
para o ensaic de independéncia do aminoacido. Contudo, se
os requerentes introduziam uma cbdpia eliminada da MLH] de
fungo, ndoc ha correcgdo. Os reguerentes em seguida
ensaiaram a mutacdo que, na familia com CCNPH causou uma
alteracdo de SER para FEN. Os requerentes verificaram gque a
proteina mutante de fungo resultante ndo pode corrigir o
fenctipo do agente de mutacdo, sugerindo fortemente que a
alteracdo da sequéncia do gene de tipo selvagem
provavelmente confere susceptibilidade ao cancro e & por
isso classificada como uma mutacdo, ndo um polimorfismo. Os
requerentes em seguida ensalaram as proteinas tratadas por
engenharia genética para conter outros aminocdcidos na
posicdo “serena” e verificaram que a malor parte das
alteragdes resultam num mutante completo ou pelo menos um

fenotipo parcialmente mutante.

Como se verificam outras mutacdes “pontuais”, nos
genes de MLHI e de PMSI, em familias de cancro, elas podem
ser tratadas por engenharia genética no gene homélogo de
fungo apropriado e estudou-se a sua conseguéncia na funcao
da proteina. Além disso, os requerentes identificaram um
certo numero de aminciZcidos altamente conservados tanto nos
genes de MLHI como PMSI. Os requerentes também puseram em
evidéncia que hMLAI interage com hPMSI de fungos. Esta
verificacdo levanta a possibilidade de que as mutacdes
observadas no gene de hMLHI podem ser mals directamente

ensaiadas no sistema de fungos. Os requerentes planeiam
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fazer sistematicamente mutagbes que iriam alterar o
aminoadcido nestas posic¢des conservadas e determinar quais
as substituicdes de aminocdcidos que sdo toleradas e quais
as gque ndo sdo. Recolhendo informacdo sobre as mutagdes
relacionadas com hMLH! e hPMS], tanto por determinagdo como
por documentacgdo actual, encontraram mutacgfes em familias
com CCNPH e por meio de sintese artificial de mutantes para
ensalar em sistemas experimentais, pode eventualmente ser
possivel praticar um protocolo de ensaio da
susceptibilidade ao cancro que, uma vez determinada a
estrutura de hMLHI e hPMSI de individuos, requer apenas a
comparacao dessa estrutura com mutag¢des conhecidas versus

os dados do polimorfismo.

EXEMPLO 4: Um outro processc gue 08 reguerentes
utilizaram para estudar as interaccbes fisicas entre hMLHI
e hPMSI, pode também ser utilizado para estudar se uma
alteracdo particular num produto de gene 1zresulta numa
alteragdo do grau de interaccdo proteina-proteina. A
informagdo respeitante 4&s alteragdes na interacgdo de
proteina-proteina pode demonstrar ou confirmar se uma
variagdo gendmica particular & uma mutacdo ou um
polimorfismo. No seguimento das verificag¢fes laboratoriais
dos requerentes sobre a interaccgdo entre as proteinas MLHI
e PMS1 de fungos in vitro e Iin vivo, (pedido de patente de
invencdo norte-americana U.S. com o n° de série
08/1¢8.877), ensaiou-se a interaccdo entre as contra-partes
humanas destas duas proteinas de reparagio do
desemparelhamentc do ADN. Ensalaram-se as proteinas humanas
MLHI e PMS1 quanto a interac¢do in vitro utilizando a
cromatografia de afinidade da proteina de ligacdo da
maltose (PIM). Preparou-se a proteina hMLHI como uma
proteina de fusdc de PLM, imobilizada ou numa coluna de

resina de amilose por via de PLM ensaiocu-se quanto a
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ligacdo a hPMS1, sintetizada in vitro. A proteina hPMSI
ligada & matriz de PLM - hMLHI, encuanto proteina de
controlo n&c mostrou afinidade para a matriz. Quando se fez
passar a proteina hMLHI, traduzida in vitro, sobre uma
matriz de proteina de fusdo de PLM - hPMSl, a proteina
hMLHI ligcu-se a matriz de PLM - hPMSI, enguanto as

proteinas de controlo ndc se ligaram.

As interacg¢les potencials in vive entre foram MLHI e
PMS1 ensaiadas utilizando o sistema de “dois hibridos” de
fungo 2%, Os resultados iniciais dos reqguerentes indicam
gue hMLHI e hPMSI interagem in vivo em fungos.0 mesmo
sistema pode também ser utilizado para detectar alteragdes
na interaccdo proteina-proteina que resulta das alteracgdes
na estrutura do gene ou do produto do gene e que ainda tem

de ser classificada que como polimorfismo ou como mutagio

que confere susceptibilidade ao cancro.
Detecgdo de familias com CCNPH e as suas mutagdes

Tem sido estimado gue aproximadamente 1.000.000 de
individuos nos Estados Unidos s3o portadeores  (SAQ
heterozigdticos para) de um gene 2 mutante de CCNPH. Além
disso, as estimativas sugerem gue 50-60 % das familias
segregam mutag¢des no gene de MSHZ que reside no cromossoma

¢ Uma outra fraccdo significativa parece estar

2p.
assocliada com o gene de CCNPH gque mapeia o cromossoma 3pzl-
22, presumivelmente devido a mutagdes no gene de hMLHI tal
como a transicdo de C para T discutida antes. A
identificacédo de familias que segregam alelos mutantes quer
do gene de hMSHZ ou hMLHl e a determinacic dos individuos
que nestas familias actualmente tém a mutagdc serdo de

grande utilidade na intervencdo precocce nestas doencgas.

Essa intervencdo precoce 1ird provavelmente incluir a
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deteccdo precoce através da avaliagdo e o tratamento de
seguimento agressive dos individuos afectados. Além disso,
a determinacdo da Dbase genética tanto para tumores
familiares como esporadicos pode dirigir o processc de

terapia no tumor primdrio ou nas recorréncias.

Inicialmente, as familias candidatas a CCNPH ser&o
diagnosticadas parcialmente através do estudo das histérias
da familia, muito provavelmente ao nivel local, por
exemplo, por oncologistas hospitalares. Um critério para
CCNPH é a cbservacidc de instabilidade de micro-satélites em
tumores de individuos *°. O paciente serd avaliado guanto a
mutacdes em hMSHZ, hMLHI, hPMS! e outros genes envolvidos
na reparagdo do desemparelhamento do ADN, tal como séo
identificados. Isto & feito mais facilmente por amostragem
de sangue do individuo. Também altamente Gtil serd o tecido
de tumor congelado em fresco. E importante notar para o
processo de avaliacdo, que os individuos afectados sdo
heterozigdéticos para a mutacdo ofensiva nos seus tecidos

normais.

Os tecidos disponivels, por exemplo, sangue e tumor,
sdo trabalhados para a andlise da mutacdc a base de RCP,

utilizando um ou os dois processos que se seguem:

1) Andlise de ligacdc com um marcador de micro-satélite

fortemente ligadc ao gene de hMLHAI.

Uma abordagem para identificar familias propensas ao
cancro com uma mutacdc de hMLH] consiste em realizar
analises de ligagdo com um marcador altamente polimérfico
localizado dentro ou fortemente ligado ao hMLHI. Os micro-
satélites sdo altamente polimérficos e por isso sdo muito

Gtels come marcadores na analise de 1ligagdo. Por os
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requerentes disporem do gene de hMLHI num uUnico fragmento
genémico grande num clone de fago Pl (~100 kpb), & muito
provavel que um ou mals micro-sAtélites, por exemplo,
tragos de repeticdes de dinucledtidos existam dentro ou
muito préximo do gene de hMLH!. Pelo menos um desses micro-

* Uma vez identificados

satélites tem sido referenciado
esses marcadores, preparam-se os amplificadores de RCP para
amplificar as extensdes de ADN contendc os micro-satélites.
Vai-se avaliar o ADN de individuos afectados e néo
afectados de uma familia com uma alta frequéncia de cancro
para determinar a segregacdo dos marcadores de MLHlI e a
presenca do cancro. Os dados resultantes podem ser
utilizados para calcular uma pontuag¢do lod e assim
determinar a probabilidade de ligac&c entre hMLHI e a
ocorréncia de cancro. Uma vez estabelecida a ligag¢do numa
dada familia, pode-se utilizar o mesmo marcador polimérfico

para ensaiar outros membros aparentados quanto a

probabilidade de serem portadores da mutacido de hMLHI.

2) Sequenciacdo de ADNc de transcricdo reversa

a) Faz~se a transcricdoc reversa (TR} do ARN de
individuos afectados, individuos ndo afectados e ndo
aparentados, sequida de RCP para amplificar o ADNc em 4-5

3% 37 Deve notar-se que para os fins de

porcbes sobrepostas
RCP, podem utilizar-se, potencialmente, muitas sequéncias
de pares de iniciadores de oligonucleétidos diferentes,
para amplificar porgbes relevantes de um gene de hMLHI ou
hPMS1 para fins de avaliacdo genética. Com o conhecimento
das estruturas de ADNc para os genes, €& um exercicio linear
construir o pares de iniciadores que provavelmente serdo
efectivos para amplificar gspecificamente porgles

seleccionadas do gene. Embora as sequéncias de iniciadores

tenham normalmente entre 20 e 30 bases de comprimento pode
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ser possivel utilizar iniciadores mais curtos,
potencialmente t&do pequenos quanto aproximadamente 13
bases, para amplificar especificamente segmentos de genes
seleccionados. A principal limitacdo quanto ao tamanho
reduzido que uma sequéncia de iniciador pode ter & que deve
ser suficientemente longa para hibridar especificamente com
o segmento de gene atingido. A especificidade de RCP &

normalmente melhorada aumentando o comprimento dos

iniciadores e/ou utilizando pares de iniciadores incluidocs.

Os produtos de RCP, que no total representam todo o
ADNc sdo entdo sequenciados e comparados com sequéncias de
tipo selvagem conhecidas. Na maior parte dos casos sera
observada uma mutacdo no individuo afectado. Idealmente, a
natureza da mutagdo indicard que é provével que inactive o
produto do gene. Se assim ndo for, deve-se determinar a
possibilidade de que a alteragdc ndo seja simplesmente um

polimorfismo.

b) Algumas mutag¢des, por exemplo, as que afectam o
seccionamento ou que resultam da translacdo de codfes de
paragem, podem desestabilizar o ARN mensageiroc produzido a
partir do gene mutante e por isso compreendem © processo de
deteccdo da nmutacdo <com base na TR. Uma técnica
recentemente referenciada pode circunscrever este problema,
ensaiando se o ADNc mutante pode dirigir a sintese de
proteinas de comprimento normal num  sistema de

transcrigdo/traducdo acoplado in vitro 2

3) Sequenciacgdo directa do ADN genémico
Uma sequnda via para detectar mutacdes basela-se no

exame de exbes e das fronteiras de intrido/exdo por meio de

um ciclo de RCP para sequenciar directamente uma matriz de
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ADN %, Este processo requer a utilizacdo de pares de
oligonucledtidos, tal ccmo os descritos nos guadros 2 e 3
anteriores, o que amplifica os exdes individuais para a
sequenciacdo directa do ciclo de RCP. O processc depende da
informacdo sobre a sequéncia do ADN genémico em cada
fronteira de intrdo/exdo (50 pb ou superior para cada
fronteira). A vantagem da técnica é de duas vezes.
Primeiro, porque o ADN é mais estédvel do que o ARN, sendo
gue a condigdo do material utilizado para RCP ndo é tao
importante como o é para os protocolos & pase de ARN. Em
segundo lugar, a maioria das mnutagbes dentro da actual
regido do gene, incluindc as de um intrd3o gue afecta o

seccionamento, serdc detectéveis.

Para cada gene candidato, a detecgdo da mutagdo pode
exigir conhecimento tanto de toda a estrutura do ADNc como
de todas as fronteiras de intrdo/exdoc da estrutura
gendmica. Com essa informagdo, pode-se determinar o tipo de
mutacdo causal numa familia particular. Por sua vez, um
esquema de detecgdo mutacdes mais especifico e eficiente
pode ser adaptado para a familia em particular. A avaliacgao
da doenga (CCNPH) ¢é complexa porque tem uma base
geneticamente heterogénea no sentido de gque mais do que um
gene estd envolvido e, para cada gene, estido envolvidos
miltiplos tipos de mutacdes °. Qualgquer familia é muito
provadvel que segregue uma mutacdo particular. Contudo, como
se determina a natureza da mutacdo em miltiplas familias, o
espectro das muta¢des mais prevalentes na populagldo seréd

determinado. Em geral, a determinac¢ido das mutacdes mais

frequentes sera dirigida para a detecgdo da mutacgdo.
Dado que o CCKPH é t3o prevalente na populagdo humana,

a detecgdo de um portador & nascenca poderia fazer parte

dos ensaios padrdo dos recém-nascidos. As familias em risco
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podem ser identificadas e todos os elementos ndo ensaiados
previamente podem ser ensaiados. Eventualmente, pode

determinar-se todos os individuos afectados.

Modo de rastreio e de ensaic da mutacgio

Ensaio a base de ADN

0 ensaio inicial, incluindo a identificagidoc de
proviveis familias de CCNPH por diagnéstico padrdo e estudoe
da histéria da familia, sera provavelmente feito em
laboratérios de diagnéstico de ADN mais peguenos e locais.
Contudo, o ensaio em larga escala de miltiplos elementos da
familia e certamente um ensaio alargado da populacgdo,
exigirdo, em Gltima andlise, grandes faculdades comerciais

centralizadas e eficientes.

Os ensalos serdo  desenvolvidos com base na
determinacdo das mutacdes mals comuns para OS5 genes
principais subjacentes a CCNPH, incluindo pelo menos o gene
de hPMSZ no cromossoma 2p e © gene de MLHI no cromossoma
3p. Provavelmente wvai desenvolver~se uma variedade de
ensaios. Por exemplo, uma possibilidade é um conjunto de
testes utilizando hibrida¢des de oligonucledétidos que
distinguem os alelos normais vs os mutantes °°. Como ja se
fez notar, ¢ conhecimentc dos requerentes sobre as
estruturas de nucleétidos para os genes de hMLHI, hPMSI and
hMSHZ, torna possivel a preparacdo de numerosos pares de
iniciadores de oligonucledtidos que podem ser utilizados
para amplificar porgdes especificas de um gene de reparagdo
de desemparelhamentos em individuos para a avaliacao
genética e analise do risco de cancro. O conhecimento dos

requerentes sobre as estruturas dos genes também torna

possivel a preparacdc de sondas marcadas que podem ser
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utilizadas rapidamente para determinar a presenga oOu a
auséncia de toda ou de uma porgidc dos genes de reparacdo do
desemparelhamente do ADN. Por exemple, as sondas de
oligdémeros especificas de alelos (CEAR) podem ser preparadas
para fazer a distingdo entre alelos. Os OEAs sdo segmentos
curtos de ADN que sfo idénticas na sequéncia excepto no
facto de uma diferenga numa unica base que reflecte a
diferenca entre alelos normals e mutantes. Sob condicdes de
hibridacdoc apropriadas estas sondas podem reconhecer uma
Gnica diferenca de bases entre duas sequéncias de alguma
forma idénticas. As sondas podem ser marcadas
radioactivamente ou com wuma variedade de moléculas
repbrteres ndo radioactivas, por exemplo, partes
fluorescente ou gquimicluminescentes. As sondas marcadas sdo
entdo utilizadas para analisar a amostra de RCP gquanto a
presenca de alelc causador da doenga. A presenga ou a
auséncia de varios genes diferentes que causam a doenca
pose ser facilmente determinada numa Unica amostra. O
comprimento da sonda deve ser suficientemente longo para
evitar a ligacdo ndo especifica as sequéncias de
nucledtidos diferentes da squéncia alvo. Todos os testes
dependerdo, em uUltima analise, de informacdc precisa e
completa sobre a estrutura relacionada com os genes de
hMLH1, hMSH2, hPMSl e outros genes de reparagdo do
desemparelhamento do ADN implicados no CCNPH.

Avaliacdo baseada na deteccdo de proteinas

Podem utilizar-se ensaios a base da funcionalidade do
produte de proteina, per se. Os ensaios de exame da
proteina utilizaréo, mais provavelmente, reagentes de
anticorpos especificos para cada uma das proteinas hMLHL,
hPMS1 e hMSH2 ou outros produtos de gene relacionados com 0

“cancro”, conforme sdo identificados.
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Por exemplo, um espécimen de tumor congelado pode ser
seccionado transversalmente e preparado para a coloracdo do
anticorpo utilizando técnicas indirectas de fluorescéncia.
E expectavel que algumas mutagdes de genes alterem ou
desestabilizem suficlentemente a estrutura da proteina de
tal modo que déem um sinal alterado ou reduzido depois da
coloracdo do anticorpo. £ provavel que esses ensaios sejam
realizados em casos em que o0 envolvimento dos genes num
cancro de uma familia tenha ainda de ser estabelecida. Os
requerentes estdo em processo de desenvolvimento de
anticorpos monoclonais de diagndstico contra as proteinas
MLH1 e PMS1 humanas. Os requerentes estdo a sobre-expressar
as proteinas humanas MLH1 e PMS1 em bactérias. Os
requerentes purificaram as proteinas, injectaram-nas em
ratos e derivaram os anticorpos monoclonals especificos da
proteina que podem ser utilizados para fins de diagndstico

e de investigacio,

Identificag¢do e caracterizacido de tumores de reparagdo do

desemparelhamento do ADN

Para além da sua utilidade no diagndstico da
susceptibilidade ao cancrc num individuo, as sequéncias de
nucledétidos que sdo homdlogas de um gene de reparac¢do de
desemparelhamento podem ser valiosas para, entre outras
coisas, serem utilizadas na identificacéao e na
caracterizagdo de tumores com defeitos da reparagdo de
desemparelhamento. Essa identificacdo e caracterizacdo é
valiosa porque os tumores com defeitos da reparagido de
desemparelhamento podem responder melhor a regimes de
terapia particulares. Por exemplo, 0s tumores com defeitos
da reparacdo de desemparelhamento podem ser sensiveis aos
agentes de danificacdo do ADN, especialmente quando

administrados emn combinag¢do com outros agentes
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terapéuticos.

Os defeitos nos genes de reparacgao de
desemparelhamentos n&o precisam de estar presentes por
todos os tecidos do individuo para contribuirem para a
formacdo do tumor nesse individuo. A mutacdo espontanea de
um gene de reparacdo de desemparelhamento numa célula ou
num tecido particular pode contribuir para a formagao do
tumor nesse tecido. De facto, pelo menos nalguns cascs, uma
inica mutacdo no gene de reparacdo de desemparelhamento ndo
é suficiente para o desenvolvimento do tumor. Nesses casos,
um individuo com uma tnica mutagdo num gene de reparacac de
desemparelhamento é susceptivel ao cancro, mas ndo
desenvolverd um tumor até ocorrer uma mutagdo secunddria.
Adicionalmente, nalguns casos, a mutagdo do gene de
reparacdo de desemparelhamento que estd estrictamente
associada a um tumor num individuo, seréd responsavel por
conferir susceptibilidade ao cancro numa familia com uma

predisposi¢do hereditdria para o desenvolvimento de cancro.

A informagdo sobre a sequéncia providenciada pelos
requerentes pode ser utilizada com processos conhecidos na
técnica para analisar tumores (ou linhas de células de
tumores) e para identificar mutacdes assocladas a tumores
1nos genes de reparacao de desemparelhamentos.
Preferencialmente, é possivel demonstrar que estas mutacgbes
associadas a tumores nac estdo presentes nos tecidos que
ndo sdo de tumor do mesmo individuo. A informacdo descrita
neste pedido de patente de invencgdo é particularmente Gtil
para a identificacdo de mutacdes do gene de reparagdo de
desemparelhamentc dentro de tumores (ou de linhas de

células de tumor) que exibem instabilidade gendmica dos

elementos curtos e repetidos do ADN.
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A informacdo sobre a sequéncia e os protocolos de
ensaio podem também ser utilizados para determinar se dois
tumores estdo relacionados, isto &, se um segundo tumor & o
resultado de metdstases de um primeiro tumor encontrado
mais cedo que exibe uma muta¢do particular do gene de

reparacdoc de desemparelhamento do ADN.

Isolamento de genes adicionais com uma fungdo relacionada

As proteinas que interagem fisicamente quer com hMLHI
e/ou hPMS1, estdo provavelmente envolvidas na reparagdo do
desemparelhamento do ADN. Por analogia com hMLHI e hMSHZ,
as mutacées nos genes que codificam para essas proteinas
serdo fortes candidatos para uma ligacdo potencial ao
cancro. Uma abordagem poderosa de genética molecular
utilizando fungos, referida como “sistema de dois
hibridos”, permite uma detecgdo e um  isolamento
relativamente rapidos dos genes que codificam as proteinas
que 1interagem com o produto do gene de interesse, por

exemplo, hMLH #°.

O sistema de dois hibridos envolve dois vectores de
plasmido, cada um deles destinado a codificar uma proteina
de fusdo. Cada um dos dois vectores contém uma porgdo ou um
dominio de um activador de transcrigdo. A célula de fungo
utilizada no esquema de detecgdo contém um gene “repérter”.
O activador n&oc pode activar sozinho a transcrigdo.
Contudo, se os dois dominios forem colocados em grande
proximidade, entdo a transcricdc pode ocorrer. Insere-se ©
ADNc para a proteina de interesse, por exemplo HMLHI,
dentro de uma seccdoc de leitura em um dos vectores. Isto €
designado por M“isco” (“bait” na terminologia inglesa).
Introduz-se uma biblioteca de ADNcs humanos, inserida num

segqundo vector de plasmido de modo a fazer fusdes com o
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outro dominio do activador de transcricdo, nas células do
fungoe que exibem o vector “isco”. Se uma célula particular
de fungo recebe um elemento da biblioteca que contém um
ADNc humano que codifica uma proteina gue interage com a
proteina HMLH1, esta interaccdc vai levar os dois dominios
do activador de transcrigdoc a uma grande proximidade,
activa a transcricdoc do gene repbrter e a célula do fungo
vai ficar azul. Em seguida, a2 inserg¢do é& sequenclada para
determinar se estd relacionada com qualquer sequéncia na
base de dados. Pode-se utilizar o mesmo processo para
identificar proteinas de fungos em processos de reparag¢ao
do desemparelhamento do ADN ou em processos relacionados.
Realizar a “caga” em seres humanos e em fungos em paralelo
tem certas vantagens. A func¢dc de novos homdlogos de fungos
pode ser rapidamente determinada em fungos por meio do
rompirento do gene e o subsequente exame das consequéncias
genéticas de ser defeituoso no novo gene encontrado. Estes
estudes com fungos ajudardo a gquiar a analise de novas
proteinas humanas que “interagem com hMLH1 ou hPMS1 ™ mais
ou menos da mesma maneira que os estudos sobre PMSI e MLHI
influenciaram os estudos dos requerentes sobre oS genes

humanos de PMS] e MLHI.

Produg¢ao de anticorpos

Utilizando ¢ conhecimento dos requerentes sobre as
sequéncias de ADN para hMLHI e hPMSI, eles puderam
sintetizar todas ou porcdes das estruturas de proteinas
previstas para o fim da produgdo de anticorpos. Uma
utilizacdo importante para o©s anticorpos dirigida as
proteinas hMLHI e hPMS] serd a captura de outras proteinas
que podem estar envolvidas na reparacéo do
desemparelhamento do ADN. Por exemplo, utilizando técnicas

de co-imuno-precipitacgdo, podem precipitar-se os anticorpos
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dirigidos quer a hMLH1 ou hPMS1, em conjunto com outras
proteinas associadas que estdo  funcionalmente e/ou
fisicamente relacionadas. Qutra utilizagdo importante para
os anticorpos terd pcr fim o isolamento das proteinas hMLHI
e hPMS] de tecidos de tumores. As proteinas hMLHI e hPMSI1
de tecidos de tumores podem entdo ser caracterizadas com o
fim de se determinar as estratégias de tratamento

apropriadas.

0Os requerentes estdo em processo de desenvolvimento de
anticorpos monoclonails dirigidos &s proteinas &MLHI e

hPMS1.

EXEMPLO 5: Os reguerentes utilizaram também o proceso
que se segue para preoduzir anticorpos policlonais dirigidos

para as formas humanas e de rato da proteina PMSI1.

Os requerentes inseriram um fragmento de 3’ do ADNc de
PMS1 de rato no vector do plasmido de expressdo bacteriano,
pET (Novagen, Madison, WI). A esperada porgdo expressa da
proteina PMS1 de rato corresponde a uma regido de
aproximadamente 200 aminodcidos no fim da proteina PMS1.
Esta porg¢do da rPMS1 estd conservada com PMS1 de fungo mas
ndo estd conservada com nenhuma das proteinas MLH] humanas
ou de rato. Uma das razdes pela qual os reguerentes
seleccionaram esta porgao de proteina PMS1 para a producgdo
de anticorpos é& porque ndo queriam que o©os anticorpos
reagissem de forma cruzada com MLHI. O fragmento de
proteina PMS1 de rato foi altamente expresso em E. coli.,
purificada a partir de um gel de poliacrilamida e preparou-
se entdo a proteina eluida para injecgdes de animais.
Enviaram-se aproximadamente 2 mg do fragmento de proteina
PMS1 para a Pocono Rabbit Farm (PA) para injecgdes em

cocelhos. Os soros dos coelhos foram titulados miltiplas
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vezes em funcdc do antigénic de PMS1 utilizando técnicas
padronizadas de ELISA. Os anticorpcos de coelhos especificos
para a proteina PMS1 de rato foram purificados por
afinidade utilizando colunas contendo a proteina PMS1 de
rato imobilizada. A preparacdo do anticorpo policlonal
purificacdo por afinidade foi ensaiada utilizando ainda a
andlise de mancha de Western e a mancha de pontos. Os
reqguerentes verificaram gque os anticorpos policlonais
reconheceram ndo sé a proteina PMS1 de rato, mas também a
proteina PMS1 humana que é muito semelhante. Com base nas
manchas de Western, ndo hd indicacdo de que outras
proteinas fossem fortemente reconhecidas pelcs anticorpos
dos requerentes, incluindo as proteinas MLHI quer de rato

guer humanas.

Ratos deficiantes na reparagio do desemparelhamento do ADN.

EXEMPLO 6: Para criar um sistema de um modelo
experimental para estudar os defeitos de repara¢do do
desemparelhamento do ADN e o cancro resultante num modelo
completo de animais, oS8 requerentes derivaram ratos
deficientes na reparagdco do desemparelhamento do ADN
utilizando a tecnologia das células indiferenciadas
embridénicas (IE). Utilizando o ADN gendémico que contém uma
porcdo do gene de PMSI de rato os requerentes construiram
um vector que, apds recombinacdc homdloga causa um
rompimento do gene cromossémico de PMS1 de rato. As células
IE de rato de 129 estirpes de ratos foram confirmadas como
contendo um alelo de PMSI de rato com rompimento. As
células de IE foram injectadas em blastdédcitos hospedeiros
de C57/BL6 para produzir animais que eram quiméricos ou uma
mistura das células dos 129 e dos C57/BLé. A incorporacioc
das células IE foi determinada pela presen¢a de adesivos de

coloracdo de revestimento de cutias (indicative da

76



contribuicdo das células IE). Todos os machos guiméricos

foram criados com ratos fémea C57/BL6.

Em seguida, nasceram doze crias (F;) em dque se
detectou a cor da pele de cutia indicando a transmissdo da
linha de células do material genético das células IE. As
anadlises do ADN extraido das pontas das caudas das crias
indicaram que seis dos animais eram heterozigbticos
(continham um alelo de tipo selvagem e um alelo mutante)
para a mutacdo de PMSI de rato. Dos seis animais
heterozigdticos, trés eram fémeas (animais Fp-8, Fp~11 e Fyp~
12) e trés eram machos (F;, F;~10 e F,-13). Para a criacao
criaram-se cercados para Se obter ratos que eram
homozigéticos para a mutagcdo de rPMS]I e mais ratos
heterozigdticos. O cercado de criacdo #1 que continha os
animais F,~11 e Fy-10, originaram um total de treze ratos
em trés ninhadas, quatro dos quais tinham sido genotipados.
0 cercado de criacdo #2 (animais F;~-8 e F»-13) originaram
vinte e dois animais e em trés ninhadas, trés dos quais
tinham sido genotipados. Dos sete animais genotipados,
identificaram-se trés animais £fémeas homozigdticas. Um
animal morreu 4&s seis semanas de 1dade por causas
desconhecidas. As restantes fémeas homozigdéticas estavam
vivas e de salde as doze semanas de idade. Os resultados
indicam que os ratos homczigdticos com defeitos da PMS1 de

rato, sdo viaveis.

Utilizaram-se os cercados de criacdo #3 e #4 para
cruzar novamente a mutagdo PMS1 de rato nos ratos C57/BLé
anteriores. O cercado de criacdoc #3 (animal F-12 cruzadc
com um rato C57/BL6) produziu vinte e um animais em duas
ninhadas, nove dos quais tinham sido genotipados. 0O cercado

de criacdo #4 (animal F»~6 cruzado com um rato C57/BL6) deu
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oito ratos. Além disso, o macho guimérico original (cercado

de criacdo #5) tinha produzido mais trinta e uma crias.

Para genotipar os animais, desenvolveu-se uma série de
iniciadores de RCP que foram utilizados para identificar
genes de PMS1 de rato mutantes e de tipo selvagem. Eles
sdo: (SEQ ID NOS: 143-148, respectivamente)

Iniciador 1: 5'TTCGGTGACAGATTTGTAAATG-3'
Iniciador 2: 5'TTTACGGAGCCCTGGC~3!
Iniciador 3: 5'TCACCATAAAAATAGTTTCCCG-3'
4: 5'TCCTGGATCATATTTTCTGAGC-3'
Iniciador 5: 5'TTTCAGGTATGTCCTIGTTACCC-3"

Tniciador 6: 5'TGAGGCAGCTTTTAAGARACTC-3!

Iniciador

Iniciadores 1 + 2 (5' marcado)
Iniciadores 1 + 3 (5' nédo marcado)
Iniciadores 4 + 5 (3' marcado)

Iniciadores 4 + 6 (3' n&oc marcado)

Os ratos desenvolvidos pelos requerentes originam um
sistema de modelo de animais para estudas as conseguéncias
dos defeitos na reparacdo do desemparelhamento do ADN e no
CCNPH resultante. A sobrevivéncia de longo prazo dos ratos
homozigdticos e heterozigdéticos para a mutagldc de PMSI de
rato e os tipos e tempos dos tumores nestes ratos serdo
determinados. Os ratos serdo avaliados diariamente no que
respeita a qualquer indicacido de inicio de cancro tal como
indicado por uma aparéncia de corcova em combinagdo com a
deterioracdo das condigbes de revestimento. Estes ratos
portadores da mutacdo de PMSI de rato serdo utilizades para
ensaiar os efeitos de outros factores, ambientais e
genéticeos, na formacdo do tumor. Por exemplo, o efeito da
dieta no cdlon e noutros tipos de tumores pode ser
comparado para ©s animais normals versus o0$ dque sdo

portadores da mutacdc de PMSI de rato quer no genotipo
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heterozigdtico quer homozigdtico. Além disso, a mutacio de
PMSI de ratc pode ser posta em diferentes contextos
genéticos anteriores para se aprender acerca das
interaccgdes entre 0S8 genes da reparagao do
desemparelhamento e outros genes envolvidos no cancro
humano, por exemplc pb3. Os ratos portadores de mutacgdes de
PMS1 de rato serdo (tels para ensaiar a eficdcia da terapia
somatica de genes nos cancros dque aparecem em ratos, por
exemplo, o0s expectaveis cancros do cédlon. Além disso, as
linhas de células de fibroblastos isogénicos de rPMS1 de
ratos heterozigodticos e homozigdticos podem ser
estabelecidas para serem utilizadas em varios estudoes
celulares, incluindo a determinagdo das taxas de mutacgio

esponténeas.

Os requerentes estdo actualmente a construir um vector
para romper o gene rMLHI de rato para derivar ratos que
comportam mutagdo em rMLHI. Os requerentes vac comparar
ratos portadores de defeitos na rPMS] com ratos portadores
de defeitos na rMLHI. Além disso, 08 requerentes vao
produzir ratos que sdo portadores de mutagdes em ambos 0s
genes de CCNPH. Outros estudos sobre os ratos mutantes em
rMLH1l serdoc tal como se descreveu antes para os ratos

mutantes em rPMSI.

LISTAGEM DE SEQUENCIAS

(1) INFORMAGCAO GERAL
1} REQUERENTZ: Liskay, Robert M.
Bronner, C. Eric
Baker, Sean M.

Bollag, Roni J.
Kolodner, Riehard D.
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(ii) TITULO DA INVENCAO: COMPOSGOES E PROCESSOS
RELACIONADCS COM 0S GENES DE REPARACAO DO DESEM-
PARELHAMENTO DO ADN

(1ii) NUMERO DE SEQUENCIAS: 148

(iv) ENDERECO PARA CORRESPONDENCIA:

(A) ENDERECO: KXolisch, Hartwell, Oickinson,
MeCormaek & Heuser

(B) RUA: 520 S.W. Yamhill Street, Suite 200

(C) CIDADE: Portland

(D) ESTADO: Oregon

(E) PAfS: E.U.A.

(F) CODIGO POSTRL: 97204

(v) FORMA LISIVEL EM COMPUTADOR:
(A) TIPO DE MEIO: Floppy disk
(B) COMPUTADOR: compativel com IBM PC
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-00S
(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Versdo #1.25
(vi) DADOS DO PRESENTE PEDIDO DE PATENTE DE INVENCAO:
(A) NUMERO DO PEDIDO DE PATENTE DE INVENCAQ:
(B) DATA DE REGISTO:
(C) CLASSIFICACAO:
(viii) INFORMACAC SOBRE O ADVOGADC /AGENTE:
(A) NOME: Van Ryseelberghe, Pierre C.
(B) NUMERO DE REGISTO: 33.557

(C) REFERENCIA/NUMERO DE ARMAZENAGEM: OHSU 306B

(ix) INFORMACAO DE TELECOMUNICACOES:
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(A) TELEFONE:
(B) TELEFAX:

{503)
(503)

(C) TELEX: 360619

224-6655

295-6679

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 1:

Met

Gli

Asn

Gli

Lis

65

Ala

Glu

Arg

Asp

Leu

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

;

(A} COMPRIMENTO: 361 aminoacidos

TIPO:

aminoacido

ESTRUTURA HELICOIDAL: simples

TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA:

Pro Ile

Glu Vval

Ser Leu

35

Gli Ala

Glu Glu

Ser Leu

Ala Leu

Tre Ala

115

Met Asp

130
Glu Vval

Gln Val Leu

Val

20

Asp

Lis

Leu

Asp

Ala

100

Glu

val

Leu

5
Glu

Ala

Leu

Ala

Asp

85

Ser

Gln

Tre

Asp

Arg

Gli

Ile

Leu

70

Leu

Ile

Ala

Val

Leu

Pro Pro

Pro Ala

Ala Tre
40

Arg Tle

55

Ala Leu

Glu Ala

Ser Ser

Glu Ala
120

Lis Pro

135

Fen Tir

Gln

Ser

25

Arg

Arg

Ala

Ile

Val

105

Trp

Rla

Asn

SEQ ID NO: 1:

Leu

10

Val

Val

Asp

Arg

Ile

90

Ser

Gln

Ala

Tre

Ala

Val

Asp

Asn

His

75

Ser

Arg

Ala

His

Pro

Asn

Lis

Ile

Gli

60

Ala

Leu

Leu

Tir

Pro

140
Ala

Gln

Glu

Asp

45

Cis

Tre

Gli

Tre

Ala

125

Val

Arg

Ile

Leu

30

Ile

Gli

Ser

Fen

Leu

110

Glu

Gli

Arg

Ala

15

Val

Glu

Ile

Lis

Arg

a5

Tre

Gli

Tre

Lis

Ala

Glu

Arg

Lis

Ile

80

Gli

Ser

Arg

Tre

Fen

81



145

Met Arg Tre Glu

Arg Ile

Gli Lis

Glu Arg
210
Leu Ala
225
Ala Asp

Tir Vval

Arg Gln

Val Leu
290

Pro Ala

305

Fen Ile

Ala Leu

Asn Arg

Ala

Leu

195

Arg

Tle

Pro

Asn

Ala

275

Tir

Lis

Tir

Pro

Ile
355

Leu

180

Val

Leu

Glu

Asn

Gli

Lis

165

Ala

Arg

Gli

Trp

His

245
Arg

260

Cis

Leu

His

Gln

Leu

340
Ala

Glu

Glu

Glu

G1li

325

Glu

Ala

150

Tre

Arg

Ala

Gln

230

Tre

Met

Asp

Ile

val

310

Val

Glu

Gli

(2) INFORMAGCAO PARA A

Glu

Fen

Tir

Ile

215

His

Tre

Met

Lis

Asp

295

Arg

Leu

Tle

Arg

Fen

Asp

Arg

200

Cis

Gli

Tre

Arg

Leu

280

Pro

Fen

Ser

Rla

Asn
360

Asn

Val

185

Als

Gli

Asp

Ala

Asp

265

Gli

His

His

Val

Pro

345

His

His

170

Tre

Val

Tre

Lis

Leu

250

Arg

Ala

Gln

Gln

Leu

330
Ala

SEQ ID NO: 2:

155
Ile

Leu

Ala

Pro

Tre

235

Tre

Leu

Asp

Val

Ser

315

Gln

Pro

(i) CARACTERISTICS DA SEQUENCIA:

COMPRIMENTOC:
TIPO:

Asp

Asn

Lis

Fen

220

Lis

Glu

Ile

Gln

Asp

300

Arg

Gln

Arg

538 aminoé&cidos

aminoacido

ESTRUTURA HELICOIDAL: simples

TOPOLOGIAL: linear

Glu Ile

Leu BSer

190

Asp Gli
205
Leu Glu

Arg Gli

Ile Gln

Asn His

270

Gln Pro

285

Val Asn

Leu Val

Gln Tre

His Vval
350

160
Ile Arg
175

His Asn

Gln Lis

Gln Ala

Trp Val
240

Tir Cis

255

Ala Ile

Ala Fen
Val His
His Asp

320
Glu Tre

335
Gln Glu

82



Met

Ala

Glu

Glu

Ala

65

Ile

Gli

Tre

Gli

Val

145

Met

Arg

Gli

Ile

Glu

225

Glu

Arg

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(xi) SEQUENCIA OESCRIPTION:

Ser His

Gli Glu

Asn Ala
35

Ala Gli

50

His Asp

Lis Asn

Glu Ala

Ala Val

115
Glu Val

130

Cis Vval

Lis Ser

Leu Gli

Lis Glu

195

Ala Gli

210

Asn Ser

Leu Tre

Tir Ile

Ile

Val

20

Ile

Leu

Glu

Gln

Leu

100

Asp

Glu

Glu

Gln

Leu

180

Met

Ile

Asp

Arg

Lis
260

Ile

Ile

Asp

Lis

val

Ala

Pro

Gli

Glu

Asp

Gln
165

Ala

Tre

Tir

Leu

Ala

245

Asn

Glu

Glu

Ala

Lis

Glu

70

ASp

Ser

Ala

Val

Leu

150

Ala

His

Arg

Gli

Asp

230

Asn

Fen

Leu Pro

Arg Pro

Gli Ser
40

Val Gln

55

Leu Ala

Leu Fen

Ile Ala

Ser His

120
Ile Pro

135

Fen Fen

Glu Leu

Pro Glu

Tre Ala

200

Leu Val

215

Fen Glu

Arg Asn

Leu Leu

Glu

Ala

25

Ser

Ile

Leu

Arg

Ser

105

Gli

Ala

Asn

Ser

Ile

185

Gli

Ser

Ile

Tir

Asn
265

SEQ ID NO: 2:

Met

10

Ser

Gln

Tre

Arg

Ile

90

Val

Tre

Tre

Tre

His

170

Ser

Tre

Ala

Ser

Ile

250
Arg

Leu

Val

Ile

Asp

Arg

75
Brg

Lis

Pro

155

Ile

Fen

Gli

Lis

Gli

235

Ser

Ala

Ala

Cis

Ile

Asn

60

His

Tre

Val

Leu

Pro

140

Ala

Ile

Ser

Gln

Lis

220

Fen

Leu

Ile

Asn

Lis

Ile

45

Gli

Ala

Leu

Leu

Val

125

val

Arg

Asp

Leu

Leu

205

Met

Val

Fen

Leu

Gln

Glu

30

Glu

His

Tre

Gli

Tre

110

Ala

Gli

Leu

Ile

Ile

190

Arg

Ile

Ser

Ile

Asp
270

Ile

13

Leu

Ile

Gli

Ser

Fen

85

Leu

Arg

Tre

Lis

Val

175

Ser

Gln

Glu

Leu

Asn

255
Gli

Ala

Val

Glu

Ile

Lis

80

Arg

Leu

Gli

Lis

Tir

160

Asn

Asp

Ala

Ile

Pro

240

Gli

Fen

83
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(i) CARACTERISTICS DA SEQUENCIA:

COMPRIMENTO: 607 aminoacidos

TIPO: aminoacido

ESTRUTURA HELICOIDAL: simples

TOPOLOGIAL: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendmico)
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 3:

Met Fen His His

Glu
20

Lis Gln Lisg

Gln Ile His
35
Gln Vval
50

Tre

Gli Ile

Asn Ser Ile
65

Tir

Asp

Gli Leu Glu

Asn Tir
100

Pro Ser

Fen Gln

115

Glu Ala Leu Ser
130

Tre Tre

145

Lis

Ala

Ser Pro

His Ile Tre Ser

Ser Gln
180

Leu Val

Tre Fen
195
Ala Ile

Ser Lis

Gli Tir

Ile Glu Asn Leu Leu Ile

5
Gln

Gln

Tre

Ala

Ser

85

Glu

Asp

Ser

Pro

Lis

165

Leu

Lis

Ile

Arg

Ile

Asp

Asn

70

Ile

Fen

Val

Leu

Lis

150

Tre

Fen

Arg

Asn

Tir

Asn

Leu

55

Ala

Glu

Leu

Ala

Cis

135

Ala

Tre

His

Ala

10
Pro val
25
Ile Asp

Ile

Asp
40
Tre Tre Ala

Asn Gln Ile

Cis Ser Asp
90

Leu Lis

105

Lis Val Gln

120

Gli Ile Ala

Ala

Asp Lis Glu
Tre Ser Arg
170
Asn Leu Pro
185
Fen Tre Lis
200

Ala Ile Lis

Glu

Lis

Val

Val

Glu

75

Asn

His

Tre

Lis

Leu

155

Asn

Val

Fen

Tre Glu Lis
Fen
30

Lis

Tir Leu

His Arg

45

Lis Glu Leu

60

Ile Ile Fen

Gli ASp Gli

Tir Tre Ser

110

Gli Fen
125
Leu Ser Val
140

Tir Asp Met

Leu

Lis Gli Tre

Arg Gln Lis

190

Leu Tre Val
205

Ser Val Trp

Arg

15

Ser

Tre

Val

Lis

Ile

95

Lis

Arg

Ile

Val

Tre

175

Glu

Ile

Asn

Cis

Met

Ser

Asp

Asp

80

Asp

Ile

Gli

Tre

Gli

160

Val

Fen

Gin

Ile

85



Tre

225

Ser

Gli

Arg

Tir

Gli

305

Val

Fen

Met

Leu

Asp

385

Gln

Asp

Ile

Asp

Val

465

Leu

Glu

210
Pro Lis Gli

Met Arg Lis

Glu Leu Glu
260
Met Leu Gli
275
Lis Ile Arg
290
Arg Asn Ser

Glu Tir Ser

Asn Asn Val
340
Ser Leu Ile
355
His Asn Glu
370

Tir Tir Asn

Ser Glu Gln
405

Asp Fen Lis

420

Ile Val Tre

435

Gln His Ala

450

Tre Val Fen

Ser Val Ile

Lis Asn Gli

500

Lis

Asn

245

Jal

Lis

Val

Lis

Tre

325

Gln

Asp

Arg

Axrg

Gln

Lis

Arg

Ser

Lis

Asp

485

Fen

Lis

230

Ile

Rap

Tir

Lis

Asp

310

Leu

Fen

Val

Ala

Gln

390

Ala

Met

Lis

Asp

Ser

470

Glu

Lis

215

Asn

Ser

Leu

Tre

Gli

295

Arg

Leu

pro

Asn

Val

375

Glu

Gln

Glu

Val

Glu

455

Gln

Leu

Leu

Leu

Ser

Val

Asp

280

Tir

Gln

Lis

Ala

val

360

Ile

Leu

Lis

Val

Asp

440

Lis

Lis

Val

Lis

Val

Leu

265

Asp

Ile

Fen

Cis

Val

345

Tre

Asp

Ala

Arg

Val

425

Asn

Tir

Leu

Val

Ile
505

Leu

Pro

Ser

Ile

Cis

330

Fen

pro

Ile

Leu

Leu

410

Gli

Lis

Asn

Ile

Ser
235
Gli

Leu

Leu

Asp

Fen

Pro

395

Leu

Gln

Ser

Fen

Ile
475

Leu Asp

490

Asp

Glu

220

Tre

Ala

Asn

Fen

Asn

300

Val

Glu

Asn

Lis

Lis

380

Lis

Tre

Fen

Asp

Glu

460

Pro

Asn

Glu

Met Arg

Gli Gli

Pro Fen

270
Leu Asp
285

Ser Fen

Asn Lis

Val Tir

Leu Glu

350
Arg Val
365

Tre Tre

Arg Met

Glu Val

Asn Leu

430
Leu Fen
445

Tre Leu

Gln Pro

Leu Pro

Glu Glu
510

Asn Ser

240
Met Arg
255

Lis Asn

Leu Asp

Gli Cis

Arg Pro

320
Lis Tre
335

Leu Pro

Ile Leu

Leu Ser

Cis Ser
400
Fen Asp
415
Gli Fen

Ile val

Gln Ala

Val Glu

480

Val Fen

485

Fen Gli

86



Ser

Arg Val Lis

515

Asp

530
Gli
545
Ala

Lis

Pro

Leu Gli Asp

Leu Arg Arg

Met Arg Ala

Lis Tre Met

Trp Asn Cis

565

580

595

(2) INFORMACAOQ PARA A SEQ ID NO:

Leu Leu Ser Leu Pro
520
Fen Asn Glu Leu Ile

535

Asp Asn Ile Arg Cis
550
Cis Arg Ser Ser Ille

Tre Arg Val Val His

570

585

600

Tre Ser Lis Gln Tre
525
His Leu Ile Lis Glu

540

Ser Lis Ile Arg Ser

555

Met Ile Gli Lis Pro

Asn Leu Ser Glu Leu

Pro His Gli Arg Pro Tre Met Arg His Leu

Leu

Asp

Met

Leu
575
Asp
590

Met

605

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIS:

TIPO:

Acido nucleico

TOPOLOGIA: linear

COMPRIMENTO: 2484 pares de bases

ESTRUTURA HELICOIDAL: simples

(1i) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendémico)

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIS: SEQ ID NO: 4:

CTTGGCTICTT
ACRGTGGTGA
GAGARTGATTG
GGAGGCCTGA
GATATTGTAT
ATTTCTACCT
ACTATTACAA
AARCTGAARAG
GACCTTTTIT
GGGATAATTT
GTTAARAARC
GACRATATTC
GAGGATAARA

CTGGCGCCAA
ACCGCATCGC
AGAACTGTTT
AGTTGATTCA
GTGAAAGGTT
ATGGCTTTCG
CGAARACAGC
CCCCTCCTAR
ACAACATAGC
TGGAAGTTGT
AAGGAGAGAC
GCTCCATCIT
CCCTAGCCTIT

AATGTCGTTC
GGCGGGGGAA
AGATGCRAAA
GATCCAAGAC
CACTACTAGT
AGGTGAGGCT
TGATGGARAG
ACCATGTGCT
CACGAGGAGA
TGGCAGGTAT
AGTAGCTGAT
TGGARATGCT
CAARATGAAT

GTGGCAGGGG
GTTATCCAGC
TCCACAAGTA
AATGGCACCG
AARCTGCAGT
TTGGCCAGCA
TGTGCATACA
GGCAATCAAG
RARGCTTTAA
TCAGTACARCA
GTTAGGACAC
GTTAGTCGAG
GGTTACATAT

TTATTCGGCG
GGCCAGCTAA
TTCAAGTGAT
GGATCAGGAA
CCTTTGAGGA
TAAGCCATGT
GRGCAAGTTA
GGACCCAGAT
ARRATCCAAG
ATGCARGGCAT
TACCCRATGC
AACTGATAGA
CCAATGCARA

GCTGGACGAG
TGCTATCAAA
TGTTARAGAG
AGAAGATCTG
TTTAGCCAGT
GGCTCATGTT
CTCAGATGGA
CACGGTGGAG
TGAAGAATAT
TAGTTTCICA
CTCAACCGTIG
AATTGGATGT
CTACTCAGTG

Fen

Gli

Fen
560

Asn

Lis

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
760

87



AARGRAGTGCA TCTTCTTACT

AARGCCATAG AAACAGIGTA

CTCAGTITIAG
GTTCACTTCC
CTCCIGGGCT
GGCCCLTCTG
AGTAGTGATA
GATGCATTTC
GAGGATAAGA
CTCCCAGCCC
GGGACTTCAG
CGGGAAGATT
TGTACCCCCC
AATGAGCAGG
GTGARTCCTC
RAGCTTAGTG
CTCAGGTTAT
GAGAGTGGCT
TTTCTGAAGA
GGGAFCCTGA
CCTATCTTCA
GAAAGCCTCA
GAGTCGACCC
TGGACTGTGG
TTCACAGRAG
GAGRGGTGTT
CGATACAAAG
CACTTAARCAC
AATARATAGA

AAATCAGTCC
TGCACGAGGA
CCRATTCCTC
GGGAGATGGT
AGGTCTATGC
TGCAGCCTCT
CAGATATTTC
CTGCTGARGT
ARATGTCAGA
CTGATGTGGA
GGAGAAGGAT
GACATGAGGT
AGTGGGCCTT
AAGAACTGTT
CGGAGCCAGC
GGACAGAGGA
AGRAGGCTGA
TTGGATTACC
TTCTTCGACT
GTAARAGAATG
TCTCAGGCCA
AACACATTGT
ATGGAAATAT
ARAATATGGTT
TGTTGTATCA
TTATACTTGC
TGTGTCTTAA

CTTCATCRAC
TGCAGCCTAT
CCAGRATGTG
GAGCATCCTG
CAGGATGTAC
TAAATCCACA
CCACCAGATG
GAGCARRACCC

TAGTGGCRGG
GGCTGCCARAA
GARAGAGAGGA
AATGGTGGAA
CATTAACCTC

TCTCCGGGARG
GGCACAGCAT

CTACCAGATA
ACCGCTCTTT

AGATGGTCCC

GATGCTTGCA
CCTTCTGATT

AGCCARCTGAG

CGCTATGTTC

GCAGAGTGAA
CTATARAAGCC

CCTGCAGCTT
ATTTATGCAC
AAGTGTGATA
CTTCTGATAG
CATA

CATCGTCTGG
TTGCCCARAA
GATGTTAATG
GAGCGGGTGC
TTCACCCAGA
ACRBAGTCTGA
GTTCGTACAG
CTGTCCAGTC
GCTAGGCAGC
ARTCAGAGCT
CCTACTTCCA
GATGATTCCC
ACTAGTGTTT
ATGTTGCATA
CAAACCAAGT
CTCATTTATG
GACCTTGCCA
AAAGAAGGAC
GACTATTTCT
GACAACTATG
GTGAATTGGG
TATTCCATCC
GTGCCTGGCT
TTGCGCTCAC
GCTAACCTGC
TGTGGGATGT
TACAAAGTGT
TATTCCTTTA

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 5:

TAGAATCAAC
ACACACACCC
TGCACCCCAC
AGCAGCACAT
CTTTGCTACC
CCTCGTCTIC
ATTCCCGGGA
AGCCCCAGGC
AAGATGAGGA
TGGAGGGGGA
GCAARCCCCAG
GAARGGARAT
TGAGTCTCCA
ACCACTCCIT
TATACCTTCT
ATTTTGCCAA
TGCTTGCCTT
TTGCTGAATA
CTTTGGAAAT
TGCCCCCTTT
ACGRAGAAAA
GGAAGCAGTA
CCATTCCAAA
ACATTCTGCC
CTGATCTATA
GTTCTTCTTIT
ACCAACATAR
TACACAGTGG

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIS:

TIPO:

COMPRIMENTO:

aminoacido

756 aminocacidos

ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
TOPOLOGIA: linear

TTCCTTGAGA
ATTCCTGTAC
AARGCATGAA
CGAGAGCARAG
AGGACTTGCT
TACTTCTGGA
ACAGAAGCTT

CATTGTCACA
GATGCTTGAA
TACARCARAG
BAAAGAGACAT

GACTGCAGCT

GGARAGAARATT
CGTGGGCTGT
CAACACCACC

TITTGGTGTT

AGATAGTCCA
CATTGTTGAG
TGATGAGGAA
GGAGGGACTG
GGAATGTTTT

CATATCTGAG
CTCCTGGAAG
TCCTAAACAT

CAAAGTCTTT
CTCTGTATTIC
GTGTTGGTAG
ATTGATTATA

840

900

360
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2484

88
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Arg Lis Ala Tle Glu Tre Val
275
His Pro Fen Leu Tir Leu Ser
290 295
Val Asn Val His Pro Tre Lis
305 310

Tir
280

Leu

His

Ala

Glu

Glu

Ser Ile Leu Glu Arg Val Gln Gln His

325
Ser Asn Ser Ser Arg Met Tir
340

Fen

Tre
345

Ala Gli Pro Ser Gli Glu Met Val Lis

355
Ser Ser Tre Ser Gli Ser Ser
370 375
Arg Tre Asp Ser Arg Glu Gln
385 380
Ser Lis Pro Leu Ser Ser Glin
405
Tre Asp Ile Ser Ser Gli Arg
420
Glu Leu Pro Ala preo Ala Glu
435
Gli Asp Tre Tre Lis Gli Tre
450 455
Tre Ser Ser Asn Pro Arg Lis
465 470
Met Val Glu Asp Asp Ser Arg
485
Arg Arg Arg Ile Ile Asn Leu
500
Ile Asn Glu Gln Gli His Glu
515
Ser Fen Val Gli Cis Val Asn
530 535
Tre Lis Leu Tir Leu Leu Asn
545 550
Tir Gln Ile Leu Ile Tir Asp

360

Asp

Lis

Pro

Ala

Val

440

Ser

Arg

Lis

Tre

val

520

Pro

Tre

Fen

Lis

Leu

Gln

Arg

425

Ala

Glu

His

Glu

Ser

5053

Leu

Gln

Tre

Ala

Ala

Ile

Val

Ile

33C

Gln

Ser

Val

Asp

Ala

410

Gln

Ala

Met

Arg

Met

490

Val

Arg

Trp

Lis

555

Asn

Tir

Ser

His

315

Glu

Tre

Tre

Tir

Ala

395

Ile

Gln

Lis

Ser

Glu

475

Tre

Leu

Ala
540

Leu

Fen

Leu Pro
285

Pro Gln

300

Fen Leu

Ser Lis

Leu Leu

Tre Ser

365

Ala His

380

Fen Leu

Val Tre

Asp Glu

Asn Gln

445

Glu Lis

450

AsP Ser

Ala Ala

Ser Leu

Met Leu

525

Leu Ala

Ser Glu

Gli Val

Lis

Asn

His

Leu

Pro

350

Leun

Gln

Gln

Glu

Glu

430

Ser

Arg

Asp

Cis

Gln

510

His

Gln

Glu

Leu

Asn

Val

Glu

Leu

335

Gli

Tre

Met

Pro

Asp

415

Met

Leu

Gli

Val

Tre

495

Glu

Asn

His

Leu

Arg

Tre

Asp

Glu

320

Gli

Leu

Ser

Val

Leu

400

Lis

Leu

Glu

Pro

Glu

480

Pro

Glu

His

Gln

Fen

560

Leu
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565 570 575
Ser Glu Pro Ala Pro Leu Fen Asp Leu Ala Met Leu Ala Leu Asp Ser
580 585 590
Pro Glu Ser Gli Trp Tre Glu Glu Asp Gli Pro Lis Glu Gli Leu Ala
595 600 605
Glu Tir Ile val Glu Fen Leun Lis Lis Lis Ala Glu Met Leu Ala Asp
610 615 620
Tir Fen Ser Leu Glu Ile Asp Glu Glu Gli Asn Leu Ile Gli Leu Pro
625 630 635 640
Leu Leu Ile Asp Asn Tir Val pro PrO Leu Glu Gli Leu Pro Ile Fen
645 650 655
Ile Leu Arg Leu Ala Tre Glu Val Asn Trp Asp Glu Glu Lis Glu Cis
660 665 670
Fen Glu Ser Leu Ser Lis Glu Cis Ala Met Fen Tir Ser Ile Arg Lis
675 680 685
Gln Tir Ile Ser Glu Glu Ser Tre Leu Ser Gli Gln Gln Ser Glu Val
690 695 700
Pro Gli Ser Ile Pro Bsn Ser Trp Lis Trp Tre Val Glu His Ile Val
705 710 715 720
Tir Lis Ala Leu Arg Ser His Ile Leu Pro Pro Lis His Fen Tre Glu
725 730 735
Asp Gli Asn Ile Leu Gln Leu Ala Asn Leu pro Asp Leu Tir Lis Val
740 745 750
Fen Glu Arg Cis
755

(2) INFORMATION PARA A SEQ ID NO: 6:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 397 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico
(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

{ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendémico)
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(xi) DESCRIGCAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 6:

TGGCTGGATG
CCTGARGGCA
CGTTCGIGGC
GGGAAGTTAT
GGAGTCGAGC
GGACACGCCT

CTAAGCTACA
CTTCCGTTGA
AGGGGTTATT
CCAGCGGCCA
CGGGCTCACT
CTTTCCCCGG

GCTGAAGGAA GAACGTGAGC
GCATCTAGAC GTTTCCTTGG
CGGCGGCTGG ACGAGACAGT
GCTAATGCTA TCARAGAGAT
TAAGGGCTAC GACTTAACGG
GCAGAGGCAT GTACAGCGCA

ACGAGGCACT

CTCTTCTGGC
GGTGAACCGC
GATTGAGAAC
GCCGCGTCAC
TGCCCACAAC

GAGGTGATTIG 60

GCCAARATGT
ATCGCGGCGG
TGGTACGGAG
TCARTGGCGC
GGCGGAGGLC

120
180
240
300
360

GCOGGGTTCC CTACGTGCCA  TAAGCCTTCT CCTITTC 397

(2) INFORMAGAC PARA A SEQ ID NO: 7:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 393 pares de bases

(B) TIPO: &cido nucleico
(C) ESTRUTURA HELICOQIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(1i) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIS: SEQ ID NO: 7:

ATTGTTTGTA TTTGGAGTTT GTTATCATTG CTTGGCTCAT 60
GTAGTTGCAG ACTGATAAAT TATTITCTGT TTIGATTIGCC 120
AAGTATTCAA GTGATTGTTA AAGAGGGAGG CCTGAAGTTIG 180
CACCGGGATC AGGGTAAGTA AAACCTCAAA GTAGCAGGAT 240
AGTCAGGACC TTTCTCTGTT CTGGAAACTA GGCTITTGCA 300
ABATTCAACA CCAACAATAA ATATTTATTG AGTACCTATT 360
393

ATGAGGCACT
GTACATTAGA
CAARATCCAC
AAGACAATGG
TTCATGGAAG
TITTCACTGAA
CACTGTTCAG

AAACACGTTA
ATTAAAATAT
AGITTAGATG
ATTCAGATCC
GTITCIGCGC
GATGGGATTT

ATITGCGGGG GGGATGIGTC AGT

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 8:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 352 pares de bases

(B)
{C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples

TIPO: &cido nucleico
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(D) TOPOLOGIA: linear

{ii) TIPC DE MOLECULA: ADN (gendmico)
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIS: SEQ ID NO: 8:

TTTCCTGGAT TAATCAAGAA ATGGAATCA AAGAGATTTG GAARATGAGT AACATGATTA 60
TPTTACTCATC TTTTTGGTAT CTAACAGAAA GAAGATCTGG ATATTGTATG TGARAGGTTC 120
ACTACTAGTA AACTGCAGTC CTTTGAGGAT TTAGCCAGTA TITCTACCTA TGGCITICGA 180
GGTGAGGTAA GCTAARGATT CAAGAAATGT GTAAAATATC CTCCTGTGAT GACATTGICT 240

GICATTTGTT AGTATGTATT TCTCAACATA GATAAATAAG GITTGGTACC TTTTACITGT 300

TAAATGTATG CAAATCTGAG CAAACTTAAT GAACTTTAAC  TTTCAAAGAC TG 352

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 9:
(1) CARACTERfSTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 287 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendmico)
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 9:

TGGAAGCAGC GCAGATAAC CITICCCTTT GGTGAGGTGA CAGTGGGTGA CCCAGCAGTG 60
AGITTTICTT TCAGTCIATT TTCTITICTT CCTTAGGCTT TGGCCAGCAT AAGCCATGTG 120
GCTCATGTTA CTATTACAAC GAAAACAGCT GATGGAAAGT GTGCATACAG GTATAGTGCT 180

GACTTCTTTT ACTCATATAT ATTCATTCTG AAATGTATTT TGGGCCTAGG TCTCAGAGTA 240

ATCCTGTCTC AACACCAGTG TTATCTTTGG CAGAGATCTT GAGTACG 287

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO:10:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) CCMPRIMENTO: 336 pares de bases

(B) TIPO: &cido nucleico
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(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendmico)
(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIS: SEQ ID NO: 10:

TTGATATGAT TTTCTCTTTT CCCCTTGGGA TTAGTATCTA TCTCTCTACT GGATATTAAT 60
TIGTTATATT TTCTCATTAG AGCAAGTTAC TCAGATGGAA AACTGAAAGC CCCICCTARA 120
CCATGTGCTG GCAATCAAGG GACCCAGATC ACGGTAAGAA TGGTACATGG GAGAGTAAAT 180
TGTTGAAGCT TTGTTTGTAT AAATATTGGA ATAAAAAATA AAATTGCTTC TAAGTTTTCA 240
GGGTAATAAT AAAATGAATT TGCACTAGTT AATGGAGGTC CCAAGATATC CTCTAAGCAA 300
GATARATGAC TATTGGCTTT TTGGCATGGC AGCCIG 336

(2) INFCRMACAO PARA A SEQ ID NO: 11:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 275 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(1i) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendmico)
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIS: SEQ ID NO: 11:

GCTTTTGCCA GGACCATCTT GGGTTTTATT TTCAAGTACT TCTATGAATT TACAAGAAAA 60
ATCAATCTTC TGTTCAGGTG GAGGACCTTT TTTACAACAT AGCCACGAGG AGAAAAGCTT 120
TAAAAAATCC AAGTGAAGAA TATGCGAARAA TTTTGGAAGT TGTTGCCAGG TACAGTCCAA 180
AATCTGGGAG TGGGTCTCTG AGATTTGTCA TCAAAGTAAT GIGTTCTAGT GCTCATACAT 240
TGAACAGTTG CTGAGCTAGA TGGIGAAAAG TAAAA 275

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 12:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 389 pares de bases
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(B) TIPO: acido nucleico
(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOFOLOGIA: linear

(1i) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendmico)
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ 10 NO: 12:

CAGCAACCTA TAAAAGTAGA GAGGAGTCTG TGTTTTGACG CAGCACCTTT AGCATITITA 60
TTTGGATGAA CTTTCTGCTC GTTTATTTTT CTGTGGGTAA AATATTAATA GGCTGTAIGG 120
AGATATTTTT CTTTATATGT ACCTTTGTTT AGATTACTCA ACTCCACTAA TTTATTTAAC 180
TAAAAGGGGG CTCTGACATC TAGIGIGIGT TTTTGGCRAC TCTTTTCTTA CTCTTTTGIT 240
TPTCTTTTCC AGGTATTCAG TACACAATGC AGGCATTAGT TTCTCAGITA ARARAGTAAG 300
PTCTTGETTT ATGGGGGATG GTTTTGTITTT ATGAAAAGAA AAAAGGGGAT TTTTAATAGT 360
TTGCTGGTGG AGATAAGGTT ATIGATGITT 389

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 13:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 381 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 13:

ATGTTTCAGT CTCAGCCATG AGACAATABRA TCCTITGTGTC TTCTGCTGTT TGITTATCAG 60
CAAGGAGAGA CAGTAGCTGA TGTTAGGACA CTACCCAATG CCTCAACCGT GGACAATATT 120
CGCTCCATCT TTGGAAATGC TGTTAGTCGG TATGTCGATA ACCTATATAA AAAAATCTTT 180
TACATTTATT ATCTTGGTTT ATCATTCCAT CACATTATTT GGGAACCTTT CAAGATATTA 240
TGTGTGTTAA GAGTTTGCTT TAGTCAAATA CACAGGCTTG TTTTATGCTT CAGATTTGTT 300
AATGGAGTTC TTATTTCACG TAATCAACAC TTTCTAGCTG TATGTAATCT CCTAGATTCT 360
GTGGCGTGAA TCATGTGITIC T 381

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 14:
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(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

TIPO

COMPRIMENTO: 526 pares de bases
: acldo nucleico

ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendmico)
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 14:

ACTGAGTAGC
GGATGGGIGG
ACCTCAMATG
CCTTGIGTTIT
TTCAGAATCT
CCTTICAAAAT
TACTCTTCAT
CCACAGGGAA
GGAGAAACCT

GTAGGTGGGT
GTGARATGGGT
GACCAAGTCT
TTAAATTCIG
CTTTICTAAT
GAATGGTTAC
CAACCGTAAG
TTTTATGGGA
CATGGCARAG

GAGTGGGTGG GTGGGTGECT GGGTGGATGG ATGGATGGGA 60
GAATGGACAG GCACAGGACG 120
AGTTAGTTTA TGGGAAGGAA 1B0
TTTTGAGTAT TTTCAAARAGC 240
ATGTGAGGAT AAAACCCTAG 300
AGTGAAGAAG 360
CCACATGGGA AATICCACICA 420
CCATGGAAAA ATTTCTGAGT CCATAGGITT 480
TTIGCTTTTA TTGGGAAGCA TGTATA 526

ATGGATeGAT
CATTITCACAA

GAACAGACAA
TCGGCGCCCT
AATCTTIGAG
TAGAAATTGG
CAAACTACTIC

ATTCTTITGT
AGAGAACTGA
TGCATCTITCT
CAGGAAACAC
GATTAAACAT

ATATCCAATG
TTAAAAAGAA

(2) INFORMAGCAO PARA A SEQ ID NO: 15:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

TIPO:

COMPRIMENTO: 434 pares de bases

&cide nucleico

ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendmico)
(xi) DESCRICAC DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 15:

ATAGTGGGCT GCAAAGTGGC CACAGGTAAA GGTGCACCTIT TCTTCCTGGG GATGTGATGT 60

GCATATCACT ACAGAAATGT CITTCCTGAG GTGATGTCAT GACTTTIGTGT GAATGTACAC 120

CTGIGACCTC ACCCCTCAGG ACAGTTTTGA ACTGGTTGCT TTCTITTTAT TGITTAGAIC 180
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GICIGGTAGA ATCAACTTICC TTGAGAAAAG CCATAGAAAC AGTGTATGCA GCCTATTIGC
CCAAAAACAC ACACCCATIC CTGTACCTCA GGTAATGIAG CACCAAACTC CTCAACCAAG
ACTCACARGG AACAGATGIT CTATCAGGCT CTICCTICTITG AAAGAGATGA GCATGCTAAT
AGTACAATCA GAGTGAATCC CATACACCAC TGGCAAAAGG ATGTTCTGTC CCTICITACA
GGTACARAGGC ACAG

(2) INFORMAGCAC PARA A SEQ ID NO: 16:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 458 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 16:

240
300
360
420

434

CTTACGCAAA GCTACACAGC TCTTAAGTAG CAGTGCCAAT ATTTGAACA  ACTCAGACTC 60

GAGCCTGAGG TTTTGACCAC TGTGTCATCT GGCCTCAAAT CTTCTGGCCA CCACATACAC
CATATGTGGG CTTTTTICTCC CCCTCCCACT ATCTAAGGTA ATTGT'TCTCT CTTATITICC
TGACAGTITA GAAATCAGTC CCCAGAATGT GGATGTTAAT GTGCACCCCA CAAAGCATGA
AGTTICACTTC CTGCACGAGG AGAGCATCCT GGAGCGGGTG CAGCAGCACA TCGAGAGCAA
GCTCCTGGEGC TCCAATTCCT CCAGGATGTA CTTCACCCAG GTCAGGGCGC TTCTCATCCA
GCTACTTCTC TGGGGCCTIT GAAATGTGCC CGGCCAGACG TGAGAGCCCA GATITTTTGCT
GTTATTTAGG AACTITITTIT GAAGTATTAC CTIGGATAG

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 17:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 618 pares de bases
(b} TIPO: &cido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(d) TOPOLOGIA: linear

120
180
240
300
360
420

458
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(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendmico)
DESCRICAO DA SEQUENCIS: SEQ

(1)

GATAATTATA
CTATACTTCT
TTTTTTITTITT
AAATCCACAA
CACCAGATGG
AGCAAACCCC
AGTGGCAGGE
GcrGCCAARMA
AAGAGAGGAC
TCCTTTATTC
TCTCTCTGCC

CCTICATACTA
TATTCTGAGT
TAATACAGAC
CAAGICIGAC
TTCGTACAGA
TGICCAGICA
CTAGGCAGCA
ATCAGAGCTT
CTIACTTCCAG
TGTAATAAAA
GACTTICCC

GCTTCTITCT TAGTACTIGCT

CICTICCACTIA
TTTGCTACCA
CICGICTICT
TTCCCGGGAA
GCCCCAGGCC
AGATGAGGAG
GGAGGGGGAT
CAACCCCAGG
CTGCCTICTA

TATATATATA
GGACTTGCTG
ACTTCTIGGAA
CAGAAGCTTIG
ATIGICACAG
ATGCTTGAAC
ACAACAAAGG
TATGGCCTTT
ACTTIGGCTT

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 18:

ID NO: 1

T

i e

CCATTTIGGGG ACCTGTATAT 60

TATATATATA
GCCCCTCTGG
GTAGIGATAA
ATGCATTTCT
AGCATAAGAC
TCCCAGCCCC
GGACTTCAGA
TGGGAAAAGT
TTCATGAATIC

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

TIPO: &cidec nucleico
ESTRUTURA HELICOIDAL:
TOPOLOGIA: linear

COMPRIMENTO: 478 pares de bases

simples

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 18:

CTGTGCTCCA CCACAGGTICA

AAATCCAACC

ATTCCCGAAA
GIGITTTGAG
GGCCTGCCTG

CACAAAATTT

GGAAATGACT
TCTCCAGGAA
GGATGCATAG

TTTTTTTITT
GGAGATGGIT
GGTCTATIGCC
GCAGCCTICTG
AGATATTICT
TCCTGAAGTG
AATGTCAGAG
ACAGCCTACC
ACTTGCATCT

120
180
240
300
360
420
480
540
600
618

TCCAGCICTC TAGACCAGCC CAGAGAAGTT GCTTGCTCCC 60

GGCTAAGTTT AAAAACAAGA ATAATAATGA TCTGCACTIC
CITTTCTITCA TTCCAGAAAG AGACATCGGG AAGATTCTIGA TGTGGAAATG GTIGGAAGATG

120
180

GCAGCTTGTA CCCCCCGGAG AAGGATCATT AACCTCACTA 240

GAAATTAATG AGCAGGGACA TGAGGGTACG TAAACGCTGT

GGCCICAACT GCCAAGCTIT TGGAAATGGA GAAAGCAGTC

300
360

ATGTTGTCAG AGTGGCACTA CAGTTTTGAT GGGCAAGCTC CTCTICCTTT ACTAACCCAC 420

AATAGCATCA CCITAAAGAC AATTTITGAT TGGGAQAAAA GGGAGAAAAT AATCICIG

(2) INFORMAGAO PARA A SEQ ID NO: 19:

478
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(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

{A) COMPRIMENTO: 377 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
{D) TOPOLOGIA: linear

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIS: SEQ ID NO: 19:

CAGTTTTCAC CAGGAGGCTIC AAATCAGGCC TTTGCTTACT TGGTGTCTICT AGITCTGGTC 60
CCTGGTGCTT TGGTCAATGA AGTGGGGTTG GTAGGATTICT ATTACTTACC TGITITTTIGG 120
TTTTATITTT TGCTTTTGCAG TTCTCCGGGA GATGTTGCAT AACCACTCCT TCGTGGGCTG 180
TGTGAATCCT CAGTGGGCCT TGGCACAGCA TCAAACCAAG TTATACCTTC TCAACACCAC 240
CAAGCTTAGG TAAATCAGCT GAGTCTGTGCA ACAAGCAGAC CTACTACAAC AATCCTCCAC 300
GGAGCACAGG CACRAAAGCT AAGGAGAGCA CCATGAAGGT AGTTGGGRAG GGCACAGGCT 360
TTGGAGTICAG CACATGT 377

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 20:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIS:

(A) COMPRIMENTO: 325 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

{C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendmico)
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIS: SEQ ID NO: 20:

CCCCTCGTTG AAGCGTTGGA ATCCCACICT TTGGAAGATT GTICTTAGACT CTTAACCAGA 60
TTCCACAGCC ACGCAGAACT ATGTCTGTCT CATCCATGIG TCAGGGATTA CGICTICCCAT 120
TTGTCCCAAC TGGTTGTATC TCAAGCATGA ATTCAGCTTT TCCTTAAAGT CACTTCATIT 180
TTATTTTCAG TGAAGAACTG TTCTACCAGA TACTCATTTA TGATTTTGCC AATTTTGCTG 240
TTCTCAGGTT ATCGGTAAGT TTAGATCCTT TTCACTTCIG ACATTTICAAC TGACCGCCCC 300
GCAAACAGTA GCTCTCCACT AAATA 325
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(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 21:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 341 pares de bases

E

¢
{

B} TIPO: &cido nucleico
{C)} ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D} TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendmico)

(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 21:

CATTTATGGT TTCTCACCTG CCATTCTGAT AGTGGATTCT TGGGAATTCA GGCTTCATTT 60
GGATGCTCCG TTAAAGCTTG CTCCTTCATG TICTTGCTTC TICCTAGGAG CCAGCACCGC 120
TCTTTGACCT TGCCATGCTT GCCTTAGATA GTCCAGAGAG TGGCTGGACA GAGGAAGATG 180
GTCCCAAAGA AGGACTTGCT GAATACATTG TTGAGTTTCT GAAGAAGAAG GCTGAGATGC 240
TTGCAGACTA TTTCTCTTTC GAAATTGATG AGGTGTGACA GCCATTCITA TACTICTGIT 300
GTATTCTCCA RATRAAATTT CCAGCCGGGT GCATTGGCTCA 341

(2) INFORMAGAO PARA A SEQ ID NO: 22:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 260 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN A (gendmico)
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 22:

CAGATAGGAG GCACAAGGCC TGGGABAGGC ACTGGAGAAA TGGGATTTGT TTAAACTATG 60
ACAGCATTAT TTCTTGTTCC CTTGTCCTIT TTCCTGCAAG CAGGAAGGGA ACCTGATTGG 120
ATTACCCCTIT CTGATTGACA ACTATGTGCC CCCTTTGGAG GGACTGCCTA TCTTCATTCT 180
TCGACTAGCC ACTGAGGTCA GTGATCAAGC AGATACTAARG CATTTCGGTA CATGCATGTG 240

TGCTGGAGGG AAAGGGCAAA 260
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Ser

Pro

Glu Pro

Glu Ser
595

Glu Tir Ile

Tir

625

Leu

Ile

Fen

Gln

Pro

705

Tir

Asp

610

Fen Ser

Leu Ile

Leu Arg

Glu Ser

675

Tir Ile

690

Gli Ser

Lis Ala

Gli Asn

Fen Glu Arg

(2)

755

Ala

580

Gli

Val

Leu

Asp

Leu

660

Leu

Ser

Ile

Leu

ITle

740

Cis

565

Pro Leu Fen

Trp Tre Glu

Glu Fen Leu

615

Glu Ile Asp
630

Asn Tir Val

Ala Tre Glu

Ser Lis Glu

Glu Glu Ser
695
Pro Asn Ser
710
Arg Ser His
725
Leu Gln Leu

Asp

Glu

600

Lis

Glu

pro

Val

Cis

680

Tre

Trp

Ile

Ala

Leu

585

Asp

Lis

Glu

Pro

Asn

665

Ala

Leu

Lis

Leu

Asn

745

570
Ala

Gli

Lis

Gli

Leu

650

Trp

Met

Ser

Trp

Pro

730

Leu

INFORMATION PARA A SEQ ID NO: 6:

Met

Pro

Ala

Asn

635

Glu

Asp

Fen

Gli

Tre

715

Pro

pro

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

Leu Ala

Lis

Glu

620

Leu

Gli

Glu

Tir

Gln

700

Val

Lis

Asp

Glu

605

Met

Ile

Leu

Glu

Ser

685

Gln

Glu

His

Leu

COMPRIMENTO: 397 pares de bases

TIPO: acido nucleico
ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendmico)

Leu

590

Gli

Leu

Gli

Pro

Lis

670

Ile

Ser

His

Fen

Tir

750

575
Asp

Leu

Ala

Leu

Ile

Glu

Arg

Glu

Ile

Tre

735

Lis

Ser

Ala

Asp

Pro

640

Fen

Cis

Lis

Val

Val

720

Glu

Val
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(xi) DESCRIGAQ DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 6:

TGEGCTGGATG
CCTGRAGGCA
CGTTCGTGGEC
GGGAAGTTAT
GCAGTCGAGC
GGRCACGCCT
GCOCGGTTCC

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 7:

CTRAGCTACAR
CTTCCGTTGA
AGGGGTTATT
CCAGCGGCCA
CGGGCTCACT
CTTTCCCLCGG

CTACGTGCCA

GCTGAAGGAA
GCATCTAGAC
CGGCGGCTGG
GCTARTGCTA
TAAGGGCTAC
GCARGAGGCAT

GTTTCCTTGG CICTTCIGGC
ACGAGACAGT GGTGAACCGC
TCARAGAGAT GATTGAGARC
GACTTAACGG GCCGCGTCAC
GTACAGCGCR TGCCCACAAC

GRACGTGAGC ACGAGGCACT
GCCARAATGT
ATCGCGGCGE
TGGTACGGAS
TCAATGGCGC
GCCGGAGGCT

TAAGCCTTCT CCTTTTIC

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A)
(B)
(C)
(D)

COMPRIMENTO: 393 pares de bases
TIPO: acido nucleico

ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
TOPOLOGIA: linear

(1i) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendémico)

(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 7:

AAACACGTITA
ATTAAAATAT
AGTTTAGATG
ATTCAGATCC
GTTTGIGCGC
GATGGGAITT
ATTTGCGGGG

(2)

ATGAGGCACT
GTACATTAGA
CAAAATCCAC
AAGACAATGG
TTCAIGGAAG
TTTCACTGAA
CACTGTICAG

GAGGTGATTG 60

120
180
240
300
360
397

ATTGTTTGTA TTTGGAGTTT GTITATCATTG CTTGGCICAT 60

GTAGTTGCAG
AAGTATTCAA
CACCGGGATC
AGTCAGGACC
ARATTCAACA

ACTGATAAAT TATTTICTGT TTGATTIGCC
GIGATTGTTA AAGAGGGAGG CCTGAAGITG
AGGGIAAGTA AAACCTCAAA GTAGCAGGAT
TTTCICIGTT CTIGGAAACTA GGCTITTIGCA
CCAACAATAA ATATTTATTG AGTACCTATT

GGGATGTGIC AGT

INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 8:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A)
(B)

TIPO:

COMPRIMENTCO: 352 pares de bases

acido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples

120
180
240
300
360
3983
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(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 8:

TTTCCTGGAT TAATCAAGAA ATGGAATCA AAGAGATTTG GAAAATGAGT AACATGATTA 60

TTTACTCATC TTTTTGGTAT CTAACAGAAA GAAGATCTGG ATATTGTATG TGAAAGGIIC 120
ACTACTAGTA AACTGCAGTC CTTTGAGGAT TTAGCCAGTA TTTCTACCTA TGGCTTTCGA 180
GGTGAGGTAA GCTAAAGATT CAAGAAATGT GTAAAATATC CTCCTGTGAT GACATTGICT 240

GTCATTTIGTIT AGTATGTATT TCTCAACATA GATAARATAAG GTTTGGTACC TTTTIACTIGI 300

TAAATGTATG CAAATCTGAG CAAACTTAAT GAACTTTAAC TTTCAAAGAC ¢ 352

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 9:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

{A) COMPRIMENTC: 287 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 9:

TGGAAGCAGC GCAGATAAC CTTTCCCTTT GGTGAGGTGA CAGTGGGTGA CCCAGCAGIG 60
AGTTTTTCTT TCAGICTATT TTCTTTTCTT CCTTAGGCTT TGGCCAGCAT AAGCCATGIG 120
GCTCATGITA CTATTACAAC GAAAACAGCT GATGGAAAGT GTGCATACAG GTATAGTGCT 180

GACTTCTTTT ACTCATATAT ATTCATTCTG AAATGTATTT TGGGCCTAGG TCTCAGAGTA 240

ATCCTGTCTC AACACCAGTG TTATCITTGG CAGAGATCTIT GAGTACG 287

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO:10:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 336 pares de bases

(BY TIPO: acido nucleico
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(C} ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(DY TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendmico)
(xi) DESCRICAC DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 10:

TTGATATGAT TTTCTCTTTT CCCCTTGGGA TTAGTATCTA TCTCTCTACT GGATATTAAT 60
TTGTTATATT TTCTCATTAG AGCAAGTTAC TCAGATGGAA AACTGAAAGC CCCICCTAAA 120
CCATGTGCTG GCAATCAAGG GACCCAGATC ACGGTAAGAA TGGTACATGG GAGAGTAAAT 180
TGTTGAAGCT TTGTTTGTAT AAATATTGGA ATAAAAAATA AAATTGCTTC TAAGTTTTCA 240
GGGTAATAAT AAAATGAATT TGCACTAGTT AATGGAGGTC CCAAGATATC CTCTAAGCAA 300
GATAAATGAC TATTGGCITT TTGGCATGGC AGCCTG 336

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 11:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 275 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(CYy ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendmico)
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 11:

GCTTTTGCCA GGACCATCTT GGGTTTTATT TTCAAGTACT TCTATGAATT TACAAGAAAR 60
ATCAATCTTC TGTTCAGGTG GAGGACCTTT TTITACAACAT AGCCACGAGG AGAAAAGCTT 120
TAAARAATCC AAGTGAAGAA TATGGGAAAA TTTTGGAAGT TGTTGGCAGG TACAGTCCAA 180
RATCTGGGAG TGGGICICTG AGATTTGTCA TCAAAGTAAT GTGTTCTAGT GCTCATACAT 240
TGAACAGTTC CTGAGCTAGA TGGTGAAAARG TAAAA 275

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 12:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 389 pares de bases
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(B) TIPO: &cido nucieico
(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ 10 NO: 12:

CAGCAACCTA TAAAAGTAGA GAGGAGTCTG TGTTTTGACG CAGCACCTTT ACGCATTTTTA 60
TTTGGATGAA GTTTCTGCTG GTTTATTTTT CTGTGGGTAA AATATTAATA GGCTGTATGG 120
AGATATTTTT CTTTATATGT ACCTTTGTTT AGATTACTCA ACTCCACTAA TTTATTTAAC 180
TAAAAGGGGG CTCTGACATC TAGTGTGTGT TTTTGGCAAC TCTTTTCTTA CTCTTITGTIT 240
TTTCTTTTCC AGGTATTCAG TACACAATGC AGGCATTAGT TTCTCAGTTA AAAAAGTAAG 300
TTCTTGGITT ATGGGGGATG GTTTTGTTTT ATGAAAAGAA AAAAGGGGAT TTTTAATAGT 360
TTGCTGGTGG AGATAAGGTT ATGATGTTIT 389

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 13:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 381 pares de bases
{B) TIPO: &cido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendmico)
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 13:

ATGITTCAGT CTCAGCCATG AGACAATAAA TCCTTGTGTC TTCIGCTGIT TGTTTATCAG 60
CAAGGAGAGA CAGTAGCTGA TGTTAGGACA CTACCCAATG CCTCAACCGT GGACAATATT 120
CGCTCCATCT TTGGAAATGC TGTTAGTCGG TATGTCGATA ACCTATATAA AAAAATCTIT 180
TACATTTATT ATCTTGGTTT ATCATTCCAT CACATTATTT GGGAACCTIT CAAGATATTA 240
TGTGITGTTAA GAGTTIGCTT TAGICAMATA CACAGGCTTIG TITIATGCTIT CAGATTTGIT 300
AATGGAGTITC TTATTTCACG TAATCAACAC TTTCTAGCIG TATGTAATCT CCTAGATTCT 360
GTGGCGTGAA TCATGIGITC T 381

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 14:
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{i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

TIPO

ESTRUTURA HELICOIDAL:
TOPOLOGIA: linear

acido nucleico

COMPRIMENTO: 526 pares de bases

simples

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendmico)

(x1)

ACTGAGTAGC
GGATGGGTGG
ACCTCAAATG
CCTITGTGTTIT
TICAGAATICT
CCITCAAMAT
TACTCTTCAT
CCACAGGGAA
GGAGAAACCT

DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 14:

GTAGGTGGGT
GTGAATGGGT
GACCAAGTCT
TTAAATTCTG
CTITTCTAAT
GAATGGTTAC
CAACCGTAAG
TTTTATGGGA
CATGGCAAAG

GAGTGGGIGG
GAACAGACAA
TCGGCGCCCT
ATTCTTTIGT
AGAGAACTGA
ATATCCAATG
TTAAAAAGAA
CCATGGAAAA

GTGGGTGGGT GGGTGGATGG ATGGATGGGA 60

ATGGATeGAT
CATTTICACAA
AATCITIGAG
TAGARATTGG
CAAACTACTIC
CCACATGGGA
ATTTCTGAGT

GAATGGACAG
AGTTAGTITA
TTTIGAGIAT
ATGIGAGGAT
AGTGAAGAAG
AATCCACTCA
CCATAGGTTT

TTTGGTTTTA TTGGGAAGCA TGTATA

(2) INFORMAGCAO PARA A SEQ ID NO: 15:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

acido nucleico

TOPOLOGIA: linear

COMPRIMENTC: 434 pares de bases
TIPO:
ESTRUTURA HELICOIDAL: simples

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)
(xi) DESCRIGAC DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 15:

GCACAGGACG
TGGGAAGGAA
TTTCAAAAGC
AAAACCCTIAG
TGCATCTICT
CAGGAAACAC
GATTAAACAT

120
180
240
300
360
420
480
526

ATAGTGGGCT GCAAAGTGGC CACAGGTAAA GGTGCACCTT TCTTCCIGGG GATGTGATGT 60
GCATATCACT ACAGAAATGT CTTTCCTGAG GTGATGTCAT GACTTTGTGT GAATGTACAC 120

CTGIGACCIC ACCCCTCAGG ACAGTTTTGA ACTGGTTGCT TTCTTTTTAT TGTTTAGATC 180
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GTCTGGTAGA ATCAACTTCC TTGAGAAAAG CCATAGAAAC AGTGTATGCA GCCTATTTGC 240
CCAAAAACAC ACACCCATTC CTGTACCTCA GGTAATGTAG CACCAAACTC CTCAACCAAG 300
ACTCACAAGG AACAGATGTT CTATCAGGCT CTCCTCTTTG AAAGAGATGA GCATGCTAAT 360

AGTACAATCA GAGTGAATCC CATACACCAC TGGCARAAAGG ATGTTCTGTC CCTTCITACA 420

GGTACAAGGC

ACAG

434

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 16:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A)
(B)
(C)

(D)

COMPRIMENTO: 458 pares de bases
TIPO: Acido nucleico

ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendémico)

(x1i)

CTTACGCARAA
GAGCCTGAGG
CATATGIGGG
TGACAGTTTA
AGITCACTTIC
GCTCCIGGGC
GCTACTICTC
GTTAITTAGG

DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 16:

GCTACACAGC TCTTAAGTAG CAGTGCCAAT ATTTGAACA ACTCAGACTC 60

TTTTGACCAC TGTGICATCT GGCCICAAAT CTTCTGGCCA CCACATACAC 120

CTTTTTCTCC CCCTCCCACT ATCIAAGGTA ATTGT'TCTICT CTTATTTTCC 180
GAAATCAGTC CCCAGAATGT GGATGTTAAT GTGCACCCCA CAAAGCATGA 240
CTGCACGAGG AGAGCATCCT GGAGCGGGTG CAGCAGCACA TCGAGAGCAA 300

TCCAATTCCT CCAGGATGTA CTTCACCCAG GTCAGGGCGC TTCTCATCCA 360

TGGGGCCTTT GAAATGTGCC CGGCCAGACG TGAGAGCCCA GATTTITGCT 420

AACTTTITTTT GAAGTATTAC CTGGATAG 458

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 17:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

COMPRIMENTC: 618 pares de bases
TIPO: acido nucleico

ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
TOPOLOGIA: linear
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(1i) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendmico)
(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 17:

GATAATTATA
CTATACTICT
TTTTITTTTIT
AAATCCACAA
CACCAGATGG
AGCAAACCCC
AGTGGCAGGG
GerGCCAARA
AAGAGAGGAC
TCCTTTATITC
TCICTCTGCC

CCTCATACTA
TATTCTGAGT
TAATACAGAC
CAAGTCTGAC
TTCGTACAGA
TGTCCAGTCA
CTAGGCAGCA
ATCAGAGCTT
CTACTTCCAG
TGTAATARAA
GACTTCCC

GCTTCTTTCT
CICTCCACTA
TTTGCTACCA
CICGTCTTCT
TTCCCGGGAA
GCCCCAGGCC
AGATGAGGAG
GGAGCGGGAT
CAACCCCAGG
CTGCCTTCTA

TAGTACTGCT CCATTTGGGG ACCTGTATAT 60

TATATATATA
GGACTTGCIG
ACTTCTGGAA
CAGAAGCTIG
ATTGICACAG
ATGCITGAAC
ACAACAAAGG
TATGGCCTIT
ACTTIGGCIT

(2) INFORMAGAO PARA A SEQ ID NO: 18:

TATATATATA
GCCCCICTGG
GTAGTGATAA
ATGCATTICT
AGCATAAGAC
TCCCAGCCCC
GGACITCAGA
TGGGAAAAGT
TTCATGAATC

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

TIPO:
ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
TOPOLOGIA: linear

dcido nucleico

COMPRIMENTO: 478 pares de bases

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendmico)

TTTTTTTTTT
GGAGATGGTT
GGTCTATGCC
GCAGCCTCTG
AGATATTTCT
TGCTGAAGTG
AATGTCAGAG
ACAGCCTACC
ACTTGCATCT

(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 18:

CTGTGCTCCA CCACAGGICA

AAATCCAACC

CACAARATIT

TCCAGCTICTC TAGACCAGCC CAGAGAAGTT
GGCTAAGTTT AAAAACAAGA ATAATAATGA

CTTTTCTTCA TTCCAGAAAG AGACATCGGG AMAGATTCTGA
GCAGCTTGTA CCCCCCGGAG AAGGATICATT

ATTCCCGAAA
GTGTTTTGAG
GGCCTGCCTG

GGAAATGACT
TCTCCAGGAA
GGATGCATAG

GAAATTAATG

AGCAGGGACA

TGTGGAAATG

TGAGGGTACG

GGCCTCAACT GCCAAGGTTT TGGABATGGA
ATGTIGTCAG AGTGGCACTA CAGTTTTIGAT GGGCAAGCIC CTCTTCCTTT

GCTTGCTCCC
TCTGCACTTC
GTGGAAGATG
AACCTCACTA
TAAACGCTGT
GAAAGCAGTC

ACTAACCCAC

AATAGCATCA CCITAAAGAC AATTTTTGAT TGGGAQAAAR GGGAGAAAAT AATCICTG

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 19:

120
180
240
300
360
420
480
540
600
618

60
120
180
240
300
360
420

478
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(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 377 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D} TOPOLOGIA: linear

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 19:

CAGTTTTCAC CAGGAGGCTC AAATCAGGCC TTTGCTTACT TGGTGICTCT AGTICIGGTC 60
CCTGGTGCTT TGGTCAATGA AGTGGGGTTG GIAGGATTCT ATTACTTACC TGTTTTTITGG 120
TTTTATTTTIT TGITTTGCAG TTCTCCGGGA GATGITGCAT AACCACICCT TCGIGGGCTIG 180
TGTGAATCCT CAGTGGGCCT TGGCACAGCA TCAAACCAAG TTATACCTIC TCAACACCAC 240
CAAGCTTAGG TAAMATCAGCT GAGTGIGTGA ACAAGCAGAC CTACTACAAC AATCCTCCAC 300
GGAGCACAGG CACAAAAGCT AAGGAGAGCA CCATGAAGGT AGTTGGGAAG GGCACAGGCT 360
TTGGAGTCAG CACATGT 377

(2) INFORMAGCAO PARA A SEQ ID NO: 20:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 325 pares de bases
{B) TIPO: &cido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)
(xi) DESCRICAO DA SEQUANCIA: SEQ ID NO: 20:

CCCCTCGITG AAGCGTTGGA ATCCCACTCT TTGGAAGATT GYCTTAGACT CTTAACCAGA 60
TTCCACAGCC ACGCAGAACT ATGTCTGTCT CATCCATGTG TCAGGGATTA CGICTCCCAT 120
TTGTCCCAAC TGGTTGTATC TCAAGCATGA ATTICAGCTTT TCCTTAAAGT CACTTCATTT 180
TTATTTTCAG TGAAGAACTG TTCTACCAGA TACICATITA TGATTTTCCC AATITIGCTG 240
TTCTCAGGIT ATCGGTAAGT TTAGATCCTT TTCACTTICIG ACATTTCAAC TGACCGCCCC 300
GCAAACAGTA GCTCTCCACT AAATA 325
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(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 21:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 341 pares de bases
(B} TIPO: é&cido nucleilcc

{(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(1i) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 21:

CATTTATGGT TTCTCACCTG CCATTCTGAT AGTGGATTCT TGGGAATTCA GGCTTCATTT 60
GGATGCTCCG TTAAAGCTTG CTCCTTCATG TTCTTGCTTC TTICCTAGGAG CCAGCACCGC 120
TCTTTGACCT TGCCATGCTT GCCTTAGATA GTCCAGAGAG TGGCTGGACA GAGGAAGATG 180
GTCCCAAAGA AGGACTTGCT GAATACATTG TTGAGITICT GAAGAAGAAG GCTGAGATGC 240

TTGCAGACTA TTTCTCITTG GAAATTGATG AGGTGIGACA GCCATTCTTA TACTTCTGTIT 300

GIATTCTCCA AATAAAATTT CCAGCCGGGT GCATTGGCTICA 341

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 22:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 260 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN A (gendémico)
(¢i) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 22:

CAGATAGGAG GCACAAGGCC TGGGAAAGGC ACTGGAGAAA TGGGATTTGT TTAAACTATG 60
ACAGCATTAT TTICTTGTTCC CITGTCCTTIT TTCCTGCAAG CAGGAAGGGA ACCTGATIGG 120
ATTACCCCTT CTGATTGACA ACTATGIGCC CCCTTTGGAG GGACTGCCTA TCTTCATTCT 180

TCGACTAGCC ACTGAGGTCA GTGATCAAGC AGATACTAAG CATTTCGGTA CATGCATGTG 240

TGCTGGAGGG AAAGGGCAAA 260
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(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 23:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 34C pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendmico)
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 23:

CTATATCTTC CCAGCAATAT TCACAGICCG TTTACAGTTT TAACGCCTAA AGTATCACAT 60
TTCGTTTTT AGCTTTAAGT AGTCIGTGAT CTCCGTTTAG AATGAGAATG TTTAAATTCG 120
TACCTATTTT GAGGTATTGA ATTTCTTTGG ACCAGGTGAA TTGGGACGAA GAAAAGGAAT 180
GTTTTGAAAG CCTCAGTAAA GAATGCGCTA TGTTCTATTC CATCCGGAAG CAGTACATAT 240
CTGAGGAGTC GACCCTCTCA GGCCAGCAGG TACAGTGGTC ATGCACACIG GCACCCCAGG 300
ACTAGGACAG GACCTCATAC ATCTTAGGAG ATGAAACTIG 340

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 24:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 563 pares de bases
(B) TIPO: acidc nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN ({(gendémico)
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 24:

AATCCICTTG TGTTCAGGCC TGTGGATCCC TGAGAGGCTA GCCCACAAGA TCCACITCAA 60
BAGCCCTAGA TAACACCAAG TCTTTCCAGA CCCAGTGCAC ATCCCATCAG CCAGGACACC 120
AGTGTATGTT GGGATGCAAA CAGGGAGGCT TATGACATCT AATGTGITXT CCAGAGTGAA 180
GTGCCTGGCT CCATTCCAAA CTCCTGGAAG TGGACTGTGG AACACATTGT CTATAAAGCC 240
TTGCGCTCAC ACATTCTGCC TCCTAAACAT TTCACAGAAG ATGGAAATAT CCTGCAGCTT 300
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GCTAACCTGC CTGATCTATA CAAAGTGTTT GAGAGGTGTT AAATATGGTT ATTTATGCAC 360
TGIGGGATGT GTITCITCTTIT CTCTGTATTC CGATACAAAG TGTTGTATCA AAGTGIGATA 420
TACAAAGTGT ACCAACATRA GTGTTGGTAG CACTTAAGAC TTATACTTGC CTTCTGATAG 480
TATICCTITA TACACAGTGG ATTGATTATA AATAAATAGA TGTGTCTITAA CATAATTTCT 540
TATTTAATTT TATTATGTAT ATA 563

(2) INFORMAGCAO PARA A SEQ ID NO: 25:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A} COMPRIMENTO: 137 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 25:

CTTGGCTCTT CTGGCGCCAA AATGTCGTTC GTGGCAGGGG TTATTCGGCG GCTGGACGAG 60
ACAGTGGTGA ACCGCATCGC GGCGGGGGAA GTTATCCAGC GGCCAGCTAA TGCTATCAAA 120
GAGATGATTG AGAACTG 137

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 26:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 91 pares de bases
B

(
(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples

) TIPO: &cido nucleico
C
(D} TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNC
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 26:

TTTAGATGCA AAATCCACAA GTATTCAAGT GATTGTTAAA GAGGGAGGCC TGAAGTTGAT 60
TCAGATCCAA GACBATGGCA CCGGGATCAG G 91
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(2) INFORMACAC PARA A SEQ ID NO: 27:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 99 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(0) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 27:

AAMGAAGATC TGGATATTGT ATGTCAAAGG TTCACTACTA GTAAACTGCA GTCCTTTGAG 60
GATTTAGCCA GTATTTCTAC CTATGGCITT CGAGGTGAG 74

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 28:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 74 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
{(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples

(DO) TOPOLOGIA: linear

fii) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 28:

GCTTTIGGCCA GCATAAGCCA TGTGGCTCAT GTITACTATTA CAACGAAAAC AGCTGATGGA 60
AAGTGTGCAT ACAG 74

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 29:

(i} CARACTERISTICAS DA SEQUENCTA:

() COMPRIMENTO: 73 pares de bases
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(B) TIPO: é4cido nucleico
{C)} ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
{D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 29:

AGCAAGTTAC TCAGATGGAA AACTGAAAGC CCCTCCTAAA CCATGTGCTG GCAATCAAGG 60

GACCCAGATC ACG

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 30:

i

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 92 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(O) TOPOLOGIA: linear

(1i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 30:

73

GTGGAGGACC TTTTTTACAA CATAGCCACG AGGAGAAAAG CTTTAAAAAA TCCAAGTGAA 60

GAATATGGGA AAATTTTGGA AGTIGITGGC AG
(2} INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 31:
(1) CARACTERTSTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 43 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico
(C)y ESTRUTURA HELICOIDAL: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc

92
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(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 31:
GTATTCAGTA CACAR TGCAG GCATT AGTTT CTCAGTTAAA AAA 43
(2) INFORMAGCAO PARA A SEQ ID NO: 32:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 89 pares de bases
(B) TIPO: &cideo nucleico
(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 32:

CAAGGAGAGA CAGTAGCTGA TGTITAGGACA CTACCCAATG CCTCAACCGT GGACAATATT 60
CGCTCCATCT TTGGAAATGC TGTTAGTCG 89

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 33:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
{A) COMPRIMENTO: 113 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D} TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 33:

AGAACTGATA GAAATTIGGAT GTGAGGATAA AACCCTAGCC TTCAAAATGA ATGGTTACAT 60
ATCCAATGCA AACTACTCAG TGAAGAAGTG CATCTTCTTA CTCTTCATCA ACC 113

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 34:
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(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 94 pares de bases
(B} TIPO: &cido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:34:

ATCGTCTGGT AGAATCAACT TCCTTGAGAA AAGCCATAGA AACAGIGTAT GCAGCCTATT 60
TGCCCAAAAA CACACACCCA TTCCTGTACC TCAG 94

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 35:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 154 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples

(D) TOPCLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 35:

TITAGAAATC AGTCCCCAGA ATGTGGATGT TAATGTGCAC CCCACAAAGC ATGAAGTTCA 60
CITCCTGCAC GAGGAGAGCA TCCTGGAGCG GGTGCAGCAG CACATCGAGA GCAAGCTCCT 120
GGGCTCCAAT TCCTCCAGGA TGTACTITCAC CCAG 154

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 36:

(1) CARACTERISTICAS DA SEZQUENCIA:

(&) CCMPRIMENTO: 371 pares de bases
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{B) TIPO: &cido nucleico
(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D} TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:36:

ACTITTGCTAC CAGGACTIGC TGGCCCCTCT GGGGAGATGG TTAAATCCAC AACAAGTCTG 60
ACCICGICTT CTACTITCTGG AAGTAGTGAT AAGGTCTATG CCCACCAGAT GGTTCGTACA 120
GATTCCCGGG AACAGAAGCT TGATGCATTT CTCGCAGCCTC TGAGCAAACC CCTGTCCAGT 180
CAGCCCCAGG CCATTGICAC AGAGGATAAG ACAGATATTT CTAGTGGCAG GGCTAGGCAG 240
CAMGATGAGG AGATGCTTGA ACTCCCAGCC CCTGCTGAAG TGGCTGCCAA AAATCAGAGC 300

TTGGAGGGGG ATACAACAAR GGGGACTTCA GAAATGTCAG AGAAGAGAGG ACCTACTTCC 360

AGCAACCCCA G 371

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 37:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A} COMPRIMENTO: 149 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii} TIPC DE MOLECULA: ADNc
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 37:

AAAGAGACAT CGGGAAGATT CTGATGTGGA AATGGTGGAA GATGATTCCC GAAAGGABRAT 60

GACTGCAGCT TGTACCCCCC GGAGAAGGAT CATTAACCTC ACTAGTGTTT TGAGTCTCCA 120

GGAAGARATT AATGAGCAGG GACATGAGG 149

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 38:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 109 pares de bases
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(B) TIPO: Acido nucleico
(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MCLECULA: ADNc
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 38:

TTCTCCGGGA GATGTTGCAT AACCACTCCT TCGIGGGCTG TGTGAATCCT CAGTGGGCCT 60
TGCCACAGCA TCAAACCAAG TTATACCITC TCAACACCAC CAAGCTTIAG 109

(2) INFORMAGCAO PARA A SEQ ID NO: 39:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 64 pares de bases
(B) TIPO: Aacido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D} TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 39:

TGAAGAACTG TTCTACCAGA TACTCATTTA GATTTTGCC AATTTIGGTG TTCTCAGGTIT 60
ATCG 64

(2) INFORMACAC PARA A SEQ ID NO: 40:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A} COMPRIMENTO: 165 pares de bases
(BY TIPO: Acidc nucleico
(C}y ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc
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(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 40:

GAGCCAGCAC CGCTCTTTGA CCTTGCCATG CTTGCCTTAG ATAGICCAGA GAGIGGCIGG 60
ACAGAGGAAG ATGGTCCCAA AGAAGGACTT GCTGAATACA TTGTIGAGTT TCTGAAGAAG 120
AAGGCTGAGA TGCTTIGCAGA CTATTICTCT TIGGAAATTO ATGAG 165

(2) INFORMACAQC PARA A SEQ ID NO: 41:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A} COMPRIMENTC: 93 pares de bases
{B) TIPO: acido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 41:

GAAGGGAACC TGATTGGATT ACCCCTICTG ATTGACAACT ATGTGCCCCC TTTGGAGGGA 60
CTGCCTATCT TCATTCTTCG ACTAGCCACT GAG 93

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 42:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 114 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples

(D) TCPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 42:

GIGAATTGGG ACGAAGAAAA GGAATGTTTT GAAAGCCTCA GTAAAGAATG CGCTATGTTC 60
TATTCCATCC GGAAGCAGTA CATATCTGAG GAGTCGACCC TCTCAGGCCA GCAG 114
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(2) INFORMAGCAO PARA A SEQ ID NO: 43:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 360 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
{D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADNc
(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 43:

AGTGAAGTGC CTGGCTCCAT TCCAAACTCC TGGAAGTGGA CTGTGGAACA CATTGTCTAT 60
AAAGCCTTGC GCTCACACAT TCTGCCTCCT AAACATTTCA CAGAAGATGG ARATATCCTG 120
CACCTTGCTA ACCTGCCTGA TCTATACAAA GTCTTTGAGA GGTGTTAAAT ATGGTITATTT 180
ATGCACTGIG GGATGTGTTC TICTITCTCT GTATTCCGAT ACAARGTGTT GTATCAAAGT 240
GTGATATACA AAGIGTACA ACATAAGTGT TGGTAGCACT TAAGACTTAT ACTTCCCITC 300
TGATAGTATT CCTTTATACA CAGIGGATTG ATTATAAATA AATAGATGTG TCTTAACATA 360

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 44:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A} COMPRIMENTO: 19 pares de bases
(B} TIPO: &cido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: misc_feature
(B) LOCALIZACAO: 1

(D) OUTRA INFORMACAO: / nota = T"iniciadores

dirigidos ao ADN do intrdo gendmico"
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(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 44:
AGGCACTGAG GTGATTGGC 19
(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 45:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 19 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) ESTRUTURA HELICCIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ix) CARACTERTISTICA:
(A) NOME/CHAVE: misc_feature
(B) LOCALIZACAO: 1
(0) OUTRA INFORMAGCAO: / nota= " iniciadores

dirigidos ao ADN do intrdo genémico "

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 45:
TCCTAGCCCTTAAGTGAGC 19

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 46:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
{A) COMPRIMENTO: 22 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico
(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ix) CARACTERISTICA:



(A) NOME/CHAVE: misc_feature
(B) LOCALIZACAO: 1
(O} OUTRA INFORMACAO: /nota= "iniciadores
dirigidos ao ADN do intrdo gendmico "
(xi) DESCRIGCAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 46:
AATATGTACA TTAGAGTAGT TG 22
(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 47:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 19 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: misc feature
(B) LOCALIZACAO: 1
(O) OUTRA INFORMACAO: / nota= "iniciadores

dirigidos ao ADN do intrdo gendmico "

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 47:
CAGAGAAAGG TCCTGACTC 19

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 48:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

{A) COMPRIMENTO: 22 pares de bases

(B) TIPO: &cido nucleico
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(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: misc_ feature

(B) LOCALIZACAO: 1
(O) OUTRA INFORMACAO: / nota= " iniciadores

L

dirigidos ao ADN do intrdo gendmico
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 48:
AGAGATTTGG AAAATGAGTA AC 22
(2) INFORMAQAO PARA A SEQ ID NO: 49:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 19 pares de bases
(B} TIPO: &cido nucleico
(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: misc feature

(B) LOCALIZACAO: 1
(O) OUTRA INFORMACAO: / nota= "iniciadores

”

dirigidos ao ADN do intrdo gendmico

(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 49:

ACAATGTCAT CACAGGAGG 19
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(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 50:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOME/CHAVE: misc_ feature
(B) LOCALIZACARO: 1
(O) OUTRA INFORMACAO: /  nota=

dirigidos ao ADN do intrdo gendmico"

"iniciadores

(xi) DESCRIGAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 50:

AACCTTTCCC TTTGGTGAGG 20

(2) INFORMAGAO PARA A SEQ ID NO: 51:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases
(B} TIPO: &cido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOME/CHAVE: misc_feature
(B) LOCALIZACAO: 1
(0O) OUTRA INFORMACAO: / nota=

dirigidos ao ADN do intrdo gendmico”

"iniciladores
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(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 51:
GATTACTCTG AGACCTAGGC 20

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 52:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 22 pares de bases
(B} TIPO: &cido nucleico
(C} ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPCLOGIA: linear

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: misc feature
(B) LOCALIZACAO: 1
(O) OUTRA INFORMACAO: / nota= '"iniciadores

dirigidos ao ADN do intrdo gendmico”

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 52:
GATTTTCTCT TTTCCCCTIG GG 22

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 53:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 23 pares de bases
(B} TIPO: &cido nucleico
{C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOME/CHAVE: misc_feature
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(B) LOCALIZACAO: 1
(O) OUTRA INFORMACAO: / nota= T"iniciadores

dirigidos ao ADN do intrdo gendmico”

(xi) DESCRICAC DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 53:
CARACAAAGC TTCAACAATT TAC 23

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 54:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 26 pares de bases
(BY TIPO: acido nucleico
(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: misc feature
(B) LOCALIZACAO: 1
(0) OUTRA INFORMAGCAO: / nota= "iniciadores

dirigidos ao ADN do intrdo gendmico"

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 54:
GGGTTTTATT TTCAAGTACT TCTATG 26

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 55:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 26 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLCGIA: linear
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(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: misc feature
(B) LOCALIZACAO: 1
(O) OUTRA INFORMACAO: / nota= "iniciadores

dirigidos ao ADN do intr&o gendémico"

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NC: 55:
GCTCAGCAAC TGTTCAATGT ATGAGC 26

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 56:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
{A) COMPRIMENTO: 18 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
{C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: misc_ feature
(B} LOCALIZACAO: 1
(O) OUTRA INFORMACAO: / nota= "iniciadores

dirigidos ao ADN do intrdo gendmico"

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 56:
CTAGTGTGTG TTTTTGGC 18

(2) INFORMAGCAO PARA A SEQ ID NO: 57:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A} COMPRIMENTO: 18 pares de bases
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(B) TIPO: Acido nucleico
(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: misc_feature
(B) LOCALIZACAO: 1
(O) OUTRA INFORMACAO: / nota= "iniciadores

dirigidos ao ADN do intrdc gendmico"

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 57:
CATAACCTTA TCTCCACC 18

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 58:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 23 pares de bases
{B) TIPO: acido nucleico
(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: misc feature
(B) LOCALIZACAO: 1
(0) OUTRA INFORMACAO: / nota= "iniciadores

dirigidos ao ADN do intr&o gendémico"

(xi) DESCRICAC DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 58:
CTCAGCCATG AGACAATAAA TCC 23

(2) INFORMAGAC PARA A SEQ ID NO: 59:
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(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(ix)

(R} COMPRIMENTO: 21 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

CARACTERISTICA:

(A) NOME/CHAVE: misc_feature
(B) LOCALIZACAO: 1
(O) OUTRA INFORMAGAO: / nota=

dirigidos ao ADN do intr&o gendmico"

"iniciadores

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 59:
GGTTCCCRAA TAATGTGATG G 21

(2) INFORMAGCAO PARA A SEQ ID NO: 60:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(ix)

(A) COMPRIMENTO: 18 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D} TOPOLOGIA: linear

CARACTERISTICA:

(A) NOME/CHAVE: misc feature
(B) LOCALIZACAO: 1
(0) OUTRA INFORMACAO: / nota=

dirigidos ao ADN do intrdo gendémico"

"iniciadores

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 60:
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CAAAAGCTTC AGARATCTC 18

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 61:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A} COMPRIMENTO: 23 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOME/CHAVE: misc feature
(B) LOCALIZACAOC: 1
(0) OUTRA INFORMACAO: / nota=

dirigidos ao ADN do intrdo gendémico"

"iniciadores

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 61:

CTGTGGGTGT TTCCTGTGAG TGG 23
(2) INFORMAQAO PARA A SEQ ID NO: 62:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: Z4 pares de bases
(B} TIPO: &cidc nucleico
(Cy ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPQLOGIA: linear

(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOME/CHAVE: misc_feature
(B) LOCALIZACAO: 1
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(O) OUTRA INFORMACAO: / nota= "iniciadcres

dirigidos ao ADN do intrdoc gendmico"

(xi) DESCRICAC DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 62:
CATGACTTTIG TGTGAATGTA CACC 24

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 63:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 24 pares de bases
(B) TIPO: A&cido nucleico
(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
{D) TOPOLOGIA: linear

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: misc feature
(B) LOCALIZAQAO: 1
(0) OUTRA INFORMACAO: / nota= "iniciadores

dirigidos ao ADN do intrdo gendémico"

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 63:
GAGGAGAGCC TGATAGAACA TCTG 24

(2) INFORMACAO PRRA A SEQ ID NO: 64:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A} COMPRIMENTO: 20 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
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(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOME/CHAVE: misc feature
(B) LOCALIZAGAO:
(0) OUTRA INFORMACAO: / nota=

dirigidos ao ADN do intrdoc gendmico"

"iniciadores

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 64:

GGGCTTTTTC TCCCCCTCCC 20

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 65:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 18 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico
{C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOME/CHAVE: misc_feature
(B) LOCALIZACAO: 1
(0) OUTRA INFORMACAO: / nota=

dirigidos ao ADN do intrdo gendmico"

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 6

AABRATCTGGG CTCTCACG 18

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 66:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTC: 19 pares de bases

"iniciadores
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(x1)

{B) TIPO: &cido nucleico
(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

CARACTERISTICA:

(A) NOME/CHAVE: misc feature

(B} LOCALIZACAO: 1

(0) OUTRA INFORMAGCAO: / nota= "iniciadores

dirigidos ao ADN do intrdo gendmico”

DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 66:

AATTATACCT CATACTAGC 19

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 67:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

{ix)

(x1)

(A) COMPRIMENTO: 23 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

CARACTERISTICA:

(A) NOME/CHAVE: misc_feature

(B} LOCALIZACAO: 1

(0) OUTRA INFORMACAQO: / nota= "iniciadores

dirigidos ao ADN do intrdo gendmico"

DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 67:

GTTTTATTRC AGAATAAAGG AGG 23

(2) INFORMACAC PARA A SEQ ID NO: 68:
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(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A} COMPRIMENTO: 19 pares de bases
B

(
(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples

) TIPO: &cido nucleico

(D) TOPOLOGIA: linear

(ix) CRRACTERISTICA:

(A) NOME/CHAVE: misc_feature
(B) LOCALIZACAO: 1

(0) OUTRA INFORMACAO: / nota= "iniciadores

dirigidos ao ADN do intrdc gendmico"

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 68§:
AAGCCARAGT TAGAAGGCA 19

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 69:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTQO: 20 pares de bases
(B TIPO: &cido nucleico
(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOME/CHAVE: misc_ feature
(B) LOCALIZACAO: 1

(O) OUTRA INFORMACAO: / nota= "iniciadores

dirigidos ao ADN do intrao gendmico”

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 69:



TGCAACCCAC AAAATTTGGC 20

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 70:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(ix)

(A} CCMPRIMENTO: 20 pares de bases
(B} TIPO: &cido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
{D) TOPOLOGIA: linear

CARACTERTSTICA:

(AR) NCOME/CHAVE: misc_feature
(B) LOCALIZACAO: 1
(0O) OUTRA INFORMAGAO: / nota=

dirigidos ao ADN do intrdo genémico"

"iniciadores

(xi) DESCRIGCAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 70:

CTTTCTCCA TTTCCAAAACC 20

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 71:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(1x)

(A) COMPRIMENTO: 18 pares de bases
(B} TIPO: &cido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

CARACTERISTICA:

(A) NOME/CHAVE: misc feature
(B) LOCALIZAGAO: 1
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(O) OUTRA INFORMACAC: / nota= "iniciadores

dirigides ao ADN do intrdoc gendémico”

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 71:
TGGTGTCTCT AGTTICIGG 18

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 72:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases
(BY TIPO: acido nucleico
(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: misc feature
(B) LOCALIZACAO: 1
(0) OUTRA INFORMACAO: / nota= "iniciadores
dirigidos ao ADN do intrdo gendmico”
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 72:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases
(By TIPO: acide nucleico
(C) ESTRUTURA HELICOTIDAL: simples
(d) TOPOLOGIA: linear

(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOME/CHAVE: misc feature
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(B) LOCALIZACAO: 1
(O) OUTRA INFORMAGCAO: / nota=

dirigidos ao ADN do intrdo gendmico"

(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:72:
CATTGTTGTA GTAGCTCTGC 20

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 73:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 18 pares de pases
(B) TIPO: Acido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOME/CHAVE: misc_feature
(B) LOCALIZAQAO: 1
{0} OUTRA INFORMAQAO: /  nota=

dirigidos ao ADN do intrdoc gendémico"

"inicladores

"iniciadores

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 73:

CCCATTTGTC CCAACTGG 18

(2) INFORMACAO PARAR A SEQ ID NO: 74:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A} COMPRIMENTO: 19 pares de bases

(B) TIPO: &cido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
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(1x)

(D) TOPOLOGIA: linear

CARACTERISTICA:

(A) NOME/CHAVE: misc_feature
(B) LOCALIZACARO: 1
(O) OQUTRA INFORMACAO: / nota=

dirigidos ao ADN do intrdc gendémico"

"inicladores

(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 74:

CGGTCAGTTG AAARTGTCAG 19

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 75:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(ix)

(A) COMPRIMENTO: 22 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOTDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: misc feature

(B) LOCALIZAGAO: 1
(0) OUTRA INFORMACAO: / nota=

dirigidos ao ADN do intrac gendémico"

"iniciadores

(xi) DESCRICAC DA SZQUENCIA: SEQ ID NO: 75:

CATTTGGATG CTCCGTTARAA GC 22

(2) INFORMAGCAC PARR A SEQ ID NO: 7e6:

(i) CRRACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
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(A) COMPRIMENTO: 23 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOME/CHAVE: misc_feature
(B} LOCALIZACAO: 1
(0)  OUTRA INFORMACAO: / nota= '"iniciadores

dirigidos ao ADN do intrdo gendémico"

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 76:
CACCCGGCTG GAAATTTTAT TIG 23

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 77:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 22 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico
(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: misc feature
(B) LOCALIZACAC: 1
(O) OUTRA INFORMACAO: / nota= "iniciadores

dirigidos ac ADN do intrdo gendmico"

(x1) DESCRIGCAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 77:
GGAANGGCAC TGGAGARATG GG 22

129



(2) INFORMAGCAO PARA A SEQ ID NO: 78:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

{A) COMPRIMENTO: 25 pares de bases
(B) TIPC: &acido nucleico

(C} ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOME/CHAVE: misc feature
(B) LOCALIZACAO: 1
(O) OUTRA INFORMACAO: / nota=

dirigidos ao ADN do intrdo gendmico"

"inicliadores

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 78:

CCCTCCAGCA CACATGCATG TACCG 25

(2) INFORMAGAO PARA A SEQ ID NO: 79:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOME/CHAVE: misc_feature
(B} LOCALIZAC@O: 1
(O) CUTRA INFORMACAO: / nota=

dirigidos ao ADN do intrdo gendmico"

"iniciadores
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(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 79:
TAAGTAGTCT GTGATCTCCG 20

[#¢]
L)

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO:
(i) CBRACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A} COMPRIMENTO: 18 pares de bases
(By TIPO: acido nucleico
(C} ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
{(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: misc feature
(B) LOCALIZACAO: 1
(O} OUTRA  INFORMACAO: /  nota= "iniciadores

dirigidos ao ADN do intrdo gendmicc”

(xi) DESCRICAC DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 80:
ATGTATGAGG TCCTGTCC 18

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 81:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A} COMPRIMENTO: 18 pares de bases
(R) TIPO: acido nucleico
(C} ESTRUTURA HELICCIDAL: simples
{D) TOPOLOGIA: linear

(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOME/CHAVE: misc feature
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(x1)

(B) LOCALIZACAO: 1
(O) OUTRA INFORMAGCAO: / nota= "iniciadores

dirigidos ao ADN do intr&o gendmico”

DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 81:

GACACCAGTG TATGTTGG 18

(2) INFORMACAO PARAR A SEQ ID NO: 82:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

CARACTERISTICA:

(A) NOME/CHAVE: misc feature
(B) LOCALIZACAO: 1
(O) OUTRA INFORMACAO: / nota= "iniciadores

dirigidos ao ADN do intrdo gendmico”

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 82:
GAGAAAGAAG AACACATCCC 20

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NC: 83:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A} CCMPRIMENTC: 38 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D} TOPOLOGIA: linear
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(ix) CARACTERISTICA:
(AY NOME/CHAVE: misc feature
(B) LOCALIZACAO: 1
(O) OUTRA INFORMACAO: / nota= "iniciadores

dirigidos ao ADN do intrdo gendmico"

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 83:
TGTAAAACGA CGGCCAGTCA CTGAGGIGAT TGGCTGAA 38

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 84:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A} COMPRIMENTO: 19 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico
(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: misc feature
(B) LOCALIZACAQO: 1
(0) OUTRA INFORMACAO: / nota= T"iniciadores

dirigidos ao ADN do intrdo gendmico"

(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 84:
TAGCCCTTAA GTGAGCCCG 19

(2) INFORMAGCAO PARA A SEQ ID NO: 85:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A} COMPRIMENTO: 38 pares de bases
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{BY TIPO: &cido nucleico
(C} ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D} TOPOLOGIA: linear

CARACTERISTICA:

(ix)
(A) NOME/CHAVE: misc_ feature
(B) LOCALIZACAO: 1
(O) OUTRA INFORMACAO: / nota= "iniciadores
dirigidos ao ADN do intrdo gendmico"

(xi) DESCRICAC DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 85:

TGTAAARACGA CGGCCAGTTA CATTAGAGTA GTTGCAGA 38

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 86:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 19 pares de bases
{B) TIPO: acido nucleicc
(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: misc feature
(B) LOCALIZACAO: 1
(O) OQUTRA INFORMACAOC: / nota= "iniciadores
dirigidos ao ADN do intrdo gendémico"

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 86:

AGGTCCTGAC TCTTCCATG 19

(2) INFORMACAQ PARA A SEQ ID NO: 87:
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(i} CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(ix)

(A) COMPRIMENT(C: 40 pares de bases
(B} TIPO: é&cide nucleico

(C} ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D} TOPOLOGIA: linear

CARACTERISTICA:

(A) NOME/CHAVE: misc feature
(B) LOCALIZAGAO: 1
(O) OUTRA INFORMAGCAO: / nota=

dirigidos ao ADN do intrdo gendmico"

"iniciadores

(x1) DESCRICAQO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 87:
TGTAAAACGA CGGCCAGTTT GGAAAATGAG TAACATGATT 40

(2) INFORMAGAO PARA A SEQ ID NO: 88:

LAY

(1)

(ix)

CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 19 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: misc feature

(B) LOCALIZAGAO: 1
(0) QUTRA INFORMAGCAO: / nota=

dirigidos ao ADN do intrdoc gendmico"

"inicladores

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 88:
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TGTCATCACA GGAGGATAT 19

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 89:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 38 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOME/CHAVE: misc feature
(B) LOCALIZACAO: 1
(0) OUTRA INFORMACAO: / nota=

dirigidos ao ADN do intrdoc gendmico"

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 89:

TGTARAACGA CGGCCAGTCT TTCCCTTTGG TGAGGTGA
(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 90:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
{C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D} TOPOLOGIA: linear

(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOME/CHAVE: misc_feature
(B) LOCALIZACAO: 1

"iniciadores

38
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(0) OUTRA INFORMACAO: / nota= T"iniciadores

dirigidos ao ADN do intrdo gendmico"

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 90:
TACTCTGAGA CCTAGGCCCA 20

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 91:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
{A) COMPRIMENTC: 40 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico
(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: misc feature
(B) LOCALIZACAO: 1
(O)  OUTRA  INFORMACAO: / nota= "iniciladores

dirigidos ao ADN do intrdo gendmico"

(xi) DESCRIGAC DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 91:
TGTAAAACGA CGGCCAGTTC TCTTTTCCCC TTGGGATTAG 40

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 92:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 23 pares de bases
{(B) TIPO: &4cido nucleico

{C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(DY TOPOLOGIA: linear
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(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOME/CHAVE: misc feature

(B) LOCALIZAGAO: 1
(0) OUTRA INFORMAGCAO:

/

dirigidos ao ADN do intrdoc gendmico"

nota=

"iniciadores

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 92:

ACARAAGCTTC AACAATTTAC TCT

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 92:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

23

(A} COMPRIMENTO: 46 pares de bases

(B) TIPO: &cido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOME/CHAVE: misc feature

(B) LOCALIZACAO: 1
(O) OUTRA INFORMACAO:

dirigidos ao ADN do intrdoc gendmico”

/

nota=

"iniciadores

(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 93:
TGTARRACGA CGGCCAGTGT TTTATTTTCA AGTACTTCTA TGRATT 46

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 94:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

() COMPRIMENTO: 26 pares de bases
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(BY TIPO: &acido nucleico
(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

CARACTERISTICA:

(A) NOME/CHAVE: misc feature
(B} LOCALIZACAQ: 1
(O) OUTRA INFORMACAO: / nota=

dirigidos ao ADN d¢ intrdo gendmico"

"iniciadores

(xi) DESCRIGAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 94:
CAGCAACTGT TCAATGTATG AGCACT 26

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 85:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(x1]

{A) COMPRIMENTO: 36 pares de bases
(B} TIPO: acido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLCGIA: linear

CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: misc feature

(B) LOCALIZACAO: 1
(0} OUTRA INFORMACAC: /  nota=

dirigidos ao ADN do intr&o gendmico"”

"iniciadores

DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NC: 95:

TGTAAAACGA CGGCCAGTGT GTGTGTITTTT GGCAARC

{(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 96:

36
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(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 18 pares de bases
(B) TIPO: &acido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D} TOPOLOGIA: linear

(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOME/CHAVE: misc feature
(B) LOCALIZAGAO: 1

(0) OUTRA INFORMACAO: / nota= "iniciadores

dirigidos ao ADN do intrao gendmico"

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 96:
AACCTTATCT CCACCAGC 18

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 97:
(i) CARACTERTSTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 41 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico
(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D} TOPOLOGIA: linear

(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOME/CHAVE: misc_feature
(B} LOCALIZAGAO: 1

(0) QUTRA INFORMACAO: / nota= "iniciadores

dirigidos ao ADN do intrdo gendmico"

(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 97:



fu—

TGTAAARCGA CGGCCAGTAG CCATGAGACA ATAAATCCTT G 4
(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 98:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
{A) COMPRIMENTO: 22 pares de bases
(B} TIPO: Acido nucleico
(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: misc_feature
(B) LOCALIZACAO: 1
(0) OUTRA  INFORMAGCAO: /  nota= "inicladores

dirigidos ao ADN do intr&oc gendémico"

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 98:
TCCCAAATAA TGTGATGGARA TG 22

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 99:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A} COMPRIMENTO: 37 pares de bases
(BY TIPO: Acido nucleico
(C) ESTRUTURA HELICQOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOME/CHAVE: misc_ feature
(B) LOCALIZACAO: 1
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(0) OUTRA  INFORMACAO: / nota= "iniciadores

dirigidos ao ADN do intr&c gendmico"

(x1i) DESCRICAC DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 99:
TGTRAAACGA CGGCCAGTAA GCTTCAGART CTCTTTIT 37

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 100:

(1) CARACTERTSTICAS DA SEQUENCTA:
(A) COMPRIMENTO: 23 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: misc feature
(B) LOCALIZACAO: 1
(0) OUTRA INFORMAGCAO: / nota= "iniciadores

dirigidos ao ADN do intrdo gendmico"

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 100:
TGGGTGTTTC CIGTGAGTGG ATT 23

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 101:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A} CCMPRIMENTO: 42 pares de bases
(B} TIPO: acido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
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{ix) CARACTERISTICA:
(R) NCME/CHAVE: misc feature
(B) LOCALIZACRO: 1
(O) OUTRA INFORMACAO: / nota= Tiniciadores

dirigidos ao ADN do intrdo gendmico"

{xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 101:
TGTRAAMACGAE CCGCCAGTAC TTTGTGTGAA TGTACACCTG TG 42

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 102:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 24 pares de bases
{B) TIPO: &cido nucleico
(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: misc feature
{B) LOCALIZACAC: 1
(O) OUTRA INFCRMACAO: / nota= T"iniciadores

dirigidos ac ADN do intrdo gendmico"

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 102:
GAGAGCCTGA TAGRACATCT GTTG 24

(2) INFORMAGCAOC PARA A SEQ ID NO: 103:

(1) CRRACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 39 pares de bases
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(B) TIPO: &cido nucleico
(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOME/CHAVE: misc feature
(B} LOCALIZARCAO: 1
(0) OUTRA INFORMACAO: / nota= "iniciadores

13

dirigidos ac ADN do intr&o gendmico

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 103:
TGTARAARACGA CGGCCAGTCT TTTTCTCCCC CTCCCACTA 39

(2) INFORMAQAO PARA A SEQ ID NO: 104:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 17 pares de bases
(By TIPO: &cido nucleico
(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: misc feature

(B) LOCALIZACAO: 1
(O) OUTRA  INFORMACAC: / nota= T"iniciadcres

"

dirigidos ao ADN do intrdo gendmico

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 104:
TCTGGGCTCT CACGTCT 17

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 105:

144



(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

COMPRIMENTO: 18 pares de bases

m

TIPO: &cido nucleico

——

o~

o O

et

ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
TOPOLOGIA: linear

(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOME/CHAVE: misc feature
(R) LOCALIZACAO: 1
(0) OUTRA INFORMACAO: / nota= "iniciadores

"

dirigidos ac ADN do intrdo gendmico

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 105:
CTTATTCTIGA GTCTCTCC 18

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 106:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 35 pares de bases
(B) TIPO: é&cido nucleico
(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: misc feature
(B) LOCALIZACAO: 1
(0) OUTRA INFORMACAO: / onota= "iniciadores

dirigidos ac ADN do intrdo gendmico "

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 106:
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TGTAAAACGA CGGCCAGTGT TTGCTCAGAG GCTGC 35

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 107:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(AR} COMPRIMENTO: 21 pares de bases
(B} TIPO: &cido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
{D}) TOPOLOGIA: linear

(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOME/CHAVE: misc feature
(B) LOCALIZACAO: 1
(O) OUTRA INFORMACAO: / nota= "iniciadores

dirigidos ao ADN do intrdo genémico "

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 107:
GATGSTTCGT ACAGATTCCC G 21

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 108:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 41 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TCPCLOGIA: linear
(ix) CBRACTERISTICA:

\ /

(A) NOME/CHAVE: misc feature
{B) LOCALIZAGCAO: 1
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(0) OUTRA INFORMACAO: / nota= "iniciadores

dirigidos ao ADN do intrdo gendmico "

(xi) DESCRIGCAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 108:
TGTAAAACGA CGGCCAGTTT ATTACAGAAT AAAGGAGGTA G 41

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 109:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCTA:
(A) COMPRIMENTO: 39 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico
(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: misc_feature
(B) LOCALIZACAO: 1
(0) OUTRA INFORMACAC: / nota= T"iniciadores

dirigidos ao ADN do intrdo genémico "

(xi) DESCRIGCAC DA SEQUENCIA: SZQ ID NO: 109:
TGTAARAACGA CGGCCAGTARA CCCACARAAT TTGGCTAAG 39

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID KO: 110:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(&) COMPRIMENTC: 20 pares de bases
(B} TIPO: &cido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
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(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: misc_feature

(B) LOCALIZACAO: 1
(O) OUTRR INFORMACAO: /  nota= M"iniciadores

A1

dirigidos ao ADN do intrdo gendmico

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 110:
TCTCCATTTC CAAAACCTTG 20

{2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 111:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 18 pares de bases
{(B) TIPO: &cido nucleico
(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: misc feature
(B) LOCALIZACAO: 1
(O) OUTRA INFORMACAO: / nota= T"iniciadores

dirigidos ao ADN do intrdoc gendmico "

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 111:
TGTCTCTAGT TCTGGTGC 18

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 112:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A} COMPRIMENTO: 38 pares de bases
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(B) TIPO: &4cido nucleico
(C) ESTRUTURA HELICCIDAL: simples
{D) TOPOLOGIA: linear

(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOME/CHAVE: misc feature
(B) LOCALIZACAOC: 1
(0) OUTRA INFORMACAO: / nota=

dirigidos aoc ADN do intrdo genédmico "

"iniciadores

(xi) DESCRIGAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 112:

TGTAAAACGA CGGCCAGTTG TTGTAGTAGC TCTGCTTG

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 113:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

{A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico

{C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOCLOGIA: linear

(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOME/CHAVE: misc feature
(B) LOCALIZACAO: 1
(0) OUTRA INFORMACAC: / nota=

dirigidos ao ADN do intrdo genbmico "

"iniciadores

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 113:

ATTTGICCCA ACTGGTTGTA 20

{2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 114:
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(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A} COMPRIMENTO: 39 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

{C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOME/CHAVE: misc_feature
(B) LOCALIZACAO: 1
(0) OUTRA INFORMACAO: / nota=

dirigidos ao ADN do intrdo gendmico "

"iniciadores

(xi) DESCRIGCAC DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 114:

TGTAARACGA CGGCCAGTTC AGTTGARATG TCAGAAGTG

(2) INFORMACAC PARA A SEQ ID NO: 115:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 18 pares de bases
{B) TIPO: acido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(iz) CARACTERISTICA:

(A} NOME/CHAVE: misc feature
(B) LOCALIZACAO: 1
(0} OUTRA INFORMACAO: / nota=

dirigidcs ac ADN do intrdo gendmico "

39

Yiniciadozres
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(xi) DESCRICAOC DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 115:
TGTRARACGA CGGCCAGT 18

(2) INFORMACAC PARA A SEQ ID NO: 116:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) CCMPRIMENTO: 23 pares de bases
(B) TIPO: &cidc nucleico
C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
D) TOPOLOGIA: linear
(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: misc feature
(B) LOCALIZACAC: 1
(0) OUTRA INFORMACAO: / nota= "iniciadores

dirigidos ao ADN do intriZo gendmico "

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 116:
CCGGCTGGAA ATTTTATTTG GAG 23

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 117:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A} COMPRIMENTO: 41 pares de bases
(BY TIPO: Acido nucleico
(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ix} CARACTERISTICA:

(A) NOME/CHAVE: misc_ feature
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(B) LOCALIZACAO: 1
(0) OUTRA INFORMACAO: / nota= ‘"iniciadores

dirigidos ao ADN do intrdc genémico "

(xi) DESCRICAC DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 117:
TGTAAAACGA CGGCCAGTAG GCACTGGAGA AATGGGATTTG 41

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 118:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A} COMPRIMENTO: 26 pares de bases
{B) TIPO: &cido nucleico
(C) ZSTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: misc_ feature
(B) LOCALIZACAO: 1
(O) OUTRA INFORMACAO: / nota= "iniciadores

dirigidos ao ADN do intrdo gendémico

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 118:
TCCAGCACAC ATGCATGTAC CGRAAT 26

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 119:
(i) CARACTERISTICAS DR SEQUENCIA:
(A) CCOMPRIMENTO: 20 pares de bases
(B} TIPC: &cido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TCPCLOGIA: linear
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(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOME/CHAVE: misc feature
(R) LOCALIZACAO: 1
(O} OUTRA INFORMRCAO: /  nota= "iniciadores

"

dirigidos ao ADN do intrdo gendémico

(xi) DESCRICAC DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 119:
GTAGTCTGTG ATCTCCGTTT 20

(2} INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 120:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 36 pares de bases
(B TIPO: Aacido nucleico
(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: misc_ feature

(B) LOCALIZACAO: 1
(0) OUTRA INFORMACAO: / nota= "iniciadores

L

dirigidos ao ADN do intrdo gendmico

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 120:
TGTARAACGA CGGCCAGTTA TGAGGTCCTIG TCCTAG 36

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 121:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A} COMPRIMENTO: 19 pares de bases



(B) TIPO: &cido nucleico
(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPCLOGIA: linear

CARACTERISTICA:

(A) NOME/CHAVE: misc feature
(B} LOCALIZACAO: 1
(0) QUTRA INFORMACAO: /  nota=

dirigidos ao ADN do intrao gendmico

"iniciadores

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 121:

ACCAGTGTAT GTTGGGATG 19

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 122:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

{ix)

(A) COMPRIMENTO: 39 pares de bases
(B) TIPO: A&cido nucleico

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
{D}) TOPOLOGIA: linear

CARACTERISTICA:

(A) NOME/CHAVE: misc_feature
(B) LOCALIZACAO: 1
(0) OUTRA  INFORMACAO: / nota=

dirigidos ao ADN do intr&o gendmico

"inicladores

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 122:

TGTAAARCGAR CGGCCAGTGA AAGAAGAACA CATCCCACA

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 123:
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Met

Ala

Met

Lis

Ile

65

Lis

Arg

Tre

Glu

Tre

145

Arg

Val

o

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A} COMPRIMENTO:
(B) TIPO:

770 amincacidos

aminoacido

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(1i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID N° 123:

Ser Leu

Ala Gl1i

Glu Asn

35
Glu Gli
50

Asn Lis
Leu Gln
Gli Glu
Tre Lis
115
Gli Lis
130
Tre Ile
Ala Leu

Gli Arg

Fen GIli
195

Arg Ile

5

Glu Ile
20

Ser Ile

Gli Ile

Ala Asp

Lis Fen
85
Ala Leu
100
Val Lis

Met Leu

Leu Val

Arg S3er
165

Tir Ala

180

Asp 3er

Lis Ala

Ile Ile

Asp Ala

Lis val
55

Leu Pro

70

Glu Asp

Ala Ser
Glu Asp
Glu Ser

135
Glu Asp
150

His Asn

Ile His

Asn Tir S

Leu

Ser

Asn

40

Leu

Ile

Leu

Ile

Arg

120

Pro

Leu

Asp Ala

10

Pro Val
25

Ala Tre

Gln Ile

Leu Cis

Ser Gln
90
Ser His
105
Cis Ala

Lis Pro

Fen Fen

Glu Tir

170
Lis Asp
185

Leu Ser

Ser

Asn

Met

Tre

Glu

75
Ile

Trp

Val

Asn

155

Ser

Ile

Val

Val Val Asn Lis

15
Ala Leu Lis Glu

30
Ile Asp Ile Leu
45

Asp Asn Gli Ser
€0

Arg Fen Tre Tre

Gln Tre Tir Gli
95

Ala Arg Val Tre

110
Arg Val Ser Tir
125

Ala Gli Lis Asp

140

Ile Pro Ser Arg

Lis Ile Leu Asp

175

Gli Fen Ser Cis
190

Lis Pro Ser Tir

205

Ile

Met

Val

Gli

Ser

80

Fen

Val

Ala

Gli

Leu

160

val

Lis

Tre
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500 505 510
Tre Ser Ilie Lis Lis Leu Arg Glu Lis Val Asp Asp Ser Ile His Arg
515 520 525
Glu Leu Tre Asp Ile Fen Ala Asn Leu Asn Tir Val Gli Val Val Asp
530 535 540
Glu Glu Arg Arg Leu Ala Ala Ile Gln His Asp Leu Lis Leu Fen Leu
545 550 555 560
Tle Asp Tir Gli Ser Val Cis Tir Glu Leu Fen Tir Gln Ile Gli Leu

565 570 575

Hel

Tre Asp Fen Ala Asn Fen Gli Lis Ile Asn Leu Gln Ser Tre Asn Val
580 585 590
Ser Asp Asp Ile Val Leu Tir Asn Leu Leu Ser Glu Fen Asp Glu Leu
595 600 605
Asn Asp Asp Ala Ser Lis Glu Lis Ile Ile Ser Lis Ile Trp Asp Met
610 615 620
Ser Ser Het Leu Asn Glu Tir Tir Ser Ile Glu Leu Val Asn Asp Gli
625 630 635 640
Leu Asp Asn Asp Leu Lis Ser Val Lis Leu Lis Ser Leu Pro Leu Leu
645 650 655
Leu Lis Gli Tir Ile Pro Ser Leu Val Lis Leu Pro Fen Fen Ile Tir
660 665 670
Arg Leu Gli Lis Glu Val Asp Trp Glu Asp Glu Gln Glu Cis Leu Asp
675 680 685
Gli Ile Leu Arg Glu Ile Ala Leu Leu Tir Tle Pro Asp Met Val Pro
690 655 700
Lis vVal Asp Tre Leu Asp Ala Ser Leu 3er Glu Asp Glu Lis Ala Gln
705 710 715 720
Fen Ile Asn Arg Lis Glu Mis Ile Ser Ser Leu Leu Glu Eis Val Leu
725 730 735
Fen Pro Cis Ile Lis Arg Arg Fen Leu Ala Pro Arg His Ile Leu Lis
740 745 750
Asp Val Val Glu Ile Ala Asn Leu Pro Asp Leu Tir Lis Val Fer Glu
755 760 765
Arg Cis
770

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 124:
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(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A)
(B)
()
(D)

(11i)

COMPRIMENTO:
TIPO:

amincécico

TCPOLOGIA: linear

64 aminodcidos

ESTRUTURA HELICOIDAL: simples

TIPO DE MOLECULA: Proteina

(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 124:

Val Asn Arg Ile Ala

Ala Gli Glu Val

1 5 10
Ile Lis Glu Met Ile Glu Asn Cis Leu Asp Ala Lis Fen Tre
20 25 30
Gln Val Ile Val Lis Glu Gli Gli Leu Lis Leu Ile Gln Ile
35 40 45
Asn Gli Tre Gli Ile Arg Lis Glu Asp Leu Asp Ile Val Cis
50 55 60
(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 125
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
{A) COMPRIMENTO: 64 aminocéacidos
{B) TIPO: aminocdcido
{C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: Proteina
(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 125

Val Asn Arg Ile Ala Ala Gli Glu Val Ile Gln Arg

1 3

10

Ile Gln Arg Pro Ala Asn Ala
15

Ser Ile

Gln Asp

Glu Arg

15

Pro Ala Asn Ala

Ile Lis Glu Met Ile Glu Asn Cis Leu Asp Ala Lis Ser Tre Ser Iie

20

25

30
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Gln Val Ile Val Lis Glu Gli Gli Leu Lis Leu Ile Gln Ile Gln Asp
35 40 45
Asn Gli Tre Gli Ile Arg Lis Glu Asp Leu Asp Ile Val Cis Glu Arg

50 55 60

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 126:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 52 aminoécidos
(B) TIPO: aminoacido

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D} TOPOLOGIA: linear

(i1) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 126

Pro Ala Asn Ala Tle Lis Glu Met Ile Glu Asn cis Leu Asp Ala Lis
1 5 10 15

Ser Tre Asn Ile GIn Val Val Val Lis Glu Gli Gli Leu Lis Leu Ile

20 25 30
Gln Ile Gln Asp Asn Gli Tre Gli Ile Arg Lis Glu Asp Leu Asp Ile
35 40 45
Val Cis Glu Arg
50

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 127:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A} COMPRIMENTO: 64 aminocacidos
(B} TIPO: aminoacido

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear
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(11}

TIPO DE MOLECULA:

Proteina

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 127

Val Asn

Leu Lis
Asp Ile

Gli
50

Asn

Tle Ala Ala Gli Glu Ile

5

Lis

Glu Met Met Glu Asn Ser Ile

20 25

Leu Val Lis Glu G1i Gli Ile

35 40

Ser 1is Ala Asp
55

Gli Ile Asn

(2) INFORMAGCAO PARA A SEQ ID NO:

Ile Ile Ser Pro Val Asn Ala
10 15
Asp Ala Asn Ala Tre Met Ile
30
Lis Val Leu Gln Ile Tre Asp
45
Leu Pro Ile Leu Cis Glu Arg

128:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(11)

TIPO: aminodcido

TOPOLOGIA: linear

TIPO DE MOLECULA:

COMPRIMENTO: 64 aminoacidos

ESTRUTURA HELICOIDAL: simples

Proteina

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 128

Val His Arg Ile Tre Ser Gli Gln Val

1

Val Lis Glu

Glu Ile

Asn Gli Asp

50

5
Leu Val Asp Asn Ser Ile
20 25
Ile
35

Fen Lis Asp Tir Gli Leu
40
Gli Ile Asp Pro Ser &sn

55

{2) INFORMAGCAO PARA A SEQ ID NO:

Tre Tre Ala
15

BAsn Gln Ile

0

Ile Tre Asp Leu
10
Asp Ala Asn Ala

{2}

Glu Ser Ile Glu
45

Cis Ser Asp

Tir Glu Fen Leu Ala Leu Lis

&0

129:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
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(3) COMPRIMENTO: 64 aminocacidos
(B) TIPO: aminoacido

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: Proteina
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCTIA: SEQ ID NO: 129

Ala Asn Gln Ile Ala Ala Gli Glu Vval Val Glu Arg Pro Ala Ser Val
1 5 10 15
Val Lis Glu Leu val Glu Asn Ser Leu Asp Ala Gli Ala Tre Arg Ile
20 25 30
Asp Ile Asp Ile Glu Arg Gli Gli Ala Lis Leu Ile Arg I[le Arg Asp
35 40 45
Asn Gli Cis Gli Ile Lis Lis Asp Glu Leu Ala Leu Ala Leu Ala Arg
50 55 60

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 130:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A} COMPRIMENTO: 64 aminoédcidos
(B) TIPO: aminoacido

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCTA: SEQ ID NO: 130

Ala Asn Gln Ile Ala Ala Gli Glu Val val Glu Arg Pro Ala Ser Val
1 5 10 15
Val Lis Glu Leu Val Glu Asn Ser Leu Asp Ala Gli ARla Tre Arg Val
20 25 30
Asp Ile BAsp Ile Glu Arg Gli Gli Ala Lis Leu Ile Arg Ile Arg Asp
35 40 45
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Asn Gli Cis Gli Ile Lis Lis Glu Glu Leu Ala Leu Ala Leu Ala Arg
50 55 60

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 131:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

{A) COMPRIMENTO: 64 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

{(C} ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: Proteina
(xi) DESCRICAC DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 131

Ala Asn Gln Ile Ala Ala Gli Glu Val Ile Glu Arg Pro Ala Ser Val
1 5 10 15
Cis Lis Glu Leu Val Glu Asn Ala Ile Asp Ala Gli Ser Ser Gln Ile
20 25 30
Tle Ile Glu Ile Glu Glu Ala Gli Leu Lis Lis Val Gln Ile Tre Asp
35 40 45
Asn Gli His Gli Ile Ala His Asp Glu Val Glu Leu Ala Leu Arg Arg
50 55 50

((2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 132:
(i) CRARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 2687 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico
(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples

(D} TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN (gendmico)
(xi) DESCRICAC DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 132
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CCATGGAGCG
GGAAGTCAGT
AGCAGTTAGT
ACTATGGAGT
TCCARGCCTT
AGGTTGRARC
TCACCATTTC
ATCGGARART
AGCAGTTATT
AGTATGCCAA
TARGTTCCAC

AGCTGAGAGC TCGAGTACAG AACCTGCTAA GGCCATCAAA CCTATTGAIC

CCATCAGATT TGCTCTGGGC AGGTGGTACT GAGTCTAAGC

AGRAAACAGT

GGATCTTATT
AACTCTCAAR

TTTTGGCTTT
TACCTGCCAC

TATCCAGAAR

TTCCACACTA
BAATGGTCCAG
CAATCAGCTT

GCCCAGCAT AAAGGRARAT
TTCTTTTGT TCAGCTGCCC
CGGATGCTCT CATAATCTT TTTTACATCT CAGGTTTCAT TTCACRATGC ACGCATGGAG 840

CITGGATCCTG CTGCCACTRA
GAAGTTTCAG ACAATGGATG

TATTGATCTA
TGGGGTAGH

CATCACACAT CTAAGATTCA AGAGTTTGCC
CGGGGGGAAG CTCTGAGCTC ACTTTGTGCA
GCATCGGCGA AGGTTGGAAC TCGACTCATG

ACCCCCTARCC CCCGCCCCAG AGGGACCACAR

ACTGCGGTAA
AAGCTTAAGE
GRAGARAACT
CACCTAACTC
CTGAGCGATG
TTTGATCACA

CTCARGCGTGC

CCTGTGCGCC ATAAGGAATT TCAAAGGRAT ATTAAGRAGG

GTCTTACATG CATACTGTAT CATTTCAGCA

GGCATCCGTG

600

GGACAAGGAA AACGACAGCC TGTIGGTATGC ACAGCTGGRA 660

ATCGGCTCTG TGTTTGGGCR GRRGCAGTTG CARAGCCTCA

CCTAGTGACT CCGTGTGTGA AGAGACGGT

TTAAGGAG TTCAACAGAC AGACAGTTTT
AGATCGTG AAGAGGICT
TAACATTTCT GTTGATTCAG AATGCGTTGA TATCAATGTT ACTCCAGATA 1020

CAMGGTCTG
TTGTTGTTCT
AAAAGCARAT
TAGGRATGTIT
TTGARGGTAR
AGGATCARTC
TGCGAGAGGC
CAGAACCRAC
GTGCCATCTC
GACCCAGIGA
CCGTGGATTC
CGGCCAGCTC
CTGAAACTGA
GTAAATTTICG
ARARRAGRAGA
TGTCAGCCTC
TTTCTATGAG
EAGGGGAACA
CCGAAGATGA
GTCAGTTTAR
AGCATGCCAC
GGCAGAGGCT
TAGAARATCT
CAGTCARCTIGA
CCCAZGACGT
CTTCCCGAGT

TTGCTACAA
TGATAGTGAT
CTTAATRARAA
CCCTTCATTA
CTTTTCTCTT
RAGGAGCCCT
TGACAAAGGC
CCCTACGGAC
TGAGGGGTTC
CCCAGGGGAC
CGACTCTTTT
AGTTTTGCCT
AARTTCTTICC
TCAGGTTGAT
TTCTITAGCT
GAATTACAGG
ACTAAGRAAR
CCTGGGATTT
GGRCGAGRAG
CATRGCACCT
GGAAATATTT

BAGGGCTAAR

CGATGRACTG
CRAGCAGATG

GAGGAAAAGC
GTCARACAAGC
ATGCATGCARG
AGGACTGGAG
CGTCACACAA
CTAGGACAGA
GTCCTGAGAT
AGAGCGGAGG
AGCARTCCCAG
RGGGGCTCGC
TCRGATGTGG
CAGCCAACTA
AGTTCTGACA
TGAGCIGIGA
ARRCGAATAA
ARGTTTAGGG
GAGATAAGTA
ATARTAACCA
TATRACTTICG
CAGACTCTCA

TCTTTATCAL

ACCACATGTA

TTTTGTTGGC AGITTTARAG
TAAATGTCAG TCAGCAGCCA
CGGATTTGGA ARRGCCCATG

AAGAAAAARA
CAGAGARCAA
AAAGGGGTAT
CTCAGARAGA
TGGAGAAGGA
ACACGGGCARG

AGGAACATGT GGACTCTCAG GAGARAGCGC

CCGECGECCT
AATCGACAC

AGACGTGTCC
GCCTCACAGC
GCTGTCTTCT
GGCAGTGAGT
CTCGGGGCAC
TCACTGCAGC

CTGCTGGATG

TTGAGCTGTT

TGTGACCCAG
CAGTATCCAT

ATTTCCAGAC
CCRARGACTC
AGCACTTCAG
TCCAGTCACG
GGCAGCACTT
AGCGAGTATG

720
780

960
9€0

ACCTCTTITGA 1080
1140
GTAGRAAAGC 1200

1260
1320
1380
1440
1506
1560

1620

ACTGCCATTC AAACCAGGAA GATACCGGAT 1680
ATCTCGCAAC CCCAAACACA AAGCGTTTTA 1740
TTTGTCARAA GTTRGTARAT ACTCAGGACAR 1600

AARRTTRATAA
AGCACTTACA
CARAGATTTG
RARCGATGTT
BACTGAATGA
AGATGCTGCR
ACTTAACTGC

GRAAGTTGTG
TCATGRAGCA
TCCTGGAGAA
TGCAGARATG
GGATATCTTC
GCRGCACACC
TGTTAATGAA

CCCCTGCACT
CACCAAAGTG
AATCAAGCAG
GARATCATTG
ATAGTGGARCC
GTGCTCCAGG
GCTGTTCIGA

1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220

AGAARGAATGC CCTTTGATTT TGTTATCGAT GAARATGCTC 2280
TMARACTGG ACCTTCGGAC

CTGATTTCCT TGCCAACTAG

ATCTTCATGC
TTGCCTCCA

TGAGCGACAG
GAGCCTGCCG

CCCTGEGGETC

ATGIGCCECC

GARAGTCGGTG ATGATIGGGA

2340
2400
2460



CTGCTCTCAA CACAAGCGRA TGAAGAAACT GATCACCCAC ATGGGGGAGR TGGGCCACCC 2520
CTGGAACTGT CCCCATGGAA GGCCACCATG AGACACATCG CCAACCTGGG TCGTCATTTCT 2580
CRGAACTGAC CGTBGTCACT GTATGGARATRA ATTGGTTTTA TCGCAGATTT TTATGITTTG 2640
BARCACAGAG TCTTCACTAA CCTTTTTITGT TTTAARATGA AACCTGC 2687

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 133:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

{A) COMPRIMENTO: 862 amincéacidos
(B) TIPC: amincacido

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: Proteina
(xi) DESCRICAC DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 133

Met Glu Arg Ala Glu Ser Ser Ser Tre Glu Pro Ala Lis Ala Ile Lis

Pro Ile Asp Arg Lis Ser Val His Gln Ile Cis Ser Gli Gln Val Val
2¢ 25 30
Leu Ser Leu ser Tre Ala Val Lis Glu Leu Val Glu Asn Ser Leu Asp
35 40 45
Ala Gli Ala Tre Asn Ile Asp Leu Lis Leu Lis Asp Tir Gli Val Asp
50 55 60
Leu Ile Glu Val Ser Asp Asn Gli Cis Gli Val Glu Glu Glu Asn Fen
65 70 75 80
Glu Gli Leu Tre Leu Lis His His Tre Ser Lis Ile Gln Glu Fen Ala
85 90 95
Asp Leu Tre Gln Val Glu Tre Fen Gli Fen Arg Gli Glu Ala Leu Ser
100 105 110
Ser Leu Cis Ala Leu Ser Asp Val Tre Ile Ser Tre Cis His Ala Ser
115 120 125
Ala Lis Val Gli Tre Arg Leu Met Fen Asp His Asn Gli Lis Ile Ile
130 135 140
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Gln

145

Gln

Tle

Ile

Gli

Glu

225

Pro

Leu

Ile

Fen

Leu

305

Val

Tre

Ala

Lis

Ile

385

Asp

Ile

Lis

Lis Tre

Leu Fen

Lis Lis

Ile Ser

195
Lis Arg

210

Asn Ile

Fen Val

Ser Cis

Ser Gln

275

Fen Fen

290

Val Asn

Val Leu

Pro Asp

Val Leu

355

Leu Asn

370

Lis Met

Gln Ser

Ser Arg

Pro His

Pro

Ser

Glu

180

Ala

Gln

Gli

Gln

Ser

260

Cis

Ile

Glu

Asn

Lis

340

Lis

Val

His

Pro

Leu

420

Ser

Tir

Gli

Pro

Ser

Leu

245

Asp

Tre

Asn

Val

Ile

325

Arg

Tre

Ser

Ser
405
Arg

Pro

Pro

150

Leu

Ala

Ile

Val

Val

230

Pro

Ala

His

Arg

Tir

310

Ser

Gln

Ser

Gln

Glu

Lis

Arg

Pro

Lis

Arg

Val

215

Fen

Pro

Leu

Gli

Arg

295

His

Val

Ile

Leu

Gln

375
Asp

1 Arg

Ala

Tre

Pro Arg Gli Tre

155

Val Arg His Lis

170

Met Val Gln Val

Val

200

Cis

Gii

Ser

His

Val

280

Pro

Met

Asp

Leu

Ile

360

Pro

Leu

Ile

Fen

Pro

185

Ser

Ile

Gln

Asp

Asn

265

Gli

Cis

Tir

Ser

Leu

345

Gli

Leu

Glu

Gii

Ser

425
Glu

Cis Tre

Gli Gli

Lis Gln

235
Ser Val
250

Leu Fen

Arg Ser

Asp Pro

Asn Arg
315
Glu Cis
330
Gln Glu

Met Fen
Leu Asp
Lis Pro

385
Glu Glu
410

Leu Arg

Pro Arg

Tre Val

Glu Fen

Leu His

Asn Gln

Sexr Pro

220

Leu Gln

Cis Glu

Tir Ile

Ser Tre

285

Ala Lis

300

His Gln

Val Asp

Giu Lis

Asp Ser

365

vVal Glu

380

Met Val

Lis Lis

His Tre

Arg Ser

Ser

Gln

Ser

Ser

Glu

Ser

270

Asp

Val

Tir

Ile

Leu

350

Asp

Gli

Glu

Asp

Tre

430

Pro

Arg

175

Tir

Gli

Ile

Leu

Tir

255

Gli

Arg

Cis

Pro

Asn

335

Leu

Val

Asn

His

Val

415

Glu

Leu

Gln

160

Asn

Cis

Gln

Lis

Ile

240

Gli

Fen

Gln

Arg

Fen

320

Val

Leu

Asn

Leu

Gln

400

Ser

Asn

Gli

165



Gln

Ser

Ser

Ser

545

Lis

Lis

Lis

Val

Leu

625

Gli

Asn

Fen

Tre

Glu

705
Gln

Lis

450

Gli

Ser

Ser

His

Gln

530

Fen

Fen

Arg

Leu

Lis

610

Ala

Glu

Gln

Lis

690

Lis

Arg

435
Arg

Val

Asp

Tre

Cis

515

Glu

Ser

Arg

Fen

Val

595
le

bt

Lis

Gln

Ala

Glu

&75

Leu

Tir

Leu

Gli

Leu

Pro

Ser

500

Ser

His

Asp

Val

Lis

580

Asn

Aan

Arg

Asn T

Ala

660

Met

Asn

Asn

ITle

Met

Arg

Tre

485

Val

Ser

Val

Val

Leu

565

Lis

Tre

Lis

Ile

645

Glu

Glu

Glu

Fen

Ala
725

Leu

Ser

470

Asp

Asp

Glu

Asp

Asp

550

Pro

Glu

Lis

Lis

630

Arg

Asp

Ile

Asp

Glu

710

Pro

440
Ser Ser
455
Gln Lis

Arg Ala

Ser Glu

Tir Ala

520
Ser Gln
535

Cis His

Gln Pro

Glu Ile

Asp Met
600

Val val

615

Gln Leu
Lis Fen
Glu Leu
Ile Gli

680
Ile Fen
695

Met Leu

Gln Tre

Ser

Glu

Glu

Gli

505

Ala

Glu

Ser

Ile

Leu

585

Ser

Pro

His

Arg

Arg

665

Gln

Ile

Gln

Leu

Tre

Val

490

Fen

ser

Lis

Asn

Asn

570

Ser

Ala

Leu

His

Ala

650

Lis

Fen

Val

Gln

Asn

730

Ser

Val

475
Glu

Ser

Ala

Ser

Ser

Asp

Glu

635

Lis

Asn

Asp

His

715

Leu

Gili

460

Ser

Lis

Ile

Pro

Pro

540

Glu

Ala

Ser

Gln

Fen

620

Ala

Ile

Ile

Leu

Gln

700

Tre

Tre

445
Ala

Ser

Asp

Pro

Gli

525

Glu

Asp

Tre

Asp

val

605

Ser

Gln

Cis

Ser

Gli

685

His

Val

ARla

Ile

Ser

Ser

Asp

510

Asp

Tre

Tre

Pro 1

Ile

590

Asp

Met

Gln

Pro

Lis

670

Fen

Ala

Leu

Val

Ser

His

Gli

495

Tre

Arg

Gli

val

Ser

Ser

Gli

655

Tre

Ile

Tre

Gln

Asn
735

Asp

Gli

480

His

Gli

Gli

Tre

Gln

Ser

Met

Ile

Asp

Gli

720
Glu
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Ala

Fen

Ser

Glu

785

Ser

Met

His

Tre

Val Leu Ile

740

Val Ile Asp
755

Leu Pro Tre

770

Leu Ile Fen

Arg Val Lis

Ile Gli Tre

820

Met Gli Glu

835

Met Arg His

850

Glu Asn

Glu Asn

Ser Lis

Met Leu

790

Gln Met

805

Ala Leu

Met Gli

Ile Ala

Leu

Ala

Asn

775

Ser

Fen

Asn

His

Asn

853

Glu

Pro

760

Trp

Asp

Ala

Tre

Pro

840

Leu

INFORMACAO PARA A SEQ ID

(1)

(11)

\

(x1)

CARACTERISTICAS

TIPO DE MOLECULA: Proteina

COMPRIMENTO:

DA

Ile

Val

Tre

Ser

Ser

Ser

825

Trp

Gli

Fen

Tre

Fen

Pro

Arg

810

Glu

Asn

Val

Arg Lis Asn

Glu Arg Ala
765
Gl1i Pro Gln
780
Gli val Met
785
Ala Cis Arg

Met Lis Lis

Cis Pro His

845

Ile Ser Gln

NO: 134:

SEQUENCIA:

903 amincécidos

TIPO: aminoacido

ESTRUTURA HELICOIDAL: simples

TOPOLOGIA: linear

Gli Fen
Lis Leu
Asp Val
Cis Arg
Lis Ser

815
Leu Ile
830

Gli Arg

Asn

DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 134:

Met Fen His His

1

Lis Gln Lis Glu

20

Tre Gln Ile His

35

Gli Gln Val Ile

Ile Glu Asn Leu Leu Ile

5

10

Gln Arg Tir Ile Pro Val

25

Gln Ile Asn Asp Ile Asp

40

Tre Asp Leu Tre Tre Ala

Glu Tre Glu

Lis Tir Leu

Val His Arg

45
Val Lis Glu

Lis Arg
15

Fen Ser

30

Ile Tre

Leu Val

Asp

Ile

Asp

Pro

800

Val

Tre

Pro

Cis

Met

Ser

Asp
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Asn

Pro

Ala

Glu

Tre

145

Val

vl
[
3]

Tir

Fro

225

Met

Leu

Met

Lis

Arg

305
Glu

50

Ser

Ser

Ala

130

Tre

Ile

Ser

Tre

Ala

210

Lis

Let

Tir

Ile

Leu

Asn

Fen

1135

Leu

Ser

Tre

Gln

Fen

195

Ile

Gli

LiB

. Glu

Gli

275

Arg

Ser

Ser

Val

Asp

Glu

Tir

100

Gln

Ser

Pro

Ser

Leu

180

Lis

Ile

Lis

Asn

Val

260

Lis

Val

Lis

Tre

Glin
340

Ala

Ser

85
Glu

Ser

Pro

Lis

165

Fen

Arg

Asn

Lis

Ile

245

Asp

Tir

Lis

Asp

Leu

325

Fen

Asn

70

Ile

Fen

Val

Leu

Lis

150

Tre

His

Ala

Asn

230

Ser

Leu

Tre

Gli

Arg

310

Leu

Pro

55
Alz

Glu

Leu

Cis

135

Ala

Tre

Asn

Fen

Ala

215

Leu

Ser

Val

Tir

295

Gln

Lis

Ala

Asn Gln
Cis Ser
Alz Leu
105
Lis Val
Gli Ile
Asp Lis
Ser Arg
Leu Pro
185
Tre Lis
200
Ile Lis
Ile Leu
Val Fen
Leu Asp
265
Asp Pro
280
Ile Ser
Fen Ile

Cis Cis

Val Fen
345

Ile

Asp

50

Lis

Gin

Ala

Leu

Asn

170

val

Cis

Fen

Ser

Gli

250

Leu

Asp

Gln

Tir

Asn

330

Leu

Glu
75

Asn

Tre

Lis

Glu

155

Lis

Arg

Leu

Ser

Asn

Fen

Asn

Val

315

Glu

Asn

60
Ile

Gli

Tir

Leu

Leu

140

Tir

Gli

Gln

Tre

Val

220

Met

Gli

Pro

Leu

Ser

300

ASn

Val

Leu

Ile

Asp

Tre

Gli

125

Ser

Asp

Tre

Lis

Val

205

Trp

Arg

Gli

Fen

Asp

285

Fen

Ile

Tir

Glu

Fen Ile

Gli Ile
95

Ser Lis

110

Fen Arg

val Ile

Met Val

Tre Val
175

Glu Fen

150

Ile Gln

Asn Ile

Asn Ser

Met Fen
255
Lis Asn
270
Leu Asp

Gli Cis

Arg Pro

Lis Tre

335

Leu Pro

350

Asp

80

Asp

Ile

Gli

Tre

Gli

160

Leu

Gli

Tre

Ser

240

Gli

Arg

Tir

Gli

Val

320

Fen

Met
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Ser Leu Ile Asp

355

His Asn Glu Arg

376
Tir Tir
385
Ser Glu

Ser Glu

Val Ile
450

Asn Tir

465

Val Asp

Lis Lis
Asn Leu
Asp Lis

530
Asp Ile
545
Asp Gli
Cis Cis
Glu Ala
Arg Tre
Arg Ser
625

Leu Glu

Gli Lis

Asn

Gln

Ser

Asp

Tre

Ser

Leu

Asn

515

Ala

Asp

Leu

His

Tir

Gln

Arg

Gln

Asn

Ser

Pro

500

Asn

Arg

Gli

Val

Gln

580

Ser

Leu

Ser

Asn

Met

Ala

Gln

Ala

405

Gln

Ser

Val

Val

485

Ser

Fen

Ser

Glu

Fen

565

Glu

Ile

Lis

Asp

Leu S

645

Ser

ASn

Val

Gla

Gln

Ser

Asn

Tre

470

val

Ile

Ser

Leu

Lis

550

Val

Arg

Tir

Asn

Ser

Val Tre
360
Ile Asp
375
Leu Ala

Lis Arg
Asn His
Gli Tre
455
Asp Val
Leu Asp
Lis Tre
Asn Pro
520
Glu Lis
535
Fen Gln
Asp Asn
Arg Gli
Lla Glu
600
Ser Arg
615
Leu Tre

Tre Lis

Ile Ile

Pro

Ile

Leu

Leu

Ala

440

Glu

Ile

Glu

Asp

505

Glu

Val

Glu

Glu

Ser

585

Ile

Lis

His

Asn

ser

Asp Lis

Fen Lis

Pro Lis

395
Lis Tre
410

His Fen

Leu Tre

Gli Ser
475
Gli Asn
49C
Ser Gln

Fen Gln

Val Glu

Lis Ala

555

Cis His

570

Tre Asp

Glu Pro

Ser Ile

Arg Lis

Fen Lis

650
Lis Arg

Arg

Tre

380

Arg

Glu

Asn

Ser

460

Glu

Ser

Asn

Asn

Glu

540

Val

Glu

Ile

Val

Ser

620

Fen

Lis

Val Ile
365

Tre Leu
Met Cis

Val Fen

Ser Tre
445
Val Met

Cis Glu
Ser Tre
Leu Ser
510
Ile Tre
525
Pro Val
Leu Ser
His Tre
Glu Gln
580
Glu Ile
605
Lis Asp
Glu Asp

Ile Ser

Sexr Glu

Leu

Ser

Ser

Asp

413

Tre

Asp

Val

Pro

485

Asp

Ser

Tir

Gln

Asn

575

Asp

Asn

Asn

Glu

Lis

Ala

Leu

Gli

Ser

480

Tre

Leu

Pro

Fen

Val

Tir

Ile

640

Asn

Gln
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Glu

Glu

Glu

705

Val

Glu

Gln

Leu

Leu

785

Ser

Glu

Val
865
Gli

Fen

€60
Asn Ile Ile
675
Lis Tir Leu
690
val Val G1i

Asp Asn Lis

Lis Tir Asn
740
Lis Leu Ile
755
Val val Leu
770
Lis Ile Asp

Leu Pro Tre

Leu Ile His

820

Arg Cis Ser
835

Ser Ile Met

Val His Asn

Arg Pro Tre

Ser Lis Asp
200

Lis

Gln

Ser

725

Fen

Asp

Glu

Ser

805

Leu

Lis

Ile

Leu

Met

865

Tir

Asn

Leu

Fen

710

Lis

Glu

Pro

Asn

Glu

790

Lis

Ile

Ile

Gli

Ser

870

Arg

Glu

INFORMACAC PARA A

Lis

Leu

Tre

Gln

Leu

175

Glu

Gln

Lis

Arg

Lis

855

Glu

His

Asp

680

val

Leu

Fen

Leu

Pro

760

Pro

Glu

Tre

Glu

Ser

840

Pro

Leu

Leu

665
Glu

Ser

Ile

Gln

745

Val

vVal

Fen

Leu

Asp

825

Met

Leu

Asp

Met

SEQ ID NC:

(1) CARACTERISTICAS

(A)

COMPRIMENTO:

Leu

Lis

Fen

Val

Fen

Gli

Fen

810

Gli G

Fen

Asn

Glu
890

135:

Glu

Asn

Ile

715

Asp

Val

Leu

Ser
795
Asp

Ala

Lis

Pro

875
Ile

DA SEQUENCIA:

Asp Fen
685

Asp Fen

700

Tle val

Gln His

Tre Val

Sexr Val

765

Lis Asn

780

Arg Val

Leu Gli

Leu Arg

Met Arg

845

Lis Tre
860
Trp Asn

Arg Asp

2577 pares de bases

670
Glu Gln

Lis Lis

Tre Arg

Ala Ser
735

Fen Lis

750

Ile Asp

Gli Fen 1

Lis Leu

Asp Fen
815
Arg Asp

830

Ala Cis

Met Tre

Cis Pro

Trp 3er
895

Met

Lis

720

Asp

Ser

Glu

Leu

800

Asn

Asn

Arg

Arg

His

880

Ser
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(B)
(C)
(D)

TIPoO:

adcido nucleico

ESTRUTURA HELICOIDAL:
TOPOLOGIA: linear

=

imples

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 135:

TTCCGGCCAA
TTCARGTGGT
GAATCAGGAA
CTTTTGAGGA
TAAGTCATGT
GAGCAAGTTA
GCACCCTGAT
RARATCCAAG
ATTCAGGCAT
TGCCCAATGC
AACTGATAGA
CGAATGCARAA
TAGAATCAGC
CACACACCCA
ACCCCACCAA
AGCACATTGA
TGCTTCCAGG
CTCATCCACT
CCGGGATCAG
CCAGGACCCT
GGAGGATGAG
CTTGGAGAGG
CAGTCCAGGA
TGCTTCCGGE
CAGCGTCTTG
ACTCCGTAAC
GACCAAGCTA
CATTTATGAT
CCTGGCCATG
AAGGGCTTGC
CTCTGTGAGA
CACCTTTGGA
AGAAARGGAG
GCAGTATATA

TGCTATCAAA GAGATCGATAG AARACTGITT AGATGCAARA TCTACAARARTA

TGTTARGGAR GGTGGCCTGA AGCTAATTCA

GGAAGATCTG
TTTAGCCARGT
GGCCCATGTC
CTCAGATGGA
CACGGTGGAA
TGAAGAGTAC
TAGTATCTCA
CACAACCGTG
AGTTGGGTGT
GTRTTCAGTG
TGCCTTGAGA
TTCCTGTACC
GACAGRAGTT
GAGCAAGCTG
ACTTGCTGGG
AGTGGAAGTG
AAGCTTGACG
CGCCCTGTICC
GAGATGCTTG
GARTCACTAA
AGCTCCAGAA
AAGGAAATGA
AGTCICCAGCG
CATTCCTTTG
TACCTCCTCA
TTTGCCAARCT
CTGGCTTAGA
AGAGTACATT
TCGATGAGAA
GGGACTGCCT
TGTTTTGAAR
CTGGAGGAGT

GATATTGTGT
ATTTCTACCT
ACTATTACAA
ARGCTGCAAG
GACCTTTTTT

GTGAGAGGTT
ATGGCTTTCG
CCARARCAGC
CCCCTCCTAA
ACARACATAAT

GGAAAAATTT TGGAAGTTGT
GTTAAAAAAC AAGGTGAGAC
GACARACATTC GCTCCATCTT
GAGGATAAAA CCCTAGCTTT

AAGAAGTGCA TTTTCCTACT
ARAGCCATTG AAACTGTATA
TCAGTTTGAA ATCAGCCCTC
CATTTTCIGC ACGAGGAGAG
CTGGGCTCCA ATTCCTCCAG
CCTCTGGGGA GGCAGCTAGA
GCGACAAGGT CTACGCTITAC
CCTTTCTGCA GCCTGTAACC
GAGGGGCCAG GACAGAGGGC
CTCTCCCAGC CCCC
TGGAGACTTC AGACGCAGCC
AGAGTCATCG GGAGGACICT
CAGCTGCTTG CTACCCCAGG

Ialssiead
Clw

GATCCAAGAC
CACTACGAGT
TGGTGAGCAT
TGATGGGRAA
ACCCTGTGCA
CACRAGGAGG
TGGCAGGTAT
AGTATCTIGAT
TGGRAATCCG
CAAAATGARAT
CTTCATCAAC
TGCAGCATAC
AGAACGTGAC
CATTCTGCAG
GATGTATTTC
CCCACGACAG
CAGATGTCGC
AGCCTTGIGC
TCTCCTGRAA

v GCAGCTGCTG

CAGRAAGCGG
GATGTGGARA
AGGAGGATCA

RATGGCACTG
ARACTGCRAGA
TTGGCAAGCA
TGTGCGTACA
GGCAACCARGG
AARGCTTTAA
TCAATACACA
GTCAGARCAC
GTTAGTCGAG
GGCTATATAT
CACCGTCTIGG
TTGCCARAAA
GTCAATGTAC
CGTGTGCAGC
ACCCAGACCT
GGETGGCTTC
GTACGGACTC
CCAGCCAGCC
GGGCCACGCG
AGAGTGAGRA
CACCCACTTC
TGGTGGARAA
TTAARCCTCAC

60
129
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

ARGAGATTAG TGAGCGGTGC CATGAGACTC TCCGGGAGAT 1500
TGGGCTGTGT GARTCCTCAG TGGGCCTTGG CACAGCACCA 1560
ACACTACCAR GCTCAGTGAA GAGCTGTTCT ACCAGATACT
TTGGTGTTCT GAGGTTATCG GAACCAGCGC CACTCTTCGA 1680

CACTCCTGAA AGTGCGCTGGA
GTCGAGTTTC TGAAGAGAAG
GGGAACCTGA TTGATTACTC
ATCTTCATTC TTCGACTGGC
GTCTCAGTAR AGAATGTGCT
CCGACCCTCTC AGGCCAGCAG

CAGAGGACGA CGGCCCGRAG

CGAGATGCTT
TTCTGATGAC
CACTGAGCTG
ATGTTTTACT
AGTGACATGC

CCAGACTAIT
AGCTATGTGC
BATTGGGTGA
CCATTCGGAA
CTIGGCTCCAL

1620

1740

1800
1860
1920
1980

2040
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GTCAAAGCCC
CCTACCTCCG
TCTATACAAA
CCATCCAAGG
AGCTCCAGGG
TTAATGTACT
TTCCTGCAGC
TTTGTTCCCT
CTGTGIGARA

TGCAAGTGGA
AAGCATTICA
GTCTTTGAGC
CGRAGTGTAT
TTTTCAGTCC
TCACCTGTGG
CCGGGGGATC
TTAGTGAGGG
TTGTTATCCG

CTGTGGAGCA
CAGAAGATGG
GGTGTTAAAT
GGTACTAATC
TCACTATTCT
ATTGGCTGCA
CACTAGTTCT
TTARTTTCGA
CTCACRATTC

CATTATCTAT
CAATGTCCTG
ACAATCATAG
TGGAAGCCAC
TGTTCIGTAT
BATAAACTCA
AGAGCGGCCG
GCTTGGCGTA
CACRCRACAT

AAAGCCTTCC
CAGCTTGCCA
CCACCGTAGA
AGRATAGGAC
CCCAGTATTG
CGTGTATTGG
CCRCCGGTGG
ATCATGGTCA

GCTCACACCT
ACCTGCCAGA
GACTGCATGA
ACTTGGTTTIC
GTGCTGCARC
ARAARACOAA
AGCTCCAGCT
TAGCTGTTTC

ACGAGCCGGAR AGCATAR

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 136:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(11)

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:

Pro Ala
1

Ser Tre

Gln Ile

Asn Ala

Asn Ile

Gln Asp

(A) COMPRIMENTO: 728 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido

(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

TIPO DE MOLECULA: Proteina

Ile

Gln
20

35

val Cis

50
Ala Ser
65

Ser His

Cis Ala

Lis Pro

Glu Arg

Ile Ser

Fen

Tre

Val Ala His

85

Tir Arg Ala S

100

Cis Ala Gli

Asn G

Lis Glu

Val

val

Tre

Tre

55
Gli

Tre

Tir
70
Val Tre

Tir S

Asn Gln

Met

Val

Gli

40

Ser

Ile

Ile Glu

10
Lis Glu
25
Ile Arg

Lis Leu

Fen Arg Gli

Tre

90
Asp Gli
105

Gli Tre Leu

Asn Cis
Gli Gli

Lis Glu

136:

Leu Asp Ala

15

Leu Lis Leu

30

Asp Leu Asp

45

Gln Tre
60
Glu His
75
Ile Tre

Lis Leu

Tre

Fen Glu Asp

Leu Ala Ser

Ala Asp Gli

95

Gln Ala Pro

110

Val Glu Asp

2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
25717

Lis

Ile

Ile

Leu

Ile

Pro

Leu
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Fen

Glu

145

ser

Val

Fen

Lis

Ser

225

Glu

Leu

Ser

Leu

Lis

305

Ala

Gli

Tir

Leu

Pro

385
Glu

Tir

130

Tir

Gli

Arg

Gli

Tre

210

Val

Ser

Pro

Glu

His

290

Leu

Ser

Val

Gln
370
Val

Asp

115

Asn

Gli

Ile

Tre

Asn

195

Leu

Lis

Ala

Lis

Arg

275

Glu

Leu

Alz

Met

355

Pro

Arg

Glu

Ile Ile

Lis Ile

Ser Ile
165

Leu Pro

180

Ala Val

Ala Fen

Lis Cis

Ala Leu
245

Tre His

260

Asp Val

Glu Ser

Gli Ser

g Tre Cis

325
Ser Ser
340
Ser Arg

Val Ser

Gli Ala

Glu Met
405

Tre

Leu

150

Ser

Aen

Ser

Lis

Ile

230

Arg

Tre

Asn

Ile

Asn

310
Trp

Tre

Ser

390

Leuy

120
Arg Arg
135
Glu Val

val Ile

Ala Tre

Arg Glu

200
Met Asn
215

Fen Leu

Lis Ala

His Ser

Val His

280
Leu Gln
295

Ser Ser

Ala Ser

Tre Ser

Asp Ser

360

Leu Val
375

g Tre Glu

Ala Leu

Lis

Val

Lis

Tre

185

Leu

Gli

Leu

Ile

Cis

265

Pro

Arg

Arg

Gli

Gli

345

Arg

Pro

Gli

Ala

Gli

Gln

170
Val

Tir

Fen

Glu

250

Tre

Tre

Val

Met

Asp

Ser

Ser

Ala
410

Arg

155

Gli

Asp

Glu

Ile

Ile

235

Tre

Ser

Lis

Gln

Val

315

Ala

Gli

Gln

Gln

Pro

395

Pro

Lis

140

Tir

Asn

Val

Ser

220

Asn

Val

Val

Tre

Gln

300

Fen

Ala

Asp

Pro
380
Glu

Ala

125
Asn

Ser

Tre

Gli

205

Asn

His

Tir

Glx

Glu

285

His

His

Arg

Lis

Leu

365

Gln

Arg

Glu

Pro

Ile

val

Arg

190

Cis

Ala

Arg

Ala

Asn

270

Val

Ile

Pro

Pro

Val

350

Asp

Asp

Ala

Ala

Ser

His

Ser

175

Ser

Glu

Lis

Leu

Ala

255

Gln

His

Glu

Asp

Ala

Pro

Tre

Ala
415

Glu

Asn

160

Asp

Ile

Asp

Tir

Val

240

Tir

Pro

Fen

Ser

Leu

320

Tre

Ala

Fen

Arg

Arg

400
Ala
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Glu

Ala

His

Glu

465

Ser

Leu

Gln

Tre

Ala

545

Leu

Tre

Lis

Pro

Tre

625

Glu

Ser

Gln

Glu

Gln

Arg

450

Met

Val

Rrg

Trp

Lis

530

Asn

Rla

Ala

Arg

Asp

610

Ala

Lis

Ile

Ser

His

690

Fen

Glu Asn
420
Lis Ala
435
Glu Asp

Tre Ala

Leu Ser

Glu Ile

500
Ala Leu
515

Leu Ser

Fen Gli

Met Leu

Arg Arg
580

Asp Ala

595

Glx Leu

Tir Leu
Glu Cis
Arg Lis

660
Asp Met
675

Ile Ile

Tre Glu

Leu

Ala

Ser

Ala

Leu

485

Leu

Ala

Glu

val

Ala

565

Arg

Cis

Leu

His

Fen

645

Gln

Pro

Tir

Asp

alu

Pro

Asp

Cis

470

Gln

Arg

Gln

Glu

Leu

550

Cis

Ala

Arg

Fen

Ser

630

Glu

Tir

Gli

Lis

Gli

Arg Glu

Tre Ser
440

Val Glu

455

Tir Pro

Glu Glu

Asn His

His Gln
520
Leu Fen
535
Arg Leu

Tre Val

Cis Arg

Leu Fen

600
Glx Glx

615

Ser Tre

Ser Leu

Ile Leu

Ser Tre
€60

Ala Fen

695

Asn Val

Ser

425

Ser

Met

Arg

Ile

Ser

505

Tre

Tir

Ser

Leu

Val

585

Ser

Gln

Gli

Ser

Glu

665

Ser

Arg

Leu

Leu

Pro

Val

Arg

Ser

49C

Fen

Lis

Gln

Glu

Lis

570

His

Val

Leu

His

Lis

650

Glu

Lis

Ser

Gln

Met Glu

Gli Ser

Glu Asn
460

Arg Ile

475

Glu Arg

val Gli

Leu Tir

Ile Leu
540

Pro Ala

555

Val Ala

Cis Arg

Arg Ser

Cis BAla

620

Glx Gli

635

Glu Cis

Ser Tre

Pro Trp

His Leu

700
Leu Ala

Tre

Ser

445

Ala

Ile

Cis

Cis

Leu

525

Ile

Pro

Gli

Val

Met

€05

Met

Glu

Ala

Leu

Leu

Asn

Ser

430

Arg

Ser

Asn

His

Val

51¢C

Leu

Tir

Leu

Gln

Ser

590

Arg

Fen

Leu

Ser
670
Trp

Pro

Leu

Asp

Lis

Gli

Leu

Glu

495

Asn

Asn

Asp

Fen

Arg

575

Glu

Arg

Gli

Gli

Fen

655

Gli

Tre

Pro

Pro

Ala

Ser

Lis

Tre

480

Tre

Pro

Tre

Fen

Asp

560

Tre

Glu

Glu

Gli

Glu

640

Tir

Gln

Val

Lis

Asp
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705

710

Leu Tir Lis Val Fen Glu Arg Cis

(2)

725

INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 137:

715

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

TIPO

acido nucleico

TOPOLOGIA: linear

COMPRIMENTO: 3065 pares de bases

ESTRUTURA HELICOIDAL: simples

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 137:

CGGTGAAGGT
GTCGTCAGGT
TCCCGAGAGC
TGGAGCAAAC
BAGTCAGTCCA
AGTTGATAGA
ATGGGGTGGA
AAGGTCTAGC
TTGAARACTTT
CTATARTCTRC
GGARAATCAC

\CTTATTTTA
ATTCCAABRAT
GCTGCACTAA
CTGGCATGAAR
CTTTTGTTCA
GACGCCACAR
GGAGGAGTGC
AGGTCTICTAA
TCGTCCTTAA
GGCAAATTCT
GAATGTTTGA
AAGGTARCTT

CCTGAAGAAT
ARACGATGGTG
GGCACCGCRA
CGAAGGCGTG
TCARATTTGT
AMAATAGTGTA
CCTCATTGAA
TCTGAAACAT
CGGCTTTCGG
CTGCCACGGG
CCAGARAACT
TACACTACCC
GGTGCAGGTC
TCACCTCGGA
GGARAATATC
GCTGCCCCCT
AACCTTTTCT
BACAGACRGG
GCTTGTCRAT
CGTTTCCGTT
ACTACAARGAA
CAGTGATGCA
AGTAAAGTCG

TTCCAGATTC
TATATGCAARC
CTCTCCCGCG
AGTACAGAAT
TCTGGGCAGG
GATGCTGGTG
GTTTCAGACA
CACACATCTA
GGGGAAGCTC
TCTGCAAGCG
CCCTACCCCC
GTGCGTTACA
TTACAGGCCT
CAGGGGARCC
GGGTCTGTGT
AGTGACGCTG
ACGTTTTCGG
CAGTTTTTICT
GAGGTTTATC
GACTCAGAAT
GAGAAGCTAT
BACARGCTTA
CATACTGCAG

720

CTGAGTATCA TTGGAGGAGA CAGATARACCT 60

AGAAATGGGT
GTGACTGTGA
GTGCTAAGGC
TGATACTCAG
CTACTACTAT

ATGGATGTGG

GTTCCIGGAG
CTGGAGGAGT
CATCAAGCCT
TTTAAGCACC
TGATCTAAGG

ACGCGTCTTT
CCTGCATCCA
ATTGATGGGA
GCTGIGAAGG
CTTARRGACT

120
180
240
300
360

GGTAGAAGRA GARAACTTTG

420

AGATTCAAGA GTTTGCCGAC CTCACGCAGG 480
TGAGCTCTCT GTGTGCACTA AGTGATGTCA 540
TTGGGACTCG ACTGGTGTTT GACCATAATG 600
GACCTAAAGG AACCACAGTC AGTGIGCAGC 660

AAGAGTTTCA
ACTGTATCAT
GGCACGCTGT
TTGGCCAGAA
TGTGTGAAGA
GCTTCATTTC
TCATCAARTCA
ACATGTATAA
GTGTGGATAT
TGCTGGCCGT
ATGTCARCCA
ARCTAGRAAR

GAGGAACATT
CTCAGCARGGC
GCTGTCCRCA
GCAGTTCCRA
GTACOOCCIG
BECAGTGCACG
GAGGCCCTGT
CCGGCATCAG
TAATGTAACT
TTTARAGARCC
GCAGCCACTG
GCCTGTGCCA

AAARAGGAGT
CTCCGTGTAA
AGCGGCACGT
AGCCTCATTC
AGCACTTCAG
CACGGCGCCG
GACCCAGCAA
TACCCATTTG
CCAGATRARA
TCCTTGATAG
CTAGATGTTG
GGARAGCARG

720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
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ATAACTCTCC
TGARGAGAGGC
CTGAACTCGAC
ARCGTCATICTC
GCCCTGGIGA
CAGCTGGCTC
ATAACGTGAG
TGCCGTCCTC
GCTCTACCTC
CCTCARATGT
TCGATGTAGC
TGAAGCAGTT
GGGCCAAGAT
GTAAATCGAT
CCRAACTGRA
TTGAGARTGCT
CAGGCTTCAG
TGATAGARAR
CTCCAGTCAC
GACCCCAAGA
GGCCCTCARCG
GAACGGCGCT
ACCCCTGGAA
TCTCTCAGAA
AAGAGAAGGT
TACTGGATCC
CTACTTGGGT
ACATTCATGA
ARRAAA

TTCACTGARG
CTTTTCTICIT
ACGGAGTTTT
TTACAGAGGC
CTGTAIGGAC
TGAGGAAGAG
CTCCCTAGAR
CRGGTACAGG
TARGCTCGTCT
CAACATATCT
CATARAAATG
ACAGCACCTA
TTGCCCTGGA
GTTTGCAGAG
AGAGGACCTC
GCAGCAGCAC
AGTTCCCAGA
TCTGGAAATA
TGARAGGGCT
TATAGATGAA
BGTCRGACAG
CAATGCGAGC
CTGCCCCCAC
CTGACACACC
TTTAAGTAAT
ATTTRAARAGC
GATCCGGTGG
GACTCAATTC

AGCACAGCAG
CATCCTACTA
CCRAGTGAGA
CTCCGIGGLT

GAGAGAAAA
TTCAGCACCC
GACAGACCTT
ACAGTCCITG
GTCARCCCRCA
CAAAGATTGC
RATAAGARGAT
AAGGCGCAGA
GAARACCARG
ATGGAGATCT
TTCCTGGTGG
ACGGTGCTICC
CCCCAGACTC
TTCAGARAGA
AAATTGATTT
CTGATCTTTA
ATGTTTGCTT
GAGATGAAGA
GGCAGGCCARA
CCTTGTAGCA
CTGATTATCG
AGTGTTRAGG
GAGCTCATGT
ARGGACAARA

ACGAGAAAAG
RAGAGATCAA
ARAGGGGCGT
CGCAGGACARA
TAGARRAAGA
CAGAAGTGGC
CTCAGGAARC
ARGCCAGAAG
ARTGCCAAGC
CTGGICCTCA
CGTGCTCCTC
ACRARCATGA
CAGCAGARGA
TGGGTCAGTT
ACCAGCATGC
AGGCGCAGAG
TGAACTTAAC
ATGGCTTIGA
CCTTACCAAC
TGTTRAGTGA
CCAGAGCCTG
AGCTCATCAC
CCATGAGGCA
TAGAGTTTAT
TTGTACARAA
CAGGCATGAT
GAGCCCAGGA
AARARAAGAT

GGTAGCATCC
GTCTAGOCGT
GTTATCCTCT
ATTGGTGAGT
CTCAGGGCTIC
CAGTAGCTIT
CATARACTGT
ACCATGGATA
GCTTCRAGAC
GAGCACCTCA
GAGTTCTCIA
ACTGAGTTARC
TGRACTCAGA
TAACCTGGGA
TGCGGATGAG
GCTCATCACG
TGCTGTCARAT
CTTTGTCAIT
TAGTAARAAC
CAGCCCTGGG
TCGGAAGTCA
CCACATCOGT
CGTTGCCARAT
TACAGATTGT
ATTAGCATGC
GGAGTGTTCC
CTTTGAGACC
ATTTTTGARAG

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 138:

!

TIPO:

aminodcido
ESTRUTURA HELICOIDAL:
TOPOLOGIA: linear

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

COMPRIMENTO: 864 aminocacidos

simples

ATCTCCAGGC
CCAGAGACTG
TATCCITCAG
CCCACGGACA
AGCAGCACCT
AGCAGTGACT
GGTGACCTGC
TCAATGCAAA
AGAGGARAGAC
GCAGCTGAGG
GCTARGCGAA
AGAAAATTTA
AAAGAGATTA
TTTATAGTAA
AAGTACAACT
TGGGTGCACA
GAAGCTGTAC
GATGAGGATG
TGGACCTTTG
GTCATGTGCC
GTGATGATTG
GAGATGGACC
CTGGATGTCA
TCGGTTCGCA
TGCTTTAATG
TCTAGCTCAG
ACTCCGAGCC
CCTTTTAARA

1440
130C
1560
1620
168¢
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3065
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Met

Pro

Leu

Ala

Ser

Ala

Gln

145

His

Ile

Ile

Gli

Glu

225

Pro

Leu 8

(1i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 138:

Glu

Ile

Ser

Gli

50

Ile

Gli

Leu

Leu

Ser

130

Lis

Leu

Lis

Ile

Lis

210

Asn

Fen

Gln

Asp

Leu

35

Ala

Glu

Leu

Tre

Cis

115

val

Tre

Fen

Lis

Ser

185

Arg

Ile

Val

Tre

Tre

Gli

2C

Ser

Tre

val

bla

Gln

100

Ala

Gli

Pro

Tir

Glu

180

Ala

His

Gli

Gln

Ser

260

Glu Gli
5

Lis Ser

Tre Ala

Tre Ile

Ser Asp
70

Leu Lis

85

val Glu

Leu Ser

Tre Arg

Tir Pro

150
Tre Leu
165

Tir Ser

Gli Val

Ala Val

Ser Val
230
Leu Pro
245
Gli Arg

Val Ser Tre

val

val

Asp

35

Asp

His

Tre

Asp

Leu

135

Arg

Pro

Lis

Arg

Val

215

Fen

Pro

His

His

Lis

40

Leu

Gli

His

Fen

val

120

Val

Pro

val

Met

Val

200

Cis

Gli

Ser

Lis

Gln

25

Glu

Arg

Cis

Tre

Gli

105

Tre

Fen

Lis

Arg

Val

185

Ser

Tre

Gln

Asp

Tre

265

Glu

10

Ile

Leu

Leu

Gli

Ser

90

Fen

Ile

Asp

Gli

Tir

170

Gln

Cis

Ser

Lis

Ala

250

Fen

Cis

Cis

Ile

Lis

Val

75

Lis

Arg

Ser

His

Tre

155

Lis

Val

Tre

Gli

Gln

235

Val

Ser

Ala

Ser

Glu

Asp

60

Glu

Ile

Gli

Tre

Asn

140

Tre

Glu

Leu

Asn

Tre

220

Leu

Cis

Tre

Lis

Gli

Asn

45

Tir

Glu

Gln

Glu

Cis

125

Gli

Val

Fen

Gln

Gln

205

Ser

Gln

Glu

Fen

Ala

Gln

3C

Ser

Gli

Glu

Glu

Ala

110

His

Lis

Ser

Gln

Ala

180

Leu

Gli

Ser

Glu

Ser

270

Ile

15

val

Val

Val

Asn

Fen

95

Leu

Gli

Ile

Val

Arg

175

Tir

Gli

Mat

Leu

Tir

255
Gli

Lis

Ile

Asp

Asp

Fen

80

Ala

Ser

Ser

Tre

Gln

160

Asn

Cis

Gln

Lis

Ile

240

Gli

Fen

177



Ile Ser

Fen Fen
290

Leu Val

305

val val

Tre Pro

Ala Val

Lis Leu
370

Val Lis

385

Asp Asn

Ser Ile

Ile Lis

Ser Glu

450
Tir Arg
465

Ser Pro

Leu Ser

Val Ala

Arg Pro

530
Arg Tir
545

Ser Ser

Gln

275

Fen

Asn

Leu

Asp

Leu

355

Asn

Ser

Ser

Ser

Ser

435

Lis

Gli

Gli

Ser

Ser

515

Ser

Arg

Tre

Cis

Ile

Glu

Lis

340

Lis

Val

His

Pro

Arg

420

Arg

Arg

Leu

Asp

Tre

500

Ser

Gln

Tre

Ser S

Tre

Asn

Val

Val

Arg

Tre

Asn

Tre

Ser

405

Leu

Gli

Gli

Arg

Cis

485

Ser

Fen

alu

Val

His

Gln

Tir

310

Ser

Gln

Ser

Gln

Ala

390

Leu

Arg

Pro

Val

Gli

470

Met

Ala

Ser

Tre

Leu

550

Ser

Gli Ala Gli
280

Arg Pro Cis

295

His Met Tir

Val Asp Ser

Ile Leu Leu
3458
Leu Ile Gli
360
Gln Pro Leu
375
Glu Leu Glu

Lis Ser Tre

Glu Ala Fen
425
Glu Tre Ala
440
Leu Ser Ser
455
Ser Gln Asp

Asp Arg Glu

Gli Ser Glu
505
Ser Asp Tir
520
Ile Asn Cis
535
Glu Ala Arg

Ser vVal Tre

Axrg

Asp

Asn

Glu

330

Gln

Met

Leu

Lis

Ala

410

Ser

Glu

Tir

Lis

Lis

490

Glu

Asn

Gli

Arg

His

Ser Ala

Pro Ala

Arg His
315
Cis Val

Glu Glu

Fen Asp

Asp Val
380

Pro val

395

Asp Glu

Leu His

Leu Tre

Pro Ser
460
Leu Vval
475
Ile Glu

Glu Fen

Val Ser

Asp Leu

540
Pro Trp
555

Lis Cis

Tre Asp
285

Lis Vval
Gln Tir

Asp Ile

Lis Leu

350

Ser Asp
365
Glu Gli
Pro Gli
Lis Arg
Pro Tre
430
Arg Ser
445
Asp Val
Ser Pro
Lis Asp
Ser Tre
Ser Leu
525
Leu Pro

Ile Ser

Gln Ala

Pro

Asn

335

Leu

Ala

Asn

Lis

Val

415

Lis

Fen

Ile

Tre

Ser

495

Pro

Glu

Ser

Met

Leu

Gln

Lis

Fen

320

Val

Leu

Asn

Leu

Gln

400

Ala

Glu

Pro

Ser

Asp

480

Gli

Glu

Asp

Ser

Gln

560
Gln

178



Asp

Pro

Lis

Gln

625

Arg

Arg

Gln

Leu

Gln

705

Tre

Asn

Fen

Leu

Ile

785

Arg

Ser

Ile

Arg

Arg

Gln

Arg

610

His

Ala

Lis

Fen

Val

690

Gln

Gli

Glu

Asp

Ile

770

Asp

Pro

Val

Tre

Pro

850

Gli

Ser

585

Ser

Leu

Lis

Glu

Asn

675

Asp

His

Fen

Ala

Fen

175

Ser

Ser

Met

His

835

Tre

Cis

Lis

Gln

Tre

Arg

val

740
Val

Leu

Arg

Ile

820

Met

Met

Ser

Ser

Ala

Cis

645

Ser

Gli

val

val

725

Leu

Ile

Pro

Ile

Val

805
Gli

Arg

Ser

Ala

Gln

630

Pro

Lis

Fen

Ala

Leu

710

Pro

Ile

Asp

Tre

Fen

7590

Arg

Tre

Glu

His

Asn Val

Ala Glu

600
Ser Ser
615

Asn Lis

Gli Glu

Ser Met

Ile Val
680
Ala Asp
695
Gln Ala

Arg Pro

Glu Asn

Glu Asp
760

Ser Lis

775

Met Leu

Gln Met

Rla Leu

Met Asp

840

val Ala
855

Asn
585
Val

Leu

Asn

Fen

665

Tre

Glu

Gln

Gln

Leu

745

Ala

Asn

Ser

Fen

Asn

825

His

Asn

570
Ile

Asp

Ala

Glu

Gln

650

Ala

Lis

Lis

Arg

Tre

730

Glu

Pro

Trp

Asp

Ala

810

Ala

Pro

Leu

Ser Gln

Val Ala

Lis Arg
620
Leu Ser
635
Ala Aia

Glu Met

Leu Lis

Tir Asn

700
Leu Ile
715

Leu Asn

Ile Fen

Val Tre

Tre Fen

180

Ser Pro

795

Ser Arg

Ser Glu

Trp Asn

Asp Val
860

Arg

Ile

605

Met

Tir

Glu

Glu

Glu

685

Fen

Tre

Leu

Arg

Glu

765

Gli

Gli

Ala

Met

Leu

590

Lis

Lis

Arg

Asp

Ile

670

Asp

Glu

Trp

Tre

Lis

750

Arg

Pro

Val

Cis

Ser

575

Pro

Gln

Lis

Glu

655

Leu

Leu

Met

Val

Ala

135

Asn

Ala

Gln

Met

Arg

815

Lis

His

Gln

Gli

Asn

Leu

Fer

540

Leu

Gli

Fen

Leu

His

720

Val

Gli

Lis

Asp

Cis

800

Lis

Leu

Gli

Asn

179



(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 139:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(D)

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 139:

COMPRIMENTO: 29 pares de bases
TIPO: acido nucleico
ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
TOPOLOGIA: linear

CTTGATTCTA GAGCITCNCC NCKRAANCC 29

(2) INFORMAGAO PARA A SEQ ID NO: 140:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 140:

COMPRIMENTO: 29 pares de bases
TIPO: &cido nucleico
ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
TOPOLOGIA: linear

AGGTCGGAGC TCAARGARIT NGTNGANAA 29

(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 141:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(R)
(B)
(C)
(D)

(xi) DESCRICAQ DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 141:

COMPRIMENTO: 15 pares de bases
TIPO: &cido nucleico
ESTRUTURA HELICCIDAL: simples
TOPOLOGIA: linearx

180



ACTTGTGGA TTTIGC 15
(2) INFORMAGAO PARA A SEQ ID NO: 142:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A} COMPRIMENTC: 15 pares de bases
y TIPO: acido nucleico

B
{C} ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPQLOGIA: linear

(xi) DESCRICAOC DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:

ACTTGTGAAT TTTGC 15
(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 143:
(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A} COMPRIMENTOQO: 22 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C} ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPOLOGIA: linear

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:

TTCGGTGACA GATTTGTARA TG 22
(2) INFORMACAO PARA A SEQ ID NO: 144:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A} COMPRIMENTC: 16 pares de bases
(B} TIPC: &cido nucleico

(C} ESTRUTURA HELICOIDAL: simples
(D) TOPCLOGIA: linear

143:
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(i y DESCRICARAC DA SEQUENRCIA: 3SEC ID NO: 1T44:
TTTACGERAGE COTGEUC 16

{2 THREFORMACAD PARSA A SEQ T ®HO: 145z

[ CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

[N COMPRIMENTG: o2 pares de bases
=] TIPO: acido nucocleiao

[ osiy ESTRUTUORA HEILICOIIDSAT. simples
[@ =D TOPOLOCGEGILIA limesar

(x4} DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ O ID NO: 145
TCACCATAAN ANTAGTTTC G 2=

{2 INFORMACAOC PARA A SEQ XD MNO: 146:

[ CARACTERISTICAS DA SEQURENCTIA:

() COMPRIMENTO: 22 pares de bhhases
LB TL PG Heoido muaciedi oo
[ ] ESTRIOTURS HEILICOYIIDAL X simoles

{5 TOPOTOE TN limeaxr

>
&
)
0
-
U

{xi)} DESCRICAC DA SEQUEMNCIT PO : 146z

TOOTGEATCA TATTLTCTOR GO =z2
£ IMNBPFORMACAO PARAS & SEQ ID NGz 247 2
[ = CADACTERISTIOCAS DA SECUENCIA:

S 22 pares de assaes

I
A N =l I acido nucleico



(C) ESTRUTURA HELICOIDAL: simples

i

(DY TOPOLOGIA: linear

(2) INFORMACAC PARA A SEQ ID NO: 148:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A} COMPRIMENTC: 22 pares de bases
{BY TIPG: 4cido nucleico
(C} ESTRUTURA HELICOIDAL: simples

(D) TOPOLOGIAZA: linear

(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:

TGAGGTCAGCT TTTAAGRAAC TIC 22

Lisboa, 13 de Setembro de 2006
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REIVINDICACOES

Processo de diagndstico da propensdc para cancro do
célon de wum individuc, caracterizado pelo facto de

compreender:

a detecgdo da presenga de uma mutagdo numa sgequéncia de

acido nucleico de hMLH1, que se pode obter por:

(1) preparagdo de um primeiro iniciador degenerado
correspondendo & seguénecia de amincécidos GFRGEA e
um  segundo inicilador degenerado comportando @ a

sequéncia da SEQ ID n° 140

{ii) realizacdo de uma RCP (reaccldc em cadeia de
polimerase) utilizando os referidos iniciadores no
ADNc obtide a partir de culturas de fibroblastos

primarios humanos para gerar um produto de RCP e;

(iii) isolamento da sequéncia completa de hMLH1 de
uma biblicteca de ADNc humano utilizando o referido

produto como sonda,

em que a referida mutacdo se detecta por comparacdo de

uma Sequéncia de hMLHl disolada de um tecido desse

o

individuo com uma sequéncia de hMLH1 de tipo selvagem,
sendo a presenca da mutacdo indicativa da
susceptipilidade do individuo para cancro do cdlon e em
que a mutacfo € caracterizada por uma mutacdo da

transigdo de C para T gque produz uma substituicdo nédo

@&

conserva de amincécidc na posicdc 44 da proteina

d
hMLH1 (SEQ ID N° 5).

or



2.

(>

Processo de accrdo com a reivindicacidc 1, caracterizado
pelo facto de a sequéncia de &cidos nucleicos de hMLHI

ter a sequéncia da SEQ ID N° 4.

Processo de diagnéstico de propensdc para o cancro do

cdblen de wum  individuo, caracterizado pelo factc de

compreender:

a deteccdo da presenca de uma mutacdo numa
sequéncia de &cidos nucleicos de hPMS1 gue comporta

a sequéncia da SEQ ID N° 132,

em que a referide mutacdo é detectads comparando uma
sequéncia de &cidos nucleicos de hPMSL isolada de um
tecido do individuo com uma sequéncia de hPMS1 de tipo
selvagem, respectivamente, sendo a presenca de uma
nitacdc indicativa de que o individuo tem propensio para

3

¢ cancro do célon.

Processo de diagnéstico da propensdc para © cancro do
célon de um  individuc, caracterizade pelo facto de

compreender:

a deteccido da ligagido de um anticorpo que se liga
especificamente a um  polipéptide de hMLHL
comportando a sequéncia da SEQ ID N° 5 ou um
polipéptido de hPEMS1 comportandc a sequéncia da SEQ

ID M° 133, com uma amostra cbtida do individuo,

sendo a quantidade de ligac¢doc do referido anticorpo

ndicativa de que o individuo tem propensao para ©

ot

i
cancro do cdlon

™



5.

Processc de acerde com a reivindicagdo 1 ou com &
reivindicacdo 2, caracterizado pelo facto de a etapa de

detecclo compreender:

a amplificacido de um segmentc da seguéncia de hMLHL
isclada;

a comparacdo do segmento amplificado com um
segmento andlogo da sequéncia de hMLH1 de tipo
selvagem; e

a deteccdo de uma diferenca entre o segmento
amplificado e o segmento andlogce, sendo a diferenga
indicativa da mutacde da transicdc de C para T na

sequéncia de hMLHI.

Precesso de acorde com a reivindicagdo 3 caracterizado

pelc facto de a etapa de deteccdo compreender:

a amplificacdoc de um segmento da sequéncia de hPMSI1
isclado;

a comparacao do segmento amplificado com um
segmento analogo da sequénecia de hPMS1 de tipo
selvagem; e

a deteccdo de uma diferenca entre o segmento
amplificado e o segmento andloge, sendo a diferenga

indicativa de uma mutagdo na sequéncia de hPMSI.

Pr

Q

cesso de acordo com a relvindicacdo 6, caracterizado
pelo facto de a diferenca na sequéncia de nucleétidos ser
seleccionada no grupc gque consiste em eliminacgdes de pelc
menos um dos nucledtidos, insercgdes de pelo mencs um dos
nucledtidos, substituicdes de pelo menos um dos

nuclebdtidos e re-arranios dos nucledtidos.



8.

o

e

Processo de acorde com a reivindicacdo 5 ou com a

~

reivindicacgdo 6, caracterizado pelo facto de a etapa de

o
=
(&
ot
-
Fh
)..J -
0
o]

re
an
o
Q

ompreender:

a transcricdo reversa de todo ou de uma parte do produto
do gene de ARN para o ADN; e
a amplificagdo de um segmento do ADN produzideo por

transcricio reversa.

Processo de acordo com a reivindicacdc 8, caracterizado

pelo facto de a etapa de amplificacdoc compreender:

a selecgdo de um par de iniciadeores de
oligonucledtido capazes de hibridarem com as
estruturas helicoidais opostas do segmento de ADN e
na orientacdo oposta: e

a realizacdo de uma reaccdo em cadela de polimerase
utilizando os iniciadores de oligonucledtido de tal
modo que o Acido nucleico que intervém entre os
iniciadores ¢é amplificadoc para se tornar num

segmento amplificado.

Processo de acordo com uma qgualguer das reivindicacgdes
precedentes caracterizado pele facto de a etapa ae
detecgdo de uma mutacdo compreender a determinacdo se a
diferenca entre o segmentc amplificade e ¢ segmento

andlogo causa um fendtipo afectado.

Polinucleétido isolado caracterizado pelo facto de

codificar a proteina de reparagdoc do desemparelhamentoc de

o

ADN e compreender a sequéncia da SEQ ID N° 132,

b



iz,

1

4.

6.

<

Polipéptido de reparacdo do desemparelhamento de ADN
isolado, caracterizado pelo facto de ser codificado lo

1.

e
®

O
ot

polinucledtido isolado de acordo com a reivindicaca

Polipéptido de reparacdo do desemparelhamento de ADN
isclado, caracterizado pelio facto de comportar a

sequéncia da SEQ ID N° 133.

Anticcrpo purificado caracterizado pelo facto de se
ligar especificamente a um polipéptido de acordo com a

reivindicacido 12 ou com a reivindicagdo 13.

Anticorpo, de acordo com a relvindicagéo 14,
caracterizade pelo facto de o anticorpo ser um anticorpo

monoclcnal.

Sonda caracterizada pelo facto de compreender:

uma sequéncia de nucledtidos com menos de 500 pb
capazes de se ligararem especificamente a bases
complementares da SEQ ID N° 4, por meio do
emparelhamento de Watson/Crick, com uma Tm maiocr do

que 55 °C; e

uma parte marcada ligada a sequéncia.
em gue a parte marcada tem uma propriedade seleccionada
no grupo que consiste em fluorescéncia, radicactividade e

gquimio-luminescéncia.

Sonda caracterigzada pelc facto de compreender:

93]

uma seguéncia de nucledtidos capazes de e

ligararem especificamente a bases complementares da

L



SEQ ID N° 132, por meio do empareihamento de

Watson/Crick, com uma Tm maior do que 55 °C; e

uma parte marcada ligada a sequéncia, em que a
parte marcada ftem uma propriedade seleccicnada no
grupo que consiste em fluorescéncia, radicacti-

vidade e guimio-luminescéncia.

Lisboa, 13 de Setembro de 2006



processo para avaliar outros genes neste processo de

reparagac de errcs de emparelhamento.



J/aq

Guia para o iscolamentc e caracterizacdc dos genes de PMSI e
MLHI de mamiferos

Etapa 1

Etapa 2

Etapa 3

Etapa 4

Etapa 5

Etapa 6

Etapa 7

Etapa 8

Preparagdc de conjuntos de oligonucledtidos
degenerados para RCP.

Transcricdo reversa e RECP em pocli A + ARNm
seleccionado, isoladoes de células humanas

Clonagem e sequenciacdo de fragmentos geradcs na RCP;
identificacdo de dois fragmentos de genes gue
representam PMSI e MLHI humanos.

Isolamento de clones de ADNc de PMSI e MLHI humanocs e
de rato utilizando os fragmentos de RCP como sondas

Isclamentc de clones gendmicos de PMS1 e MLHI humanos
e de rato

Mapeamento posicional dos cromossomas de genes de
PMS1 e MLEl humanos e de rato por hibridacgdo in situ
por fluorescéncia

Utilizacdo de sequéncias gendmicas e de ADNc para
identificar mutag¢des nos genes PMS1 e MLHI de
familias com CCNPH

Preparacdo de vectores para atingir genes para romper
os genes PMS1 e MLH1 de ratos em células IE
{indiferenciadas embridnicas); estudo de ratos
deficientes na reparacdco de desemparelhamentos

Figura 1
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CITGGCTCT TCTOOUGCCARARTCTCCTICGT TATTCCCCGGETECACEA 1D
¥ S F VA GV Y R R LD e
ACAGTEOETCARCCOOATCGY TeATC accranTeenateaas 17 ~SEQ. ID
T v v N R I & K ¢ B V & O R P K H 2 I K
rc-yr-sc;.rccuurcucucurrcmmmrmm&\o 180
g n I E N C L P a X s TS I QV 2V
GEAGGCCTGARGTTGATTCAGATCORAGAL HTGGCLCCGGGATC)\GGWGMGK!CTG 40
6 ¢ L KL I 0 I 0 DPH¥ G TG I R K £ DL
GATATTGTATCTGARAGCTTCACTACTAG TAAACTCCAGTCOMMGASCATITAGCCAGT 300
P Y v ¢ ERTF ¥ TS KL QST FETDTLSAS
ATTTCTACCTATGECTTICOAGUTCAGGC TTTGGCCAGCATAAGLCATGTGOCTCATETT 160
1 8Ty 6 F R G E A U A S I 88 YV A B Y
ACTATTACAACGAAMMCAGCTGATECAAKG TCTCCATACAGRGCAAGTTACTCAGATGGA 420
T I TTX T aD gk CcCaYyY RXS Y S§DG
ABACTGAMAGCCCCTCCTAMUCATGTGUTGGCAM TCAAGGGACCOAGATCACGGTGRAS ¢80
E L R A F F XK C X G H QG T QI TV E
GAGCTTTTY AR TT TCOAMGTCARGANTAT 340
2 » F ¥ NI AT RRKIEKUGSEGTILZXNUP S EEVY
GGRAMMTTY 6T A TCAGTACACAATGCAGCCATTAGTTICOTCA 600
¢ K ¥ L E VY G R Y S VEHNAKGTI S F &
CTTARNAMACA, TETTAGGACACTACCTAA 660
¥ 8 K Q G E T VY B DYV E T ¥ P HNA 6 T ¥
GACA, TOGE: A 0
P ¥ I R S X P G ¥ A Y § R E L x !: x ¢ ¢
IAADCE ™ ARATGN, 780
E D R T L A ¥ X B O® & ¥ 1 s N ANY &Y
AAGAAGTCCARCTTCTZACYCY AN ATCA, 840
K K ¢ f P L L ¥ 32 N EBR L V E 5§ 7 8 L R
AN AGES TTGCCCAAAAALACACACCCA! 200
XK A 3 E T V Y X A ¥ L P XK N T 8 p F L Y
ATC a CACAM A 960
L § LE 1 S P QN VDV NV EP T* K EE
GTICACT tle ol 1020
v 8 F L B EE &8 I L E R Y O QB X SE S X
1080
L L & &§ N S 8 R ¥ Y P PTOQT L g G L A
SCACAALARLTY AL IOGA  1ide
¢ P 5 ¢ FE ¥V XK 8T 2 F§ L 2 8 5 8% 585 ¢
AGTAGY *C £ TT 1200
s £ px ¥ A 2 Q ¥ ¥ & D 5 R BE O X L
CRPGEATTIC COCCICTCOAGTCAGT TG 1260
DA F L Q P L % XK F L 8§ & 0 F Q0 AI VY
CAGGATAACACAGATRTITCTAGTGGCAGGGCTACCCAGCAAGATGACCAGATICUTIGAL 1320
ED X T OI § S G R AR Q QD K E X L E
CTee AAFARTCAGAGCTTEEN TACACAARG  L3gg
L P A F A E V A AKX ¥ O 5 L E G DTTKXK
GOGACTTCACAAATCTCAGAGA CTACTICCAGCRALCCCAGAR T 1440
€ T $ E M S F ERG ¥ T S 5 N P R X R H
CGGGAAGATTC AAGGAA 1500
R EDP S PV EMNVY E DD S a B E X T A A
TGLALQLLCE TTRN AL ARATE 1560
¢ T P R R R I I NL T S V !. £ W Q E B X
GAGSTTCTCE A TCCTTH 1620
¥ EQ 6 BE E ¥ L RE X L2 ¥ H S P VY G C
GTGAATCCTCACIGEGCCTTCGLAC AGEATCAMACCAAGT TATACCTICTCAACACTCACE 1680
¥V M P g W AL AQH QT KL Y L LNKNKTT
AAGCTIAGTGAAGAAC TG T ICTACCAGATACTCATTITATSATTTICCCAN: 1%ee
E L § EELVF Y QXL I Y DF ANTETGV
CTCAGGPTATCCCAGCCAGCACCGUTCTTITGACCTIGLCATGCTTGCCTTAGATACTCCA 1808
L R L 5 BE P A P L F DL AHLAMELTDG S P
TOGAL AAAGARGGACTTCCTGARTACATTGITGAS 1860
£E 5 ¢ § T E E DG P KE & L R E Y I V E
bxs AGA T GA TITCTCTTUGGAAATTGATGAGGAR 1920
f L kK X X A E ML ADY F § L E I D ¥
CEGAACCTGATTGEAT TACCCCTTCTEA T TOACAA R TATS G 198y
¢ N LI GLUTELLIDNSTYO PBLEGL
COTATCTICAMIC TICOAC TACLCALTOAGGTGAATTCECACCRAGAKAACSRATETTTT 2060
P I ¥ I L R L A TE V N W B E EXEGCTF
GAKAGCLTCACTAAAGRARTGCGOIRYGTTC '!‘ATTCCA?CCGGMGCAGTACA‘!M‘CTCAG 2100
£ $ L 5 K EC A KPP ¥ § 2 R K O
GAGTCOACCOTCTCAGGLCAGCAGAGTGAACTSCCPOCCTCTATTCE. AMC‘!CC“OGM 2180
E 5 T L 8 6 0 ¢ 8§ 8 ¥ P G 5 I P MHN S V¥V R
TCCACTC TG U»CACATNTCTA‘PWGCCT’I‘GCGCTC‘ACACAT‘!’CTGCCTCCTM&T 2238
¥« T vV g ¥ I ¥V ¥ K K L R § E I BoP
TTCACAG).RGA‘IGG»MTAi CCTGCAGCTTCCTARCCTCCCT uATCTATJ\CAMGTCT"’I‘ z28C
F T £ o g N I L OL A X L PDLYKSUVYF
GAGAGQTGT‘&MTLTGGTTATTTNTGCAL. TOTCEGATGTGTICTTCTITCTOTGTATIC 234G
E
cm‘n cmm&m"cm TATACIAACTOTACIAACATAAGTCTTGHTAC 2880
ACTTAASACTTATAC TIGCC TIC TGAT G TRT IO O TITATAC ACAGTOOATTSATTATA 2360
2482

nAt FARTAGRTETHTCITAM ATA

Nucleétido de ADNc
de MLH]1 humana e
sequéncia da
proteina

Figura 3
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#£1: 18442 A 19103 (-21 a 116)

-
TGGCTGEATGCTAAGCTACAGCTGAAGGAAGAACGTGAGCACGaggcactgaggh
gattageTGAAGGCACTICCGTTIGAGCATCTAGACGTTICcttggetecttotgyge
gocaaaatgtogttogtggcagygyttattoggeggetygacyagacagtggtga SEQ. ID
accgeategeyycygyggaagtiatecagegygecagetaatgotatcaaagagat NO: &
gattgagaactgGTACGEAGGGAGICGAGCCEGyctcact taagggctacqaCTT
AACGGGCCGCGTCACTCAATEGCGLGGACACCLCTCTTICCCCGGGCAGAGGCAT
GTACAGCGCATGCCCACRACGEUGHRAGGCCGCCGEETTCCOTACGTGCOCATAAGE

CTTCTCCTTTTC B
$EQ. ID NO: 25

#2: 19689 a 19688 (117 a 207)

AAACACGTTAATGAGGCACTATTGTTTGTATTTGGAGTTTGTTATCATTGCTTGG
CTCATATTAAzatatgtacattaqagtagttagCAGACTGATARATTATTTTCTGET
TTGATTTGCCAGtttagatgraaaatcoacaagtatteaagtgattgttaaagag SEQ. Ip
ggaggoctgaagttgattcagatocaagacaatyggracegggatcaggGTAAGTA NO: 7
AAACCTCAAAGTAGCAGGATGTTIGTGCGCTTCATGGAAgagtcagdacetttet
CtgTTCTGGAAACTAGGCTTTTGCAGATIGGGATTTTTICACTIGARRAATTCAACA
CCARCAATAAATATITATTGAGTACCTATTATITGCGGGGCACTGTTCAGGGGAT

GTGTCAGT
5EQ. ID NQ: 26

#3: 19687 @ 18786 (208 a 306}

TTTCCTGCATTAATCAAGAAATCCGAATTCAAggaqatttqgaaaatgagtaacAT
CATTATTTACTCATCTTTTTGCGTATCTAACAGaaagaagatctgyatatbgtaty
tgaaaggttcactactagtaaactgcagtectttgagyatttagecagtatitet SEQ. ID
acctatggotttegaggtgagGTAAGCTAAAGATTCAAGAAATGTGTAAAATATC NO: §
crectgtgatqacattgtCTETCATTTETTAGTATGPATTTCTCAACATAGATAA
ATAAGGTTTGGTACCTTTTACTTGITAAATGTATGCARATCTGAGCAAACTTAAT

GAACTTTAACTTTCARAGACTG
SEC. ID NQ: 27

#4 18492 a 18421 {307 & 380;

TGGAAGCAGCAGNCAGATaacctttecetbtqgtgaggTCACAGTGGETGACCCA
GCAGTGAGTTTITCTTTCAGCTCTATTTTCTTTTCTTCCTTAGget ttggecagea

taagcoccatgtggoteatgttactattacaacgaaaacagetygatggaaagtgtge | SEQ. ID
atacagGTATAGTGCTCACTICTTETACTCATATATATTCATTCTGARATGTATT NO: 9
TIGGgcctaggtetcagagtaatcCTGTCTCAACACCAGTGTTATCTTTNNNGGC

AGAGATCTTGAGTACG -
SEQ. ID NO: 28

Figura 4A - 1
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#5: 18313 a 18179 (381 8 453)

TTGATATgattttctettttecccttqugATTAGTATCTATCTCTCTACTGGATA
TTAATTTGTTATATTTTCTCATTAGagcaagttactcagatygaaaactgaaags
ccoctectaaaccatotgetggcastcaagggacecagatcacgGTAAGAATGGTA
CATCGGAGAgtaaattgbtgaaget bttt EgTATAAATATTGGAATAAAAAATA
AAATTGCTTCTAAGTTTTCAGGGTRATAATAARATGAATTTGCACTAGTTAATGG
AGGTCCCAAGATATCCTCTAAGCARGATARATGACTATTGGCTTTTNNTGGCATG

GCAGCCTG

SEQ. ID RO: 28

#6: 18318 a 1B317 [454 a B543)

GCTTTTGCCAGGACCATCTTgggttitattttcaagtacttctatgAATTTACAA
GAARAATCAATCTTCTGTICAGEtggaggaccttttitacaacatagecacgagg
agaaaagctttaaaaaat ccaagthaagaatatgggaaaattttggaagtigtig
gcagGTACAGTCCARBATCTGGGASTGCETCTCTGAGATITCTCATCAAAGTAAT
GTGTTCTAGTgetcatacat taaaracgttactqaqcTAGATCETCABAAGTAAAR

SEQG. ID NO: 30

#7: 19009 a 19135 (546 a 588)

CAGCAACCTATAAAAGTAGAGAGCAGCTCTCTGTTTTGACGCAGCACCTTTAGCAT
TPTTATTTGGATGAAGTTTCTGCTCETTTATTTTTCTCTGGGTAAAATATTAATA
GGCTCTATGGAGATATTTTICT T TATATGETACCTTTGTTTAGATTACTCAALTCE
ACTARTTTATTTAACTAAARGGGGGUTCTGACATctagtgtgtgtttttagcAAC
TCTTTTCPTACTCTTITCTITITCTTITCCAGgattcagtacacaatycagysa
ttagtttcteagttanaaasCTAACTTCTTGGTITATCGGGGATGGTTTTGTTTT
ATGARAAGAAABAAGGGGATTTITTARTAGTITGCC Tggtggagataaggttatgs?

GTTT

SEQ. ID HO: 31

#8: 18137 a 18924 (583 a 677)

ATGTTTCAGTctcageecatgagaraataaatccTTETCTCTTCTGCTIGTTTCTTT
ATCAGraaggagagacagtagetgatgttaggacactacecaatgoctecaacogt
ggacaatattogetecatotityghastgctgttaghbegGTATGTCGATAACCTA
TATAAAAAAATCTTTTACATTTATTATCTTCGTTTATCATTccatcacattattt
gugaaccTTTCAAGATATTATCTGIGTTAAGAGTTTGCTTTAGTCARATACACAG
GCTTGTTTTATGCTTCAGATTTETIAATGGACGTTCTTATTTCACGTAATCRACAC

TTTCTAGGTGTATGTARTCTCCT ER’I’TCTGTGGCGTGAATCATGTGTTCT

SEQ. ID NO: 32

Figura 4A - 2

SEQ. ID
NO: 310

-

SEQ. ID
NO: 11

SEQ. ID
NO: 17

SEQ. ID
NO: 13
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#9: 18765 & 18198 (678 & 790}

ACTGAGTAGGGTAGCTGEETCAGTCCETCEGTGOGTCECTGEETGEATGCATGGA
TGGGACGATGGETGGETGAATGCGCTGAACAGACAAATGGATGGATGAATGGACAG
GCACAGGAGGACCTCARATGRACCAAGTCTTCGGGGCCCTCATTTCACAAAGTTA
GTTTATGGGAAGGAACCTTGIGCTTITTTAAATTCTIGATTCTTTTIGTAATGTITCAG
TTPIGAGTATTIToaaaagettoagaatote TTTTCTAATAGagaaCtgatagas
attggatgtyaggetasaacortageottoaasatgaatggtiacatatocaaty
caaactactcagtgaaga&qtga ttcttactcttcatcaaccGTAhGTTAAA
AAGRACCACRTGGGAARTCC aaacacccacagGCAATTTTATEGGA
CCATGGAAAAATTTCTGAGTCCR GG”TTGATTAAACATGGAGAAACCTCATGG

CAAAGTTTGCTTTTATTCCGRAG ;TG”kTA

SEG. ID HO: 33

#10: 18305 8 18306 (7%1 a 884}

ATAGCTGGCGCTGGARRGTEGCCACAGCTARAGGTGCACCTTTCTTCCTGGGGATGT
GATGTGCATATCACTACAGARRTGTCTTTCCTGAGGTGATCGTeatgactttagtygt
gaatagtacaceTETGACCTCACCCCTCAGGACAGTTTTGARCTGCTTGCTTTCTT
TTTATTGTTTAGakcgbcbggtagaatecaacticettgagaaaagocatagaaas
agtgtatgeagcctatttgeoceaaaacacacaccrattectgtacctoagGTAn
TGTAGCACCAAALTCCTCARCCE. ECTCACAMAGGAAcagatgtictatcaggct
ctectoTTTGAAAGAGATGAGCATIECTAATAGTACAATCAGAGTGAATCCCATAC
ACCACTGGCAAMRGGATCTTCTGICCCTTCTTACAGGTACRAGGCACAG
H
3EC. ID NO: 34

#11: 18182 a 19041 {885 & 1038}

CTTACGCAAAGCPACACAGCTCT IAAGTAGCAGTGCCARTATTTGARCACACTCA
GACTCGAGCCTGAGGTTTIGACCACTGTGTCATCTGGCCTCARATCTTCTGGCCA
CCACATACACCATATCTgggctttttetccceeteccACTATCTAAGGTAATTST
TCTCTCTTATTTTCCTGACRGE b tagaaatecagtecccagaatgtggatghtaat
gtgcaccccacaaagcabguagttbact toctytacyaggagageateotggage
gggtgcagoagcacategagagoapgotcotgggotocecaattoctecaggatgta
ctteacccagGTCAGGGCECTTCTCATCCAGCTACTTCTCIGGGGCCTTTGAAAT
GTGCCCCGCCAGALILGagayuee: at LeTTGCTGTTATTTAGGRAACTT I TT

GAAGTATTACCTGGATAG

|
SEQ. ID No: 35

Figura 4A - 3

-

SEQ. ID
RO: 14
SEQ. ID
NQ: 15
SEQ. ID
NO: 18
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#12: 18579 & 18178 (1029 & 1409}

GATaattataccteatactagcTTCTTTCTTAGTACTGCTCCATTTGGGGACCTG
TATATCTATACTTCTTIATTCTGAGTUTCTCCACTATATATATATATATATATATA

TITTTTTTITTTITITITTITTAATACAGacktEgotacoaggacttgctygygcece
tetggggagatygttasatocacascaagtotgacetogtottoctactictggas
gtagtgatasggtctatgcccacoagatggttogtacagaticocrgyyaacagaa
gettgatgeatttctguagnototyageaaaceuctytecagtoagooccaggoe
sttgtoncagaggataagacagatatiictagtyggeagggctaggcagoaagaty
aggagatgottgaactocosgeo hﬁgctgaagtggmtgccaaaaatcaqaqctt
ggagggggetacaacasagyggacttcagaaatgicagagaagagaggacetact
tocageaaceoccagGTATGECCTIITCGEARAAGTACAGCCTAcct oot ttatte
tgtaataaaacTCCCTTUTAACTIIIGECTTITCATGAATCACTTGCATCTTOTCT
CTGCCGACTTCCC

SBG. ID NO: 36
Cré-se que o sitio aceitador tenha 21 T's

#13: 18420% @ 18443 (1410 a 1558}

CTGTGCTCCAGCACAGGTCATCCAGCTCTETAGACCAGCGCAGAGAAGTTGCTTE
CTCCCARALgcaacccacaasatiugCcTAACTTITABAARCAAGAATAATAATCA
TCTGCACTTCCTTTTCTTCATTGCAGaaagagacatugggnagattctgatygtyg
agatggtggaagatgattocogasaygasstgactycagettgtaceccecygag
aaggatoattaaccteactagtgibttgagtotocaggaagasatiaatgageay
ggacatygaggCTACGTAAACCCTEIGGLCTIGCCTGECATGCATAGGGCCTCAACT
GCCAAggttttggaaatdgadasanCAGTCATCTTETCAGAGTCCCACTACAGTT
TTGATGGGCAAGCTCCTCTTCCTTTACTAACCCACAATAGCATCAGCTTARAGAL
ARTTTTTGATTCGGACGARAAGGGAGARRATARTCTCTG

SEQ. ID NO: 37

#14: 19028 a 18897 (1559 a 1667}

CAGTTTTCACCAGGAGGUTCAARTCAGGCNNCTTTCCTTACT L ggtgtctetaat
tetggTGCCTGETGCTTTGETCAATCAAGTGGGGTTGCTAGGATTCTATTACTTA
CCTGTTTTTTGCTTTTATTTTTTGTTTTGCAGEt et ceggyagatgttgeataac
cactecttogtgggetatatysatectoagtaoggocttageacageatoarnacos
agttataccttctcaacaccaccgggcttagGTAAATCAGCTGAGTGTGTGAAC&

AgcagagctactacaacastgGTClAGGEAGCACAGGCACARAAGCTAAGGACAG

CAGCATGAAGGTAGTIGGGAAGGGLACAGGCTTTIGGACTCAGCACATGT
I

SEQ. TD HO: 38

Figura 4A - 4

S5EQ. ID
NO: 17

SEQ. ID
HO: 18
SEQ. ID
NO: 19
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#15: 19025 & 18575 (1668 & 1731}

CCCOTGGTTGAAGCCTTGCAATCCCACTCTTTGGANNNNNNNAGATTGTGTTAGA SEQ. ID
CTGTTAACCAGATTCCACAGCCAGGCAGAACTATGTCIGTCTCATCCATETGTCA NO: 20
GGGATTACCTCTzccatttateccaactaaTTCTATCTCAAGCATCGAATTCAGCT
TTTCCTTAAAGTCACTTCATTTITATTITICAGtgaagaactgttetaccagatac
tc&tttatgattttgccaattttg;iz;tctceggttatchTAAGTTTAGATCC

TTITCACTTetgacatttoasctuaccgCCCCGCARACAGTAGCTCTCCACTAAR —
TA

SEQ. ID HO: 35
~19 do sitio aceitador da secgdo é A nalgumas pessocas.

Outros sdo heterozigéticos para A e G. GTCACTTC ou CTCGCTTC
(Polimorfismo)

#16: 18184 a 18314 (1732 a 1896}

CATTTATGCTTICTCACCTECCATTCTGATAGTCCATTCITCCGAATTCAGGCTT
catttogatgctcoattaaagCTGCTCCTTCATGTTCTIGCTTCTTICCTAGGAY
ceageacegotetttgecettgocatgettgoct tagatagtecagagaghgyct | SEQ. ID
ggacagaggaagatggtoccaaaghaggactigotgaatacattgtigaghttot NO: 21
gaagaagaagyctgagatgetigepgactatttotettiggaaatigatgagGlc
TEACAGCCATTCTTATACTTCICTIGTATTCTCcagataaaatttccagecqyat

JCATTGGCTCA
EEQ. ID NO: 490

£17: 18429 a 18315 (1887 a 19885}

CAGATAGGAGGCACAAGGCCTGauaaagacactggagaaatgggATTTGTTTAAR
CTATGACAGCATTATITCTTGTTCCCTIGTCCTITTTCCIGCAAGCAGYRaggga SEQ. ID
acctgattggattancecttetgattgacaactatgtyoecectttggagggact NO: 22
gcotatcttoatictingactagtisactgagGTCAGTGATCAAGCRGATACTAAG

CATTTcagbacatgcatgtgtactiaaqguAAAGGGCAAR
SEQ. ID HO: 41

#18: 18444 a 18581 (1990 a 2103}

—
CTATATCTTCCCAGCAATATTCACAGTCCGTTTACAGTTITAACGCCTAAAGTAT }
CACATTTCGTTTTTTAGCTTtaagtagtctgtgatctccgTTTAGAATGAGARTG
TTTAAATTCGTACCTATTTTGAGGTATTGAATTTCTTTGGACCAGGtgaattggy SEQ. ID
acgaagaaaaggaatgtttigasagectcagtaaagaatycgetatgttctatte NO: 23
catacqqaagcagtacatatctga;gagthaccctctcaggccagcagGTaCAG
TGOCTGATGCACACTGGCACCLCAGGACTAYgacadgacchcatacatCTTAGGAG
ATGAAACTTG

SEQ. ID NO: 42
Figura 4A - §
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#19: 18638 a 18637 {2104 a 2271). 2463 é o fim de
ADNc -

AARTCCTCTTGTGTTCAGGCCTCTEEGATCCCTGAGAGECTAGCCCACARGATCCRC
TTCAAAAGCCCTACGATAACACCARGTCTITTCCAGACCCAGTGCACATCCCATCAG
ccacgacaccagtatatattagGATCCAARCACGGAGGCTTATGACATCTAATGET

GTTTTCCAGagtgaagtgoctygoteaaticenaactoetggaagtggactgtgy SEQ.

aacacattgtctataaagocttycgotoacacattetgoctootaaacatiteac
agsagatggasatatectycayottgrtaavctyoetygatetatacaaagbottt
gagaggtgtliaaatatggttatiihtgeactygt g
tattcogatacaaagtgttotatcpaagtogtygatatacansagtgtacoaacataa
gtgttggtagcacttaagactiathctigecttotgatagtattcotttatacac
agtggattgattatasatasatagpriotytottaacata ATTTCTTATTTAATTT

TATTATGTATATA ! o

SEQ. ID NO: 43

Figura 4A - 6

NO:

24
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Iniciador de amplificacio do . o
primeizo estadic SEQ. [0 Iniciador de amplificagdo do SEQ. I

Exdo §

NI8318- Sggautuatiticaagacticlarg 4 NI Sigmasaogpeppeeagigivaticaagactciaaatl - 93
CIBT Socteagenmerpensigiaipase 35 C-19079- *§'eaeanctgticaniplalgageact %

Exdo !

N-19009- ¥ctaptgmpttttgae 5 19293 $igtannacgrcguocagipiotatpiitizgenas %
(19135, ¥earmaceniaterecacc 57 (19435 *Samouttatelocaceage %

Exdo §

N-18197- Fetcapecaigapacaatanatee 38 N-L939- iptansacgacggecagtagecaigagacatanatcetly 7
C10- Sppteccamataatglgalgy. 9 (10450 * Seceanataatgtpalggaaty 9%

Exdo Y

N8765- §'canaageiteagaateic i N-19608- 5-tptanaacgacggecaglaageitcagaatelec %
C18195- S'eigtomptptticetpipanieg 61 C-1049- *Spagatitectptgagiopatt 100

Exdo 1

N-18305- Scargacttgipigaatglacace 62 N-1927 Sgteanacgacapecagiactgtpigaatyiacaceigly 101
CI8306- Sgappagapecgatagaacaicyy. 6 C-19081- *S pagapectaatagaacantgity 0

Pigura 4B ~ pagina 2
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Iniciador de amplificacdo do
primeiro estadic

Exdo |1

N-18182- §'gggetitcicoceetece
(19041 S'aanatetgggetetcacy

Exdo!? (Ver nota no fim)

N-18575- §'aattataccicalactage
C-18178- S'glitattacagaataaaggags

Exdo 13

N-18420- S'igeaacecicaaaattiges
C-18443- S'outtetocatitecaaaacc

Exdo 14

N-19028- S'tgpptetctagitetep
C-18897- Teatigugiagtagetctye

Exdo 5

N-19025- §'cecatitgicccaacigy
C-18575- S'epgieagitganatteag

SEQ.

No

6

6

6

6

I

n
7

B
i

D

Iniciader de amplificagio do
sequndo estadio

N-19486- S'tglaaaacgacgpecagietitictoceecteecacta
C- 10455 *Stetgageteicacget

N-20346- *S ctatictgagioteiee
A0 Sgtaanacgacggecagipitigetcagapgeige

N-19820- *S'palggiicptacagattoecg
(19365 'tgtaaaacgacppecagtitaitacagalazipgagyiag

N-19300- $'gtasaacgacygoeagiaacocacaaaalliggotaag
C-19078- *Stctecatticeaagaccitg

N-10456- *Stgictctagitctgptee
C-19472- §'tgtaanacgacgpocaglipiiplaptagetctyctiy

N-19697- *S'atttgteccaactggttgta
C-19466- S'glaaaacgacggocagiteaptigaaalglcaganglp

Figura B - pagina 3
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Inrciader de amplificacdo do SEQ. 1D
prineiro estadio ND'

Exdo 16

N-81%- Scamgguaetocgianage 1)
CABE Seacooggctppaaatiaty 6

Exdo 17

- |

N18400- Sppeaagueactgpagentige 7
CABIS oceagracacalgeglace. 78

Exdo 1§

No18444- Shanglagiciptpatetecy 2
(18381 Yaigiaigaggiectgles 80

Exdo 19

N-18638- S'gacaccagigatptigy )
CA869 Spaganagoaguacacatee 2

Iniciader de amplificagio do SEQ.ID

sequndo estadio NG,
N-19769- Stptaasacgacgpeeagt 1M
CA9047. *Seoggetpganalttiattiggeg 116

N-J0298- S tgtasmacpmcgpocaghaggeaciggaganaiggpatiy 117
C-19080- *S'teongeacacatpenigtacegaat I8

N-19436. *Sgtagtetpigalclocgut 19
G047 igtasaacgacggecagiaigagglectgteciag il

N-10447- *5'accaggratptipanalg
C19%30- S'tglannacgacegeeaglpanagaagaacacaioncaca 1L

Todas as sequéncias léan-se de §'Para 3'. Os nimeros de identificagio do iniciador estdo listados antes de

cada sequénci gl i ndi L ni
equencia de iniciader. N indica o iniciador no lado 5' do exdo. ¢ indica o iniciader no lade 3' do exio

* Indica que o mucleotido de 5' ¢ biotinilado

Fiqura 4B - pégina 4
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Figura 6

fMLHT humana
MLHT de rato
MLHT 8. cerevisiae
Mutl S, Typhimudum
Mutl & coli

HexB S pneumoniae

PMS1 8. cerevisiac
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Sequéncia de nucledtido de P81 hwmana.0 possivel inieio (ATG) e os coddes de

paragen (TGR) estio sublirhados

b0 [ I3 | 40

J CCAPRGAGEG BGCTCAGAGS TCGAGTRCAG RACCTGOTAR

B IGCICTE000 AGGTGGTACT GAGTCTRAGE ACTGOGETAA
161 TRTIGATCTA MAGCTTARGG ACTATGAGT GGATCTTATT
w11 TCGAMGGCTT AACTCTGAAA CATCACACAT CTAAGATICA
121 COGGOGOARG CTUTGAGCTC ACTTICTGCA CTGAGCGATG
101 TCCACTOATC TTTGATCRCA ATGOGARAMT TRTCCAGAAR
401 AGCAGTTATT TTCCACACTA JOTGTGCOCC ATAAGSAMT
561 GICTTACATG CATACTGTAT CATTTCAGCH GACATOCGTG
641 TCTCOTATGE ACRGGTGGAA GCCCRAGCAT AMAGGRAMT
71 MCCTITICT TCAGCTOCEC CCTAGTGACT CCOTGTCTGN
801 TTITACATCT CAGGTTTCAT TTCACRATGC ACGCATGOAG
0] (CGOROGCECT TGTGACCCA CAMGTCTG CAGACTCOTE
661 TIGTICTICT TRACATTTCD GTTGATICAG RATGCGTIGH
il GACCAMAMGE TITTGRIGED AGTITTAAAG ACCTCTTTGH
LIzt TCACCAGCCA CTGCTGGATG TTGARGGTRA CTTARTARAA
{301 ACGATCAATC CCCTTCATTA AGOACTGOAG RAGARAAAM
1781 CGYCACACAA CAGAGARCAR GCCTCACAOC CCARRBACTC
(361 COTGTCTTCT AGCACTTCAG GTGCCATCTC TGACAAAQGC
1401 GACCCAGTCA CCCTACGRAC AGAGCGGAGS TGGAGAAGGA
1521 AGCAICCCAG ACACGGOCA TCACTCCAGC AGCGAGTATG
1501 COACTRTCRS GAGAABRGCHC CTGAMACTGA COACTCTTTT
{631 GIARATTICG AGTTTTGCCT CAGCCAACTA ATCTCOCAAC
1761 AGTICTGACA TTTGTCARAR GTTAGTRART ACTCAGGACK
1M1 GAAGTTSTG CCOCTGRACT TITCTATGAG TTCTTTAGST
193] FACGOGAACA CAATTACAGG AMGTTTAGGS CAAMGATTIC
1001 GAGATAAGTA AACGATGTT TGCAGRAATG GAANTCATIG
2001 GGATATCTTC ATAGTGGACC AGCATOCCAC GOACGAGAMG
2161 GGCAGAGOCT CATAGCACCT CAGRCTCTCA ACTTAACTGC
241 AGAAAGAATG GCTTTGATIT TOPTATCCAT CAARATGCTC
7300 TARMRACTGG ACCTTCGGAC CCAGORCGT CGATGAACTG
200} CTICCCGAGT CAAGCAGATG TTTGCCTCCH GROCCTSNCG
2081 TCAAGARACT GATCACCCAC ATGOGGGAGA TGRGCCATCC
2561 CCARCCTCEG TRTCATTTCT CABAACTGAS CGTAGTCACT
1641 AMGACAGAG TCTREACTAL CCTTIMITGY TTTARMTGA
S R . N S R A

1 R 1
GGCCATCAAR CCTADTGATC GGARGTCAGT CCATCAGATT 40
AGGACTTAGT AGRAMACAGYT CTYGBRTGCYG GTGCCACTAX 130
GRAGTITCAG ACAATGGATG 7GGGOTAGRA GAAGMAAACT 210
BGAGTTTGCC GRCCTAACTC AGGTTGARRC TTTTGGCTIT 320
TCACCATITC TACCTGCCAC GCATCGGCGA AGGTTGGARC 407
ACCCCCTACT CCCGLCCCAG AGGGACCACA GTCAGCGTGC 480
TCARAGGART ATTARGAAGG AGTATOCCAA RATGOTCCAG S6(
TAAGTTGCAC CAATCAGCTT GGACAAGGAA AACGACAGCC 640
ATCOGCTCTG GTTIORCCA GAAGCABTTG CAAAGCCTCA 720
KGROTACGGT TTOAGCTOTT COORTGCTCT GCATAATCTT B
TTGGRAGGAC TTCAACAGAC AGACAGTTTT TCTTTATCAL 880
XIGAGGTCT ACCACATGTA TAATCGACAC CAGTATCCAT 950
THDCAATGTT ACTCCAGATA ARAGGCRAXT TTTGCTACAR 1040
TAGGARTGTT TGATAGTGAT GTCRACARGE TAAMGECAG 1120
MGCATGCAS CUCATTTGOA MRGCOCATG GTAGAAMAGC 1300
AGACGTGTCC ATTTCCAGAL TGCOAGAGGC CTTTTCICTT 1280
CRGRACCAAG AAGGRGCCCT CTAGGACAGR AMAGGGGTAT 1360
GTCCTGRGAT CTCAGAAAGA GGCAGTGAGT TCCAGTCACG 164D
CTCOGRGCAC GGCAGCACTT CCGTCGATTC TGAGGGGTTC 1520
CO0CCAGCTC CCCAGGOGAC AGGGGCTEGT AGORACATGT 1600
TCAGATGRGE ACTOCCATTC ARACCAGGRA GATACCEGAT 1600
CCCARACACR AAGCGTTTTA RAAMAGAAGA AATTCTITCC 1760
TEICAGCCTC TCAGATTGAT GTAGCTGTGA AMATTAATAR 1840
ARACGRATAA AGCAGTTACA TCATGARGCA CAGCARRGTG 1920
TCCTGGAGAA ARTCRAGCAG CCGAAGATGA ACTAAGRARA 2000
QTCAGTTTAN CCTGGGATTT ATAATAACCA AACTGRATGA 2080
TATAACTTCG AGRTGCTGCA GCAGCACACC GTOCTCCAGG 2160
TETTANIGAR CCTCTICTGN TAGRAMATCT CORAMTATTT 2240
CAGTCACTGA AAGGGCTARA CTGATITCCT TGOCAMCTAG 370
RICTTCATGC TGAGCGACAG COCTAOGTC ATGTGCCOEC 2400
GRAGTOGATG ATGATTGOGA CTGCTCTCAA CACRAGCGRA 2480
CTGEARCTGT CCCCATGGAR GGCCACCATG AGACACATCG 2560
GTATGGAATA ATTGGTITTA TCGCAGATTT TTATGTTTRG 2640
AACCTGC 268

P b o o

SEQ. IDNO: 132

Figura 10

el oo



Reporte do alinhamento de PMS1, utilizando o processo de Clustal com o quadro ponderado do residuo de BAM250
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Comparacio das sequéncias previstas de aminoacidos para as proteinas rMLHl e hMLHL, As linhas verticais indicam
identidades de aminoacidos.
{Nota: as secgoes de leitura sde colocadas
de modo a incluir as cue tém uma forte
de ratol .......... D PANATKENT ENCLORKSTHIQVVVKEGGLKLIGIQDNGTGIRKEDLDIVCERFTTSKLQTFEDLAS ISTYGFR 70 136

I S R T
humana | 4SPYAGYIRRLDETVVNRIAAGEVIQRPANATKEMTENCLOAKSTSTQVIVAEGOLKLIQIQUNG TG IRKEDLD IVCERFTTSKLQSFEDLASISTYGFR 100

N GEHLASISHVARVT{TTXTADGKCAYRASYSDGKLQAPPKPCAGHQGTLITVEDLFYNIITRRKALKNPSEEYGKILEVVGRYSZHNSGISISVXKQGET 1

I R R RO R RN
101 GEALASISHVAHVTITTKTADCKCAYRASYSDGKLKAPPKPCRGNQGTQITVEDLFYNIATRRKALKNPSBBYGKILEVVGRYSVHNACISFSVKKQGET 200

174 VSSVRTLPNATTVDQERSIFCNAUSRELIEVGCEDKTLA?KMNGYKSNAKYSVKKCIFL&FINHRLVESAALRKAIBTVYAA¥L?K THTHSCTSVZNQP m
PO TR R DD R e T W P
241 VADVRTL?NASTVD\IRSIFuNAVSRBLIEIGCEDKTLAFKMNGYISNANYSVKKCZFLLFINHRLVES?aLRKﬁIETVYAAYLPKWTKPTLYLS&EISP 100

213 SERDYNVRPTHTEVKFLHEES TLQRVUQKTESKLLOSN S RUVEHPDLASRTCHASGERRRETIGVASSSTSGSCDKVYAYQHSRTDSROQKLOAFLQRY 372
HEEEE CLERO T TR e HE T FTREE HE T T
101 QNVOVIYHETRHEVHP LHEES TLERYOQRIESKLLOSNSSRAYFTQTLLRGLAGPSGENVRS TTSLISSS TSGESORVYARQMVRTOSREQKLDAPLOPL, 400

173 SSLVPSQPODPREVRGARTEGSPERATAEDEEMLALEAPACARAESENLERESLIETSDARQRRAPTSS PGOSRKSHREDSDVEHVENASGKENTARCY P 472

L O AT T b T T
101 SKPLSSQPQA- - IVTEOKTDISSCRARQQDEEMLEL PAPAEVAAKNOSLEGDTTRGTSEMSERRGPTSS - - NPRKRHREDSDVEHVEDDSRKEMTARCTP 496

473 RRRIINLTSVLSLOEEISERCHETLRE ILANHSFVGCYNRQHALAQRQTRLY LLNTTRLSEELEYQILI YDFANFGVLRLSEPAPLEDLAMLAZTVLVA §72

TR L T HURER T e e
497 RARINLTSVLSLQEEINEQGHEVLREHLANHSEVGCNRQHALAQHQTKLYLLVITKLSEELFYQTLIYDF ANFOVLALSEPAPLEDLAMLA--LDSPE 94

373 GQRPTAR-RRACRVHCRVSEEKRDACRLFSVRSHRRERDZ~ -~ -LLFZLQLCATFGGTAYLHS STGRIGELGEEKBCFESLSKECAMPYSTRKQYILEE 866

| Pt | I SHINNRR T
535 SGHTEEDGPKEGLAEYIVERLAKKAENLADYF SLE1DEEGNL IGLPLLIDNYVPRLERLP IR TLALATEVINDEEKEC FESLOKECAHYSTRYQY TSRS 694

667 STLIGQQSDHPGSTSKPURATVENTIYKAFRSHLLEPKHFTENGNVLQLANLEDLYXVFERC 728

TN R R AR RN
695 STUSGAQSEVRGSPNSHKWIVERTVYKALASHILPPRRFTEDGNILQLANLPOLYKVRERC 756

Figura 13
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sequéncia de nucledtides de PUS de rato.
08 codies do suposto inielo (RIG) & da
suposta paragen (TGA) astde sublinhados

A A A B I
GGAGET CITGAAGRAT TICCAGRTIC CTGROTATCA
i GORAT ASRAATCGRT GITCCTGRRG ACOLORCTTT
b WT CCTGCRTCCH TRGAGCAMG (GRAGGCGTG
AE GICAGTCCN TCARATITOT TET6GCAGE TOATACTCHG
171 GAICCTCOTG CTACTACTAT TGATCTAMGG CITAARCACT
{BY SGTAGAIGHA GAARMCTTIG AAGGTCTAGC TCTGRAACAT
3DV TIGRAACTTT COCTTICOG GIGCARGCTC TRAGCTCRCT
351 TCTGCRAGEG TIGGRACTCO ACTGITOTTT GACCATAATG
843 abCCACAGIC AGTGICCAGS ACTTATTTTA TACACTACOC

[

(N A O 1 A L A A
TT0CRCRACA CAGRTAMCCT BTCGTIAGGY AACSATOOTS 89
TCCOGRGAGE GGCACCOCAR CTCTCCCOCR GISACTATGA 160
BGTACAGRRT GTGLTAAGCC CATCARGCCT ATTGAIGESA 140
TITMAGCACE GLTOTGARGE AGTIGATAGR ARATAGTGTA 320
RIG0GGT3GH CUTCATTEAA GTTTCABACA ATGGATGTGS 400
CACRCATOTA AGRTTCAAGA GTTTGCCGAC CTCRCGRAGE ¢80
GTGTACACTR AGTAATGICH CTATATCTAY CTGCCACCSS S50
CGAMAATCAC CCRORAMACT CCCTACCECC GACCTAAGS 640
GTGCGTTACK RAGRGTTICA CACCHACATT AaRAAGARGT 120

b GTICCMMART GOTGCAGRTC TTACAGRCET ACTERATCAT
Gi71 CVGEGAIGE GOCACGTTGY GGTGTGCACK AGCGGCACGT
03 (CRETTOCAR AGCCIONTTC CTTTIGITCA GCTGCCCCCT
A GACGICACEA ARCCTTTICT ACGTITTCOE SCTTCATITC
41 CAGTTIMCT TCATCANTCA GAGIECOTCT CRCCCACT
21 COGOCATCAG TACCCATITS TCGTCOTTAR COTTICCETT
D RCCRRAMET ACTACAAGAR GACRAGCTAT TGCTGRCCRT
GRTTA ATGTCASCCA GCAGLCACTG CTRGATEITG
Ch COAMGCARG ATAACTCTCE TTCHCTSAAG
AGGE CTTTTCRCTT CATCCTACTS AAGAGATCAR
CTOMGY AARGEGGCRT GTTATCCICT TATCLTICAG
S RPISGTOAGT CCCACOBACH GCCCTOOTRR CTGTATICAC
T} CAGTIGENTC TGAGGARGAG TTCAGCACCC CAGRRGTOGE
[T GHEREACCTT CTCMGGARAC CATRARCTGT GRTGACSTAD
1001 ACCATGGATR TCRATGCARR GUTCTACCTC TAGCTCRTCT
J92) COTAMATGT CAACATATCT CARMGATTSC CTGGTCCTCA
00T AATAAGAGAT COTSCTECTC GAYTICTCTA GCTARGCGRA
S ARTAACTIAC AGRAARTTTE GGOCCAAGAT TTCCCCTG0N
ST61 GTRANTCGAT GTTTGCAGAG ATIGAGRTCT TGGGTCAGIT
10 TCETORTCE ACCAGLATGE TGCGRATGAT ABGTACAACT
SV GETCRTCACG TOGGTGRACA CABGCTTCAT AGTTCCCAGA
TATAGAMAD TCTGGARATA. TTTAGRARGE ATGGCTTTGA
ATTGRTTT CCTTACCAAC TAGTAAARAC TGGACCTTTS
CMGCCCTGR6 GTCATGTACE GRLCCTCALT AGTCAGACAG
GAACEA00CT CRATGOCAGC GAGATGAAGA AGCTCATCAC
GOCEAA CCATGAGGCR COTTRCCANT CTGRATGTCA
HWLLGRTTET TCCETTCO0A PACRGARGET TITAAGTAAT
WCTGONICE ATTTRRRAGT AGTGTTAAGE CAGGLATGAT
LCTCTGT GACCCCROGA CTTTGAGRCL ACTCCHAGCC
TTGAG COTTTTARRA RBRAAA

P U R T | T R 1

LTCAGCARGE TOCTTOTAM GCTCCACTAN TLRCTTCA0N B30

C0AUATGRA CGMANTRTC GOGTCISTT TIGCCCAGHA 380

JGTEACGCTR TRTGTOAAG STACGRC0TG RGTHCYION 960

HEABTGCACE CACGOCOCCS GGACGASTAC AACAGACAGS 13Ab
AEOTCTCTAL CUTMGTCAAT CAGGTTIATC ACATGTATMA 1144
BACTCAGRAT GIGTGRATAT TARTGTMACT CCAGRTRAM 120
TTTARMGHCS TCCMIGATAG GAATGIITGA CAGTOATGCA 1200
AMGOTARCTT MOTARRGTCG CATACTOCAG MACTAGAMAR 1360
AGCACAGCAG ACGRGMAARG GGTAGCATCC ATOTOCAGLE 144
GTCTAGGEGT CCAGAGRCTG CTORACTOAC ACGGAGTTIT 1820
AGTCATCTC TRACAGAGEC CTCCATGOCT COCAGGACAR 1400
ACAGAGAARE THOAAMAAGH CTCAGGOLTC AGEAGCATCT 1606
CAGTAGCTTT AGCAGTOACY KTRACGTGAG CTCCCTAGHA 1766
TOCCOTCCTC CAGRTACAGE ACGTCCTIG ARGOCAGAAL 1340
GTCACCCACA ARTGOCRAGC GCTTCRRGAD AGAGGRACRC 1920
GAGCACCTOR GCAGCTGAGG TOGATGTAGE CATRARANTG 2000
TGARGCAGIT ACRGCACCTA AAGGUGCAGA ACKRACKTCA 2030
GAAAACCAAG CAOCRORAG TGAACTCHGA KMAGRGATIR 2160
TRACCTGG5A TITATAGTAR CCARRCTOAA AGAGBACTIC 2040
IGAGKTCCT CCAGTAGCAC ACGOTACTRC AGHOGCAGRS 310
RCCCAGRCTC TGRACTTARC YGCTGTCAAT GRAGCTORAC 3400
CTMOTCATT GATGACGATC CPCCAGICAC TGAMAGOGLT 2480
GHLCCCRAGR TATAGRTORR LTGATCTTTA TGTTARGTGA 2560
KTGTTIGERT COAGRORCTG TCOGAAGTCA COGATGATIG 2840
CCACKIONET CAGHIGORCE ACCCCIGORA CTRCCOCC 2126
TCTCTCAGRA CTGACACACC CCTGTRGCA NAGAGYITAT 2800
CTGMTAICR TIGTACARRA ATDAGCATGO TGCTRIMTG 2040
HGAGTETICC TCTARCICAE CORCTROO6T GATCCROTEG 1360
AOATTCATEA GRCTCRATTC ARGSATAARA RAMARMAGAT 1342

. 1068
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