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DESCRICAO

EPIGRAFE: | “POLINUCLEOTIDOS LIGADOS AO CANCRO DO COLON”

Campo da Invencdo

A presente 1invengdo estd relacionada com genes expressos
diferencialmente no cancro do cbdélon e na displasia. Mais
especificamente, estd relacionada com polinucleotideos que sé&o
regulados diferencialmente no cancro do cdblon e nos produtos

genéticos codificados.

Antecedentes da Invencdo

O cancro do cdlon é a segunda causa de morte relacionada com
o cancro nos Estados Unidos. A Sociedade Americana do Cancro
estima que surgirdo aproximadamente 94.700 novos casos de cancro
do célon nos Estados Unidos em 1999, e que o cancro do cdlon seréd
responsadvel por cerca de 47.900 mortes. O c¢bdblon tem quatro
secgdes: o cbdblon ascendente, o cbdblon transverso, o cbdlon
descendente e o cbélon sigmdide, e termina no recto. Pdlipos
adenomatosos ou adenomas, lesdes benignas comuns que evoluem para
carcinomas podem desenvolver—-se em qualquer das quatro partes do
c6blon ou no recto. Mais de 95% dos cancros do cdlon sédo
adenocarcinomas, ou cancros das células que revestem o interior
do cdélon. O cancro do cdblon metastiza frequentemente para o
figado e para os pulmdes.

Ao contrario do cancro do pulmdo, no qual o fumo foi

identificado como o principal factor etioldgico responsavel pela



doenca, o0s mecanismos associados ao aparecimento do cancro do
cdlon sdo complexos e ainda ndo completamente compreendidos.
Acredita-se que a alimentacédo promove a carcinogénese,
especialmente um grande consumo de gorduras. Ao nivel molecular,
suspeita-se do envolvimento de um processo em VAarios passos
envolvendo uma série de mutacdes na transformacdo de adenomas em
tumores do c¢bdlon (Vogelstein et al. (1988) N. Engl. J. Med.
319: 525-532). O desenvolvimento e progressdo do cancro do cdélon
é devido a uma sequéncia de mutacdes em trés tipos de genes:
oncogenes, dJgenes supressores de tumores e gene reparadores de
emparelhamentos inadequados, gque controloam a velocidade de
mutacdo de outros genes, incluindo oncogenes e genes supressores
de tumores. Essas mutacgdes ocorrem como resultado de uma
predisposicdo genética (mutacdes germinais) ou em resposta a
factores ambientais (mutacdes somaticas).

Foram identificadas varias mutacdes associadas ao cancro do
cdlon. Mutacdes germinais ligadas ao cancro do cdlon hereditério
ou familiar incluem o gene supressor de tumores APC (adenomatous
polyposis coli) (Lengauer et al. (1991) Science 253: 665-669) e
0s genes reparadores de emparelhamentos inadequados MutlL e MutS
(Modrich (1995) Phil. Trans. R. Soc. Lond. B 347: 89-95; Kolodner
(1996) Genes Dev. 10: 1433-1442). Genes APC defeituosos foram
implicados na polipose adenomatosa familiar (FAP) e MutL e MutS
no cancro colorectal ndo poliposo hereditdrio (HNPCC). Mutacdes
somaticas identificadas associadas ao cancro do cbdélon esporadico
incluem os oncogenes K-ras, o-myc, e 0s Jgenes supressores de
tumores Pbh3, APC, proteina de activacéo da GTPase de
neurofibromatoses do tipo 1 (NF 1 INTERVALO), “deleted in colon
cancer” (DCC) e “mutated in cancro do cdélon” (MCC) (Midgley et

al. (1999) Lancet 353:391-399). WO 99/33963 e WO 00/22130



descrevem genes marcadores expressos diferencialmente gque sédo
crescentemente regulados (up-regulated) no cancro do cdlon. O
numero de adesdo AAZ 52884 descreve o isolamento de uma sequéncia
muito semelhante de uma biblioteca de c¢DNA do tumor da prdstata
humano.

O cancro do cblon é Dbastante facil de tratar e
frequentemente curdvel gquando detectarado e tratado nos estéagios
iniciais. Procedimentos de diagndéstico convencionais incluem
procedimentos invasivos, tais como toque rectal, sigmoidoscopia,
colonoscopia e enema de bario, e procedimentos ndo invasivos,
tais como teste de sangue oculto fecal e o ratreio genético. A
utilizacdo de marcadores tumorais é particularmente indicada para
a identificacdo da doenca hereditdria assim como para o
diagnéstico de reincidéncias. Por exemplo, a deteccdo do antigene
carcino-embridnico (CER) é utilizada no diagndéstico da
reincidéncia assintomdtica. Os novos métodos de diagndstico
incluem a imagiologia de fluorescéncia induzida por laser due
consegue detectarar células cancerosas na superficie epitelial ou
no interior da parede do cdbdlon (ver, p. ex., von Rueden et al.
(1993) J. Surg. Oncol. 53:43-46).

Os tratamentos convencionais para o cancro do cbdlon incluem
a extraccdo cirturgica, radio e quimioterapia, incluindo terapia
adjuvante. A terapéutica genética inclui transferéncia de
citoquina ou genes dos antigenes imunitarios, transferéncia de
sistemas enzima-profdrmaco (ver, ©p. ex., Huber et al (1993)
Cancer Res. 53:4619-4626) e substituicdo de genes supressores de
tumores (ver, p. ex., Venook et al. (1998) Proc. ASCO 17:431la)
utilizando vectores virais (Zwacka et al. (1998) Hematol. Oncol.

Clin. North Am. 12:595-615).



Enquanto que varios genes associados ao cancro do cdbdlon Jja
foram identificados, a 1identificacdo de genes ligados ao
desenvolvimento (ou inibicdo do desenvolvimento) do cancro do
cbélon podem fornecer novas ferramentas de diagndstico bem como
novos alvos terapéuticos. A identificacdo de genes expressos
diferencialmente no cancro do cdlon é particularmente importante
para a evolucdo do desenvolvimento de fadrmacos e das técnicas de
diagnéstico, bem como para a compreensdo da evolucdo e natureza
do cancro do cdédlon. A invengdo permite a identificacdo de tais

genes expressos diferencialmente.

Sumdrio da Invencédo

Esta invencdo estd relacionada com polinucleotideos que
representam genes expressos diferencialmente no cancro do cdédlon,
p. ex., pdlipos adenomatosos, carcinoma colorectal, elevado
potencial metastatico tumor do cdélon e cancro metastatico do
cdlon. A invencdo estd também relacionada com meios de
diagnéstico e terapéuticas compreendendo tais polinucleotideos,
0s genes ou produtos genéticos correspondentes, incluindo sondas,
nucleotideos antisense e anticorpos.

De certo modo, a 1invencdo proporciona um método de
identificacdo de células cancerosas do cdblon, envolvendo a
deteccao de pelo menos um produto genético expresso
diferencialmente, sendo o produto genético codificado por um gene
contendo a sequéncia SEQ ID NO:1 numa amostra, sendo essa amostra
proveniente de uma célula suspeita de ser uma célula cancerosa do
cdlon, e a comparacdo do nivel de expressdo do produto genético
expresso diferencialmente com o nivel de expressdo do produto
genético expresso diferencialmente numa amostra de controlo, a

qual provém de uma célula do cdlon cancerosa. A deteccdo de um



nivel de expressdo do produto genético expresso diferencialmente
na amostra semelhante ao nivel de expressdo do produto genético
na amostra de controlo indica que a célula da amostra é uma
célula do cblon cancerosa. Numa modalidade, a deteccdo ¢é
conseguida por hibridacdo da amostra com uma matriz (array) de
referéncia, a qual compreende uma sequéncia identificativa SEQ ID
NO:1.

A invencdo proporciona ainda um método de identificacéo
células cancerosas do cdlon, envolvendo a deteccdo de pelo menos
um produto genético expresso diferencialmente, feita pela
deteccdo da hibridacdo de um polinucleotideo compreendendo a
sequéncia SEQ ID NOS:1 numa amostra proveniente de uma célula
suspeita de ser uma célula cancerosa do cbélon, e comparacdo do
nivel de hibridacéo do produto genético expresso
diferencialmente detectado com o nivel de hibridacdo do produto
genético expresso diferencialmente numa amostra de controlo, a
qual é proveniente de uma célula cancerosa do cdélon. A deteccdo
de um nivel de  Thibridacdo do produto genético expresso
diferencialmente na amostra semelhante ao nivel de hibridacdo do
produto genético na amostra de controlo indica que a célula de
amostra é uma célula cancercosa do cbdlon. Numa modalidade, a
deteccdo é conseguida através da hibridacdo da amostra com uma
matriz de referéncia, compreendendo a matriz de referéncia uma
sequéncia identificativa SEQ ID NO:1.

A invencdo proporciona ainda um polinucleotideo contendo a
sequéncia SEQ ID NO:1 ou variantes degeneradas da mesma. Em
alguns aspectos, a 1invencdo proporciona matrizes e células
hospedeiras recombinantes contendo um  polinucleotideo da

invencdo. Numa modalidade o polinucleotideo inclui a sequéncia



nucleotidica de uma insercdo contida num clone aqui descrito e
depositado com o ATCC.

Num outro aspecto a invencdo proporciona um polipeptideo
isolado codificado por um gene expresso diferencialmente da
invencédo, assim como anticorpos que se ligam eespecificaamente a
tais polipeptideos.

Num outro aspecto, a 1invencdo proporciona composigdes
terapéuticas contendo um principio activo para modulacdo e
expressdo de um gene expresso diferencialmente em células
cancerosas do cdélon. Por exemplo, o principio activo da
composicdo terapéutica pode provocar uma diminuicdo da actividade
bioldgica de um produto genético codificado por um gene sobre-
expresso numa célula cancerosa relativamente a uma célula normal,
ou pode provocar um aumento da actividade bioldgica de um produto
genético codificado por um gene sob-expresso numa célula
cancerosa relativamente a uma célula normal.

A  invengdo ©proporciona também uma biblioteca de genes
expresso diferencialmente, a qual inclui a sequéncia informacdo
do polinucleotideo SEQ ID. NO:1.

A biblioteca pode ser disponibilizada como uma matriz de
dcidos nucleicos ou em formato digital, e pode incluir
quantidades relativas do polinucleotideo SEQ ID NO:1, as dguais
sdo representativas das quantidades relativas do polinucleotideo
encontradas numa célula do célon doente.

Um objectivo principal da invencéo é proporcionar
polinucleotideos que correspondam a genes expressos
diferencialmente e aos seus fragmentos, gque sdo Uteis no
diagnéstico do cancro do cblon, assim como no desenvolvimento

racional de farmacos e terapéuticas.



Varios aspectos e modalidades da invencdo tornar-se-&o
rapidamente evidentes a qualgquer especialista que leia a

descricdo aqui fornecida.

Breve Descricdo das Figuras

A FIG. 1 é um grafico que ilustra os niveis de mensagem do
gene correspondente a SK2. (c9083, SEQ ID NO:3) nas linhagem
celulares indicadas.

A FIG. 2 é& um grafico que ilustra o efeito dos
oligonucleotideos antisense SK2 (9083) sobre o0s niveis de
mensagem para O gene correspondente a SKZ (SEQ ID NO: 3).

Os graficos das FIGS. 3 e 4 ilustram o efeito dos
oligonucleotideos antisense SK2 (9083) sobre a proliferacdo de
células SW620 (Fig. 3) e uma linhagem celular ndo pertencente ao
cdlon, HT1080 (Fig. 4).

A FIG. 5 é um grafico que ilustra o efeito dos
oligonucleotideos antisense no dgene correspondente ao cluster
378805 por crescimento de células SW620 (31-4as: antisense; 31-
drc: controlo inverso; WT: controlo selvagem (sem
oligonucleotideo)) .

As FIGS. 6-8 sdo graficos que ilustram o resultado do ensaio
de proliferacdo com SW620 para verificar o efeito da expressédo do
K-Ras (controlo, Fig. 6), do gene correspondente a c¢3376 (CHIR11-
4), e do gene correspondente a 402380 (CHIR33-4).

A Fig. 9 é um grafico que ilustra os efeitos da expressdo
dos genes correspondentes a K-Ras (controlo) e a 402380 (CHIR33-
4) sobre a formacdo de células SW620 do cbdlon em agar mole

(valores normalizados a WST 1).



Descricdo Detalhada da Invencdo

Antes de uma descricdo mais detalhada do objecto da
invencdo, deve ser entendido que a invencdo ndo se limita as
modalidades especificas da invencdo descritas abaixo, pois podem
ser feitas variacdes das modalidades particulares que ainda se
enquadram no &dmbito das reivindicagdes anexas. Deve também ser
entendido que a terminologia empregue se destina a descricdo das
modalidades especificas, e nao deve ser entendida como
limitativa. Pelo contradrio, o ambito da presente invencdo seréa
estabelecido pelas reivindicacdes anexas.

Nesta especificacdo e nas reivindicacdes anexas, as formas

A\Y 7

um”, “uma”,

A\Y 14 A\Y

o”, a
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singulares incluem referéncias plurais,
excepto se o contexto indicar claramente o contrario. Excepto se
definido, em contrario, todos os termos técnicos e cientificos
aqui wutilizados tém o significado comumente atribuido pelos
especialistas da area desta invencéo.

A invencdo relaciona-se com polinucleotideos contendo as
sequéncias de nucleotideos referidas, com cDNA completo, com
sequéncias gendmicas de mRNA, com genes correspondentes a essas
sequéncias e variantes degeneradas dos mesmos, e com
polipeptideos codificados pelos polinucleotideos da invencdo e
variantes de polipeptideos. A descricdo detalhada que se segue
descreve as constituicdées de polinucleotideos abrangidos pela
invencdo, métodos de obtencdo de cDNA ou DNA gendémico codificando
um produto genético completo, a expressédo desses polinucleotideos
e genes, a identificacéo de motivos estruturais dos

polinucleotideos e genes, a identificacdo da funcdo de um produto



genético codificado por um gene correspondente a um
polinucleotideo da invencdo, a utilizacdo dos polinucleotideos
fornecidos como sondas e em mapeamento e caracterizacdo de
tecidos, a wutilizacdo dos polipeptideos correspondentes e de
outros produtos genéticos na criacdo de anticorpos, e a
utilizacdo dos polinucleotideos e dos produtos genéticos por eles

codificados para fins terapéuticos e de diagnéstico.

Definicdes

Os termos “polinucleotideo” e “acido nucleico”, aqui
utilizados indistintamente, referem-se a formas poliméricas de
nucleotideos de qualguer comprimento, sejam ribonucleotideos ou
desoxinucleotideos. Assim, esses termos incluem, embora ndo se
limitem a DNA ou RNA de cadeia simples, dupla ou multipla,
hibridos gendémicos de DNA, cDNA, DNA e RNA, ou a um polimero
contendo bases ©purinicas e pirimidinicas ou outras Dbases
nucleotidicas naturais, modificadas quimica ou bioquimicamente,
ndo naturais ou derivatizadas. Esses termos incluem ainda, mas
ndo se limitam a mRNA ou cDNA contendo sequéncias intrdnicas
(ver, p. ex., Niwa et al. (1999) Cell 99(7):691-702). O esqueleto
do polinucleotideo pode conter aclcares e grupos fosfato (tal
como se encontra normalmente no RNA ou no DNA), ou acucares ou
grupos fosfato substituidos ou modificados. Alternativamente, o
esqueleto do polinucleotideo pode conter um polimero de
subunidades sintéticas tais como fosforamiditos e portanto ser um
fosforamidato de oligodesoxinucleosideo ou um oligdémero misto
fosforamidato-fosfodiéster. Peyrottes et al. (1996) Nucl. Acids
Res. 24: 1841-1848; Chaturvedi et al. (1996) Nucl. Acids Res.
24: 2318-2323. Um polinucleotideo pode conter nucleotideos

modificados, tais como nucleotideos metilados e anédlogos de



nucleotideos, uracilo, outros aclcares, e grupos de ligacdo tais
como fluororibose e tiocato, e ramificacgdes de nucleotideos. A
sequéncia de nucleotideos pode ser interrompida por componentes
ndo nucleotidicos. Um polinucleotideo pode ainda ser modificado
apds polimerizacdo, por exemplo por conjugacdo com um compohente
de marcacéo. Outros tipos de modificacdo incluidos nesta
definicdo sdo “caps”, a substituicdo de um ou mais dos
nucleotideos naturais por um andlogo, e a introducdo de meios
para ligar o polinucleotideo a proteinas, 1id6es metdlicos,
componentes marcacao, outros polinucleotideos ou suportes
sélidos.

Os termos “polipeptideo” e “proteina”, agqui utilizados
indistintamente, referem-se a uma forma polimérica de aminocacidos
de qualquer comprimento, que podem incluir aminoacidos
codificados ou nao, aminocdcidos modificados quimica ou
biogquimicamente ou derivatizados e polipeptideos contendo cadeias
peptidicas modificadas. O termo inclui ©proteinas de fuséo,
incluindo mas ndo limitado a proteinas de fusdo com uma sequéncia
de aminodcidos heterdloga, fusdo com sequéncias lider homdlogas e
heterdélogas, com ou sem residuos de metionina N-terminais,
proteinas imunologicamente marcadas e similares.

"Heterdlogos" significa que os materiais sédo provenientes de
diferentes fontes (p. ex., de diferentes genes, de diferentes
espécies, ect.).

O termo "gene expresso diferencialmente" tenciona abranger
um polinucleotideo gue representa ou corresponde a um gene gue é
expresso diferencialmente numa célula cancerosa do cdlon quando
comparado com uma célula ndo cancerosa do mesmo tipo. Esse gene
expresso diferencialmente pode incluir uma sequéncia

potencialmente codificante (open reading frame - Janela aberta de
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leitura) codificando um produto genético (p. ex., um
polipeptideo), assim como intrdes desses genes e sequéncias
nucleotidicas nédo codificadas 5’ e 3’ adjacentes envolvidas na
regulacdo da expressédo, até cerca de 20 kb para além da regido de
codificacdo, mas possivelmente mais em cada direccdo. O gene pode
ser introduzido num vector apropriado para manutencédo
extracromossomal ou para integracdo num genoma hospedeiro.
Geralmente, uma diferenca no nivel de expressdo associada com uma
diminuicdo no nivel de expressdo de, pelo menos cerca de 25%,
usualmente de pelo menos 50% a 75%, comumente de pelo menos 90%
ou mais, ¢é indicativa de um gene de 1interesse expresso
diferencialmente., i.e., um gene que é sob-expresso, ou regulado
decrescentemente (down-regulated), na amostra, relativamente a
amostra de controlo. Para além disso, uma diferenca no nivel de
expressdo associada a um aumento na expressdo de, pelo menos,
cerca de 25%, usualmente de pelo menos cerca de 50% a 70%,
comumente de pelo menos cerca de 90%, podendo ser pelo menos 1
vez, normalmente pelo menos cerca de 2 a 10 vezes, ou ainda cerca
de 100 a 1.000 vezes maior, relativamente a uma amostra de
controlo, ¢ indicadora de um gene de 1interesse expresso
diferencialmente, i.e., um gene sobre-expresso ou regulado
crescentemente (up-regulated).

“Polinucleotideo expresso diferencialmente”, tal como é aqui
utilizado significa uma molécula de acido nucleico (RNA ou DNA)
contendo  uma sequéncia que representa um gene expresso
diferencialmente, P- ex., o polinucleotideo expresso
diferencialmente, uma sequéncia (p. ex., uma Jjanela aberta de
leitura (open reading frame), codificando um produto genético)
gque identifica unicamente um gene expresso diferencialmente de

modo que a deteccdo do polinucleotideo expresso diferencialmente
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numa amostra estd relacionada com a presenca de um gene expresso
diferencialmente ou um produto genético de um gene expresso
diferencialmente numa amostra. Por exemplo, a deteccdo de um
polinucleotideo numa amostra que hibrida (p. ex., em condicdes
severas), para um polinucleotideo expresso diferencialmente, &
indicadora da ©presenca do gene expresso diferencialmente
correspondente na amostra. O termo “polinucleotideos expressos
diferencialmente” também ¢é suposto abranger fragmentos dos
polinucleotideos apresentados, p. ex., fragmentos que mantenham a
sua actividade biolégica, assim como acidos nucleicos homélogos,
substancialmente parecidos, ou substancialmente idénticos (p.
ex., com cerca de 90% da sequéncia idéntica) aos polinucleotideos
apresentados.

Os termos "corresponde a" ou "representa", quando usado no
contexto de, por exemplo, um polinucleotideo ou uma sequéncia que
"corresponde a" ou "representa"™ um gene, significa dque a
sequéncia do polinucleotideo estd presente no gene ou no Aacido
nucleico do produto genético (p. ex., mRNA). O polinucleotideo
estar totalmente presente no seio de um exdo de uma sequéncia
genémica do gene, ou diferentes porgdes da sequéncia do
polinucleotideo podem estar presentes em diferentes exdes (p.
ex., de modo a que esteja presente a sequéncia polinucleotidica
contigua num mRNA, seja pré- ou pds-splicing, que seja um produto
da expressdo do gene). Em algumas modalidades, o polinucleotideo
pode representar ou corresponder a um gene dJue se encontra
modificado numa célula cancerosa relativamente a uma célula
normal. Por exemplo, o gene na célula cancerosa pode ser
modificado pela insercdo de um retrovirus enddgeno, um elemento
transponivel, ou outro acido nucleico, natural ou ndo. Em tais

casos, o polinucleotideo pode incluir sequéncias do gene nativo
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(p. ex., o gene sem a sequéncia heterdloga) e a sequéncia néo
nativa inserida.

"Gene" é normalmente utilizado para abranger um
polinucleotideo gque codifica um produto genético, p. ex., uma
sequéncia de &acidos nucleicos que definem uma Janela aberta de
leitura (open reading frame).

O termo "produto genético", tal como ¢é aqui utilizado,
pretende abranger o produto ou parte da expressdo de um gene
correspondente a um polinucleotideo aqui descrito, incluindo, mas
ndo necessariamente limitado a uma molécula de RNA ou a um
polipeptideo.

"Diagndstico", tal como é aqui utilizado, inclui geralmente
a determinacdo da susceptibilidade de um sujeito a uma doenca ou
disfuncdo, a determinacdo de se um sujeito se encontra afectado
por uma doenca ou disfuncédo, bem como o progndéstico de um sujeito
afectado por uma doenca ou disfuncdo. A presente invencdo abrange
o diagnéstico de sujeitos no contexto de cancro do cbdélon (p. ex.,
pdélipo adenomatoso, carcinoma colorectal), bem como tais cancros
em qualgquer estadio (p. ex., estadios I a IV de gravidade).

"Cancro do cdélon" tal como é aqui wutilizado pretende
abranger formas Dbenignas ou malignas de cancros do cbdlon e
rectal; formas ndo-metastadticas, pré-metastaticas e metastizadas
do cancro do cdlon; e qgualquer tipo de cancro proveniente de
células do cbdélon e do recto (p. ex., pdlipo adenomatoso,
carcinoma colorectal e similares).

Os termos "individuo, " "sujeito," "hospedeiro, " e
"paciente," sdo aqui usados 1indistintamente e referem-se a
qualgquer mamifero para o gqual o diagndéstico, tratamento ou

terapia é desejavel, em particlar humanos. Outros sujeitos podem
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incluir gado, cédes, gatos, cobaias, coelhos, ratazanas, ratos,
cavalos, etc.

O termo "amostra" ou "amostra bioldgica"™ abrange uma
variedade de tipos de amostra obtidas de um organismo e que podem
ser utilizadas num diagnéstico ou ensaio de monitorizacdo. O
termo abrange amostras de sangue e outros liquidos de origem
biolégica, amostras de tecidos sdélidos, tais como amostras de
bidépsias ou culturas de tecidos ou células dai derivadas e sua
progenia. O termo abrange amostras que tenham sido manipuladas de
qualquer modo apds a sua aguisicdo, seja por tratamento com
reagentes, solubilizacéo, ou enriquecimento com certos
componentes. O termo abrange amostras clinicas, e inclui também
células de culturas celulares, células sobrenadantes, lisados de
células, soro, plasma, fluidos bioldégicos e amostras de tecidos.

Uma "célula hospedeira", tal como é usado aqui, refere-se a
um microorganismo ou a uma célula eucaridética ou uma linhagem
celular cultivada como uma entidade unicelular que pode ser ou
foi utilizada como receptor para um vector recombinante ou outros
polinucleotideos de transferéncia, e inclui a progenia da célula
original que foili transfectada. Entende-se que a progenia de uma
célula ndo ¢é necessariamente completamente idéntica em termos
morfoldgicos ou gendmicos ou no complemento total do DNA como a
progenitora original, devido a causas naturais, acidentais ou
mutacdes deliberadas.

Os termos "cancro", "neoplasia", "tumor", e "carcinoma", sédo
aqui utilizados indistitamente para referir células que exibam um
crescimento relativamente autdénomo, de modo gue exibam um
fendtipo de crescimento anormal caracterizado por uma perda
significativa do controlo do crescimento celular. Geralmente, as

células de interesse para a detecgdo ou tratamento na presente
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aplicacdo incluem células pré-cancerosas (p. ex., benignas),
malignas, pré-metastdticas, metastdticas, e ndo-metastaticas. A
deteccdao de células cancerosas reveste-se de particular
interesse.

O termo "fendtipo canceroso" refere-se geralmente a gqualquer
tipo de fendmeno Dbioldégico caracteristico de uma célula
cancerosa, podendo tal fendémeno variar com o tipo de cancro. O
fendtipo canceroso é normalmente identificado por anomalias, por
exemplo, no crescimento e proliferacdo celulares (p. ex.,
crescimento ou proliferacdo descontrolados), na regulacdo dos
ciclos celulares, mobilidade celular ou interaccdo intercelular.

"Alvo terapéutico" refere-se geralmente a um gene ou produto
genético que, por modulacdo da sua actividade (p. ex., modulacédo
da expressédo, actividade bioldgica e afins), permite a modulacédo
do fendétipo canceroso.

Tal como utilizado ao longo deste texto "modulacédo" refere-
se a um aumento ou uma diminuicdo do fendmeno indicado (p. ex.,
modulacdo da actividade bioldgica refere-se a um aumento numa
actividade bioldégica ou numa diminuicéo numa actividade

bioldégica) .

Panordmica da Invencdo

Em termos gerais, a invencdo baseia-se na descoberta de
polinucleotideos que representam genes Jue S8d0 exXpressos
diferencialmente em células cancerosas do cdlon. A expressdo
diferencial de genes em células do cbélon afectadas com cancro é
determinada, por exemplo, pela deteccdo de genes expressos numa
célula cancerosa do cblon, e comparacdo do nivel de expressédo

desses genes (p. ex., qualitativa ou quantitativamente) com a
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expressdo desses mesmos genes numa célula do cédlon normal (i.e.,
uma célula do cbdlon nédo afectada por cancro do cdlon).

Os polinucleotideos correspondentes a genes expressos,
diferencialmente aqui descritos, foram identificados utilizando
amostragens diferenciadas de células de cdlon normais, células de
tumor primdrio do cdlon, células metastédticas de tumor do cdlon e
células de pdlipo adenomatoso. As sequéncias de polinucleotideos
especificos que representa genes expressos diferencialmente estédo
representadas em SEQ ID NOS: 1, 3, 5, 7, 9, 11-13, 15,16, 18, 20,
22, 24, 26, 27 e 29.

Composicgdo dos Polinucleotideos

O é&mbito da invencdo relativamente as composicdes dos
polinucleotideos inclui, mas ndo se limita necessariamente a
polinucleotideos contendo um conjunto de sequéncias enunciadas na
SEQ ID NO: 1, polinucleotideos obtidos dos materiais bioldgicos
aqui descritos ou de outras fontes bioldgicas (em particular
fontes humanas) por hibridacdo debaixo de condicdes severas
(especificamente condicdes de elevada severidade) ; genes
correspondentes aos polinucleotideos fornecidos; variacgdes dos
polinucleotideos fornecidos e o0s genes correspondentes, em
particular aguelas variantes que mantém a actividade bioldégica do
produto genético codificado (p. ex., a actividade bioldgica
atribuida a um produto genético correspondente aos
polinucleotideos fornecidos como resultado da atribuicdo do
produto genético a uma(s) familia(s) de proteinas e/ou da
identificacdo de um dominio funcional presente no produto
genético). Outras composicdes de acidos nucleicos contempladas
pela e no admbito da presente invencdo serdo evidentes para os

especialistas na area quando fornecidos na presente descricédo.
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Os termos "polinucleotideo"™ e "acido nucleico", tal como
aqui usados indistintamente, referindo-se a Aacidos nucleicos da
composicdo ndo pretendem ser limitantes da estrutura ou tamanho
do &cido nucleico excepto se indicado. Para além disso, os
polinucleotideos aqui descritos podem consistir essencialmente em
sequéncias exdes, p. ex., sequéncias que definem Janela aberta de
leitura (open reading frame) e codificam um produto genético ou
uma fraccdo dele. Por "consistir essencialmentef" no contexto de
um polinucleotideo aqui descrito entende-se que o polinucleotideo
é composto por uma sequéncia que codifica uma Janela aberta de
leitura (open reading frame), cuja sequéncia pode ser flangueada
por qualquer sequéncia que ndo afecte fisicamente al(s)
caracteristica(s) basicas do produto genético codificado.
Sequéncias de acompanhamento apropriadas incluem, mas ndo se
restrigem necessariamente a sequéncias 1iniciadoras, sequéncias
potenciadoras, locais de iniciacdo (start) e/ou término (stop) da
transcricdo, constructo ou sequéncias de vector (p. ex.,
sequéncias que permitem a manipulacdo do polinucleotideo no
interior duma molécula linear ou circular, incluindo, mas ndo se
restingindo necessariamente a sequéncias de replicacdo e
manutencdo do constructo ou vector, sequéncias que codificam
produtos genéticos gque proporcionam a seleccédo (p. ex.,
resisténcia ou sensibilidade a antibidéticos, factores que afectam
o0 crescimento em meios com ou sem suplementose afins), sequéncias
que permitem a producdo de uma proteina de fusdo com o
polinucleotideo e um polipeptideo heterdlogo (i.e., um
polipeptideo codificado por um polinucleotideo proveniente de uma
fonte diferente do polinucleotideo ao gqual estd operacinalmente

ligado) e afins.
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A invencdo proporciona polinucleotideos gque sdo expressos em
tecidos humanos, especificamente em tecidos do célon humano. As
composicdes de Acidos nucleicos da invencdo de particular
interesse incluem a sequéncia enunciada na SEQ ID NO:1 ou uma
sequéncia identificativa da mesma. Uma " sequéncia identificativa
"é uma sequéncia consecutiva de residuos de pelo menos cerca de
10 a cerca de 20 nt de comprimento, normalmente pelo menos cerca
de 50 nt a cerca de 100 nt de comprimento, gque identifica
unicamente uma sequéncia polinucleotidica, p. ex., exibe menos de
90%, normalmente menos de cerca de 80% a cerca de 85% de
identidade de sequéncia com gqualgquer sequéncia nucleotidica
consecutiva de mais de cerca de 20 nt. Assim, as composicdes de
dcidos nucleicos incluem c¢DNAs ou mRNAs completos que abrangem
uma sequéncia identificativa nucleotideos consecutivos de SEQ ID
NO:1.

Os polinucleotideos da invencéo incluem também
polinucleotideos com semelhanca de sequéncia ou identidade de
sequéncia. Acidos nucleicos com semelhanca de sequéncia séo
detectados por hibridacdo em condicdes de baixa severidade, por
exemplo, a 50°C e 10XSSC (0.9 M salinos/ 0.09 M citrato de sédio)
e continuam ligados quando sujeitos a lavagem a 55°C in 1XSSC. A
identidade de sequéncia pode ser determinada por hibridacdo em
condicdes severas, por exemplo, at 50°C ou mais e 0.1XSSC (9 mM
salinos/ 0.9 mM citrato de s6dio). Os métodos e condicdes de
hibridacgdo sdo bem conhecidos na especialidade, ver, p. ex., USPN
5,707,829. Os acidos nucleicos gque sdo substancialmente idénticos
as sequéncias polinucleotidicas fornecidas, p. ex. variantes
alélicas, versdes geneticamente alteradas do gene, etc., ligam-se
a sequéncias polinucleotidicas fornecidas (SEQ ID NO:1) em

condigcdes de hibridacdo severas. Por recurso a sondas, em
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particular sondas marcadas de sequéncias de DNA, ¢é possivel
isolar genes hombélogos ou relacionados. A fonte de genes
homélogos pode ser qualquer espécie, p. ex. espécies de primatas,
em particular a humana; roedores, tals como ratazanas e ratos;
caninos, felinos, bovinos, ovinos, equinos, leveduras, nematodos,
etc.

Em geral, a hibridacdo ¢é feita utilizando pelo menos 15
nucleotideos consecutivos (nt) da SEQ ID NO:1. Isto ¢é, guando
pelo menos 15 nt consecutivos de uma das SEQ ID NOS apresentadas
é utilizada como sonda, a sonda vai hibridar preferencialmente
com um &cido nucleico contendo a sequéncia complementar,
permitindo a identificacdo e recuperacdo dos acidos nucleicos que
somente hibridam com a sonda escolhida. Sondas de mais de uma SEQ
ID NO podem hibridar com o mesmo acido nucleico se o cDNA do qual
foram obtidas corresponder ao mesmo mRNA completo. Podem ser
utilizadas sondas de mais de 15 nt, p. ex., sondas de desde cerca
de 18 nt a cerca de 100 nt, mas 15 nt representa a sequéncia
suficiente para uma identificacdo exclusiva.

Os polinucleotideos da invengdo incluem também variantes
naturais das sequéncias nucleotidicas (p. ex., variantes
degeneradas, variantes alélicas, etc.). Variantes dos
polinucleotideos da invencdo sdo identificadas por hibridacdo de
variantes putativas de sequéncias nucleotidicas aqui descritas,
preferencialmente ©por hibridagdo em condigdes severas. Por
exemplo, utilizando condicdes de lavagem apropriadas, variantes
dos polinucleotideos da invencdo podem ser identificadas quando a
variante alélica exibe no maximo cerca de 25-30% pares de bases
(bp) inadequados relativamente ao polinucleotideo escolhido como

sonda. Em geral, as variantes alélicas contém 15-25% Dbp
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inadequados, e podem conter apenas b5-15%, ou 2-5%, ou 1-2% bp
inadequados, assim como um sé bp inadequado.

A invencdo também abrange homélogos correspondentes aos
polinucleotideos de SEQ ID NO: 1, nos quais a fonte de genes
homélogos pode ser qualquer espécie de mamifero, p. ex., espécies
de primatas, em particular a humana; roedores, tais como
ratazanas, caninos, felinos, bovinos, ovinos, equinos, leveduras,
nemdtodos, etc. Entre espécies de mamiferos, p. ex., humana e do
rato, os homdélogos tém geralmente uma sequéncia semelhanca
substancial, p. ex., pelo menos 75% de identidade de sequéncia,
normalmente pelo menos 90%, mais comummente pelo menos 95%, entre
sequéncias nucleotidicas. A semelhanca de sequéncia é calculada
com base numa sequéncia de referéncia, a qual pode ser uma parte
de uma sequéncia maior, tal como um motivo conservado, uma regido
de codificagdo, uma regido de acompanhamento, etc. Uma sequéncia
de referéncia terd normalmente pelo menos cerca de 18 nt
consecutivos, mais vulgarmente pelo menos cerca de 30 nt, podendo
estender-se até toda a sequéncia com a gual estd a ser comparada.
Sédo conhecidos na especialidade algoritmos para analise
sequencial, tais como Intervaloped BLAST, descrito por Altschul,
et al. Nucleic Acids Res. (1997) 25: 3389-3402.

Geralmente, variantes da invencdo tém uma identidade de
sequéncia maior do que pelo menos cerca de 65%, de preferéncia
pelo menos cerca de 75%, desejavelmente pelo menos cerca de 85%,
e podem ser maiores do que pelo menos cerca de 90% ou mais, tal
como determinado pelo algoritmo Smith-Waterman de busca de
homologia implementado no programa MPSRCH (Oxford Molecular).
Para os fins desta invencdo, um método melhor de calculo da
percentagem de identidade é o) algoritmo Smith-Waterman,

utilizando o seguinte. A identidade de sequéncia total do DNA tem
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que ser maior do que 65% tal como determinado pelo algoritmo
Smith-Waterman de procura de homologia implementado no programa
MPSRCH (Oxford Molecular) utilizando uma busca de sequéncias
afins com os seguintes pardmetros de Dbusca: intervalo open
penalty, 12; e intervalo extension penalty, 1.

Os &cidos nucleicos pretendidos podem ser c¢cDNAs ou DNAs
genémicos, assim como fragmentos dos mesmos, em particular
fragmentos que codificam um produto genético biologicamente
activo e/ou sdo Uteis para os métodos aqui descritos (p. ex.; em
diagnéstico, como identificadores exclusivos de um gene de
interesse expresso diferencialmente, etc.). O termo "cDNA" tal
como é aqui utilizado pretende incluir todos os acidos nucleicos
que partilham o arranjo de elementos de sequéncia encontrado em
espécies maduras de mRNA nativo, nas quais os elementos de
sequencia sdo ex®es e regides non-codificadas 3’ e 57.
Normalmente, espécies de mRNA apresentam exdes consecutivos, com
os 1ntrdes intervenientes, quando presentes, sendo removidos por
splicing de RNA, para criar uma Jjanela aberta de leitura (open
reading frame) continua codificando um polipeptideo da invencéo.

Uma sequéncia gendmica de interesse contém o &cido nucleico
presente entre o coddo de iniciagdo e o coddo de término (stop),
tal como definido nas sequéncias listadas, incluindo todos os
intrdes que estdo normalmente presentes num cromossoma nhativo.
Pode também incluir as regides 3’ e 5’ nédo traduzidas presentes
no mRNA maduro. Pode ainda incluir sequéncias de transcrigdo e
traducédo regulatdéria especificas, tais como promotores,
potenciadores, etc., incluindo cerca de 1 kb, possivelmente mais,
de DNA gendmico flanqueador de qualquer das extremidades 5’ e 3’
da regido transcrita. O DNA gendmico pode ser isolado como um

fragmento de 100 kbp ou menor e substancialmente livre de
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sequéncia cromossémica flanqueadora. O DNA gendmico flangueador
da regido de codificacdo, seja a 3’ ou a 5, ou sequéncias
regulatdérias internas, tal como por vezes se encontra em intrées,
contém sequéncias requeridas para a adequada expressdo de tecido,
de estado especifico, ou de estado especifico da doenca.

As composicdes de Acidos nucleicos da invencdo podem
codificar total ou parcialmente os polipeptideos pretendidos.
Fragmentos de cadeia simples ou dupla podem ser obtidos da
sequéncia de DNA por sintese quimica de oligonucleotideos através
de métodos convencionais, por digestdo por enzimas de resticdo;
por amplificacdo por PCR, etc. Os polinucleotideos e fragmentos
de polinucleotideos obtidos da invencdo contém pelo menos cerca
de 10, cerca de 15, cerca de 20, cerca de 35, cerca de 50, cerca
de 100, cerca de 150 a cerca de 200, cerca de 250 a cerca de 300,
ou cerca de 350 nt consecutivos seleccionados do sequenciador de
polinucleotideos tal como ilustrado em SEQ ID NO:1. Para a
maioria, os fragmentos serdo de pelo menos 15 nt, normalmente
pelo menos 18 nt ou 25 nt, e até pelo menos cerca de 50 nt
consecutivos ou mais. Numa modalidade preferida, as moléculas de
polinucleotideo contém uma sequéncia continua de pelo menos 12 nt
seleccionados do grupo consistindo no polinucleotideo mostrado em
SEQ ID NO:1.

Sondas especificas para os polinucleotideos da invencéo
podem ser geradas utilizando as sequéncias polinucleotidicas
apresentadas em SEQ ID NO:1. As sondas sdo de preferéncia
fragmentos de pelo menos cerca de 12,15,16,18,20,22,24, or 25 nt
de uma sequéncia continua correspondente de SEQ ID NO:1 e podem
ter menos de 2,1,0.5,0.1, ou 0.05 kb de tamanho. As sondas podem
ser sintetizadas guimicamente ou podem ser geradas a partir de

polinucleotideos maiores por recurso a enzimas de restricdo. As
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sondas podem ser marcadas, por exemplo, com um marcador
radioactivo, biotinilado, ou fluorescente. Preferencialmente, as
sondas sdo desenhadas com base numa sequéncia identificativa de
um polinucleotideo de SEQ ID NO:1.

Mais desejavelmente, as sondas sdo desenhadas com base numa
sequéncia continua de um dos polinucleotideos requeridos que
permaneca sem mascara apds aplicacdo de um programa de “masking”
para mascarar a baixa complexidade (p. ex., XBLAST) da
sequéncia., i.e., selecciona-se uma regido sem mascara, tal como
indicado pelos polinucleotideos fora das poli-n cadeias da
sequéncia produzida pelo programa de “masking”.

Os polinucleotideos da invengdo sé&do isolados e obtidos com
uma pureza substantial, normalmente como outros que ndo os de um
cromossoma intacto. Normalmente, os polinucleotideos, sejam DNA
ou RNA, sédo obtidos substancialmente livres de outras sequéncias
naturais de acidos nucleicos, apresentando normalmente um grau de
pureza de pelo menos cerca de 50%, comummente pelo menos cerca de
90% e sdo tipicamente "recombinantes", p. ex., acompanhados por
um ou mais nucleotideos aos quais ndo estd normalmente associado
num cromossoma natural.

Os polinucleotideos da invengdo podem ser fornecidos como
uma molécula linear ou no interior de uma molécula circular, e
podem ser fornecidos no interior de moléculas que se replicam
autonomamente (vectores) ou no interior de moléculas sem
sequéncias de replicacdo. A expressdo dos polinucleotideos pode
ser regulada pelas suas prdéprias ou por outras sequéncia
regulatdérias conhecidas na especialidade. Os polinucleotideos da
invencéo podem ser introduzidos em células hospedeiras
apropriadas utilizando uma variedade de técnicas disponiveis na

especialidade, tais como transferéncia de DNA mediada pela
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aplicacdo multipla de transferrina, transfecgcdo com Aacidos
nucleicos livres ou encapsulados, transferéncia de DNA mediada
por lipossomas, transporte intracelular de esferas de latex
cobertas com DNA, fusdo de ©protoplastos, infeccdo wviral,
electroporacéo, pistolas de genes, transfeccdo mediada por
fosfato de célcio, ou outras similares.

As composicdes de Aacido nucleico pretendidas podem ser
utilizadas para, por exemplo, produzir polipeptideos, como sondas
para a deteccdo de mRNA da invencdo em amostras bioldgicas (p.
ex., extractos de células humanas) para produzir codpias
adicionais dos polinucleotideos, para produzir ribozimas ou
oligonucleotideos antisense, e como sondas de DNA de cadeia
simples ou como oligonudeotideos formadores de cadeia tripla. As
sondas aqui descritas podem ser utilizadas para, por exemplo,
determinar a presencga ou auséncia das sequéncias
polinucleotidicas como ilustrado em SEQ ID NO:1 ou variantes das
mesmas numa amostra. Essa e outras utilizacgdes encontram-se

descritas em maior detalhe adiante.

Utilizacdo de Polinucleotideos para Obter cDNA completo, Genes, e

Regido Promotora

[0057] Moléculas de cDNA completo contendo os polinucleotideos
apresentados sdo obtidas do seguinte modo. Um polinucleotideo
contendo uma sequéncia de SEQ ID NO:1, ou uma porcdo do mesmo com
pelo menos 12, 15, 18, ou 20 nt, é usado como sonda de hibridacédo
para detectar membros hybridizantes de uma biblioteca de cDNA
utilizando métodos de desenho de sondas, métodos de clonagem, e
técnicas de seleccdo de clones tal como as descritas na USPN
5,654,173. As bibliotecas de c¢DNA sédo construidas a partir de

tecidos seleccionados, tais como tecidos normais ou tumorais, ou
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de tecidos de um mamifero tratados com, por exemplo, um farmaco.
De preferéncia, o tecido é o mesmo tecido a partir do qual os
polinucleotideos da invencdo foram isolados, uma vez que tanto os
polinucleotideos aqui descritos e o cDNA representam genes
expressos. Desejavelmente, a biblioteca de c¢DNA é construida a
partir do material bioldégico aqui descrito nos Exemplos. A
escolha do tipo de células para a construcdo da biblioteca pode
ser feita de acordo com a identidade da proteina codificada pelo
gene correspondente ao polinucleotideo da invencdo. Isto indicaréa
que tecido e tipos de célula deverdo exprimir o gene relacionado,
e portanto constituem uma fonte adequada de mRNA para produzir o
cDNA. Sempre gue os polinucleotideos fornecidos sdo isolados de
bibliotecas de cDNA, as bibliotecas sédo preparadas a partir de
mRNA de células do cdéblon humanas, desejavelmente, células de
cancro do cdélon humanas, as quais podem ser obtidas de tecidos de
pacientes ou podem ser linhagens de células do cdélon, p. eXx.,
Kml2L4-A.

As técnicas de producdo e sondagem de bibliotecas de
sequéncias de 4cidos nucleico encontram-se descritas; Por
exemplo, em Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 2nd Ed., (1989) Cold Spring Harbor Press, Cold Spring
Harbor, NY. O cDNA pode ser preparado por recurso a iniciadores
baseados na sequéncia de SEQ ID NO :1. Numa modalidade, a
biblioteca de cDNA pode ser construida apenas a partir de mRNA
poli-adenilado. Por conseguinte, pode-se recorrer a iniciadores
poli-T para preparar cDNA a partir do mRNA.

Os membros da biblioteca maiores do dque os polinucleotideos
fornecidos, e que de preferéncia abranjam a sequéncia
codificadora completa da mensagem original, sdo obtidos: Por

forma a confirmar que se obteve a totalidade do cDNA, fazem-se as
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seguintes experiéncias de proteccdo do RNA. Hibridacdo de um cDNA
completo a mRNA ird proteger o RNA de degradacdo pela RNase. Se o
cDNA n&o é completo, entdo as porcdes do mRNA ndo hibridadas
ficardo sujeitas a degradacdo pela RNase. Isto é testado, tal
como ¢é conhecido na especialidade, através de variacgdes de
mobilidade na electroforese em gel de poliacrilamida, ou por
deteccdo de monoribonucleotideoos libertados. Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd Ed., (1989) Cold
Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, ©NY. Para se obter
sequéncias adicionais 5’ na extremidade de um cDNA parcial, pode
efectuar-se 5’ RACE (PCR Protocols: A Guide to Methods and
Applications, (1990) Academic Press, Inc.).

O DNA gendémico € isolado wutilizando os polinucleotideos
fornecidos de modo similar ao isolamento de c¢DNAs completos. Em
suma, os polinucleotideos fornecidos, ou partes deles, sdo
utilizados como sondas para bibliotecas de gendémico DNA. De
preferéncia, a biblioteca é obtida a partir do tipo de células
utilizado na producdo dos polinucleotideos da invencdo, embora
ndo necessariamente. Desejavelmente, o gendmico DNA ¢é obtido do
material bioldgico agui descrito nos Exemplos. Tais bibliotecas
podem encontrar-se em vectores adequados para o transporte de
grandes segmentos de um genoma, tais como P 1 ou YAC, como
descrito detalhadamente em Sambrook et al., 9.4-9.30.
Adicionalmente, as sequéncias gendmicas podem ser isoladas a
partir de bibliotecas BAC humanas, comercialmente disponiveis em
Research Genetics, Inc., Huntsville, Alabama, USA, por exemplo.
De modo a obter sequéncias 5’ ou 3’ adicionais, foi feito
chromosome walking, como descrito em Sambrook et al., de forma a
isolar fragmentos de DNA gendmico adjacentes e sobrepostos. As

mesmas sdo mapeadas e fragmentadas em conjunto, tal como é do
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conhecimento da especialidade, por recurso a enzimas de resticédo
e digestdo e DNA ligase.

Recorrendo as sequéncias polinucleotidicas da invencéo,
podem isolar-se o0s genes completos correspondentes utilizando
métodos classicos ou PCR para construir e sondar bibliotecas de
¢DNA. Em qualquer dos métodos, sdo feitos, de preferéncia,
Northern blots, numa série de tipos de células para determinar
qual das linhagens celulares apresenta o nivel de expressdo mais
elevado do gene de interesse. Os métodos cléassicos de construcdo
de bibliotecas de cDNA encontram-se em Sambrook et al., supra.
Com esses métodos, pode produzir-se cDNA a partir de mRNA e
inseri-lo em vectores virais ou de expressdo. Tipicamente, as
bibliotecas de mRNA contendo caudas poli(A) podem ser produzidas
com primers poli(T). De igual modo, as bibliotecas de cDNA podem
ser produzidas recorrendo as sequéncias instantdneas como
primers.

Utilizam-se métodos de PCR para amplificar os membros de uma
biblioteca de c¢cDNA que contém a insercdo pretendida. Neste caso,
a insercdo pretendida ird conter uma sequéncia do cDNA completo
correspondente aos polinucleotideos instantédneos. Tais métodos de
PCR incluem gene trapping e métodos RACE.. O gene trapping
implica a insercdo de um membro de uma biblioteca de c¢DNA num
vector. O vector é entdo desnaturado para produzir moléculas de
cadeia simples. De seguida, é utilizada uma sonda ligada ao
substrato, tal como um oligo biotinilado, para armadilhar as
insercdes de cDNA de interesse. As sondas biotiniladas podem ser
ligadas a um substrato sdélido ligado a avidina. Podem-se utizar
métodos de PCR para amplificar o <c¢DNA armadilhado. Para
armadilhar sequéncias correspondentes aos genes completos, a

sequéncia da sonda etiquetada baseia-se nas sequéncias
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polinucleotidicas da invencéo. Podem utilizar-se primers
aleatdérios ou primers especificos do vector da biblioteca para
amplificar o ¢DNA armadilhado. Tais técnicas de armadilha de
genes encontram-se descritas em Gruber et al., WO 95/04745 e
Gruber et al., ©USPN 5,500,356. Existem a venda kits para
realizacdo de experiéncias de armadilha de genes em, por exemplo,
Life Technologies, Gaithersburg, Maryland, USA.

"Amplificagdo rédpida de extremidades de cDNA," ou RACE, & um
método de PCR para amplificacacdo de cDNAs de uma variedade de
RNAs. 0Os ¢DNAs sédo ligados a um oligonucleotideo Iinker, e
amplificadas por PCR utilizando dois primers. Um primer baseia-se
na sequéncia dos polinucleotideos sequéncias instantédneos, para o
qual se deseja a sequéncia completa, e o segundo primer contém a
sequéncia que hibrida com o oligonucleotideo Iinker para
amplificar o cDNA. Uma descricdo destes métodos encontra-se em WO
97/19110. Nas modalidades preferidas de RACE, ¢é concebido um
primer comum para hibridar a uma sequéncia adaptora arbitréaria
ligada as extremidades do c¢DNA (Apte and Siebert, Biotechniques
(1993) 15:890-893; Edwards et al., ©Nuc. Acids Res. (1991)
19:5227-5232) . Quando se emparelha um primer de cadeia simples de
RACE especifico para um gene com O primer comum, OCOrre
amplificacdo preferencial de sequéncias entre o primer de cadeia
simples especifico do gene e o primer comum. Existem bancos
comerciais de cDNA modificadas para utilizacdo em RACE.

Um outro método baseado no PCR produz uma biblioteca de cDNA
completo com extremidades ancoradas sem necessidade de
conhecimento especifico da sequéncia do c¢DNA. O método utiliza
primers de ancoragem (I-VI), sendo gue um primer, poli TV (I-III)
fixa a cauda poli A de mRNA eucaridtico provocando a sintese da

primeira cadeia e um segundo primer, polyGH (IV-VI) fixa na cauda
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polyC adicionada pela deoxinucleotidil transferase (TdT) terminal
(ver, p. ex, WO 96/40998).

A regido promotora de um gene situa-se geralmente 5’ em
relacdo ao local de inicio da RNA polimerase II. Centenas de
regides promoteras contém a "TATA" box, uma sequéncia como TATTA
ou TATAA, que é sensivel a mutacdes. A regido promotora pode ser
obtida através de 5’ RACE utilizando um primer da regido
codificadora do gene. Em alternativa, o cDNA pode ser usado como
sonda para a sequéncia gendmica, e a regido 5’ em relacgdo a
regido codificadora é identificada por "walking up”. Se o gene
tem uma expressdo elevada ou é expresso diferencialmente, o
promotor do gene pode ser Util num constructo regulador para um
gene heterdlogo.

Uma vez obtido o completo c¢cDNA ou gene, podem ser preparada
variantes de codificacdo de DNA por mutagénese selectiva,
descrita em detalhe em Sambrook et al., 15.3-15.63. A escolha do
coddo ou nucleotideo a ser substituido pode ser baseada como aqui
referido em alteracdes opcionais nos amino éacidos para produzir
proteinas alteradas estrutural e/ou funcionalmente.

Como método alternativo de obtencdo de DNA ou RNA de um
material bioldégico, podem ser sintetizados &cidos nucleicos
contendo nucleotideos com a sequéncia de um ou mais
polinucleotideos da invencdo. Por conseguinte, a invencédo abranje
moléculas de &acido nucleico desde 15 nt (correspondendo a pelo
menos 15 nt consecutivos da SEQ ID NO:1) até um tamanho maximo
adequado para uma ou mais manipulacdes bioldgicas, incluindo
replicacdo e expressédo, da molécula de acido nucleico. A invencédo
inclui mas ndo se limita a (a) é&cido nucleico com o tamanho de um
gene completo, e contendo SEQ ID NO:1, (b) o Aacido nucleico de

(a) contendo ainda pelo menos um gene adicional, 1ligados
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operacionalmente para permitir a expressdo de uma proteina de
fusdo; (c) um vector de expressdo contendo (a) ou (b); (d) um
plasmideo contendo (a) ou (b) ; e (e) uma particula viral
recombinante contendo (a) ou (b). Uma vez fornecidos os
polinucleotideos aqui referidos, a construgdo ou preparacgdo de
(a) - (e) é bem conhecida no seio da especialidade.

A sequéncia de um acido nucleico contendo pelo menos 15 nt
consecutivos de SEQ ID NO:1 de preferéncia toda a sequéncia de
SEQ ID NO:1 ndo se encontra limitada e pode ser qualquer
sequéncia de A, T, G, e/ou C (para o DNA) e A, U, G, e/ou C (para
o RNA) ou bases ai modificadas, incluindo inosina e
pseudouridina. A escolha da sequéncia dependerd da funcéo
desejada e pode ser ditada por regides codificadoras desejadas,
por regides do tipo intrdo desejadas, e por regides reguladoras
desejadas. Quando a totalidade da sequéncia de SEQ ID NO: 1 se
encontra no Aacido nucleico, o éAacido nucleico obtido ¢é aqui
referido como um polinucleotideo contendo a sequéncia de SEQ ID

NO: 1.

Expressdo de Polipeptideo Codificado por c¢DNA Completo ou Gene

Completo

Os polinucleotideos fornecidos (p. ex., um polinucleotideo
contendo a sequéncia de SEQ ID NO:1), o cDNA correspondente, ou o
gene completo s&do usados na expressdo total ou parcial de um
produto genético. Os constructos dos polinucleotideos contendo o
sequenciador SEQ ID NO:1 podem ainda ser gerados por Vvia
sintética. Em alternativa, a Jjuncdo num sé passo de um gene e um
plasmideo completo a partir de um nimero elevado de
oligodeoxirribonucleotideos é descrita por, p. ex., Stemmer et

al., Gene (Amsterdam) (1995) 164(1):49-53. Neste método, ¢é
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descrita a PCR de juncdo (a sintese de longas sequéncias de DNA a
partir de um elevado numero de oligodeoxirribonucleotideos
(oligos)). O método baseia-se na recombinacdo do DNA (Stemmer,
Nature (1994) 370:389-391), e ndo depende da DNA.ligase,
dependendo antes da DNA polimerase para construir fragmentos de
DNA sucessivamente maiores durante o processo de juncéo.
Constructos de polinucleotideos adequados sdo purificados
através de técnicas padronizadas de DNA recombinante tal como
descrito em, por exemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual 2nd Ed, (1989) Cold Spring Harbor Press, Cold
Spring Harbor, NY, e em regulamentos correntes descritos em
United States Dept. of HHS; National Institute of Health (NIH)
Guidelines for Recombinant DNA Research. O produto genético
codificado por um polinucleotideo da i1nvencdo é expresso em
qualgquer sistema de expressdo, incluindo, por exemplo, sistemas
bacterianos, leveduras, insectos, amfibios e mamiferos. Vectores,
células hospedeiras e métodos de obtencdo de expressdo dos mesmos
sdo bem conhecidos da especialidade. Vectores e células
hospedeiras apropriados sdo descritos em USPN 5,654,173.
Moléculas de polinucleotideo contendo uma sequéncia
polinucleotidica aqui fornecida sdo normalmente propagadas
colocando a molécula num vector. S&o utilizados vectores virais e
ndo viraisl, incluindo plasmideos. A escolha do plasmideo
dependerd do tipo de célula na gqual de deseja fazer a propagacdo
e do objectivo da propagacdo. Certos vectores sdo uUteis na
amplificacdo e producdo de grandes quantidades da sequéncia de
DNA desejada. Outros vectores sdo apropriados para a expressdo em
células em meios de cultura. Ainda outros vectores sdo adegquados
para transferéncia e expressdo em células de um animal ou pessoa.

A escolha do vector adequado & bem conhecida no seio da
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especialidade. Muitos desses vectores encontram-se disponiveis
comercialmente. Métodos de preparacdo de vectores contendo a
sequéncia desejada sdo bem conhecidos na especialidade.

Os polinucleotideos enunciados em SEQ ID NO:1 ou os
polinucleotideos completos correspondentes sao ligados a
sequéncias reguladoras se adequado por forma a obter as
propriedades de expressdo desejadas. Estas podem incluir
promotores (ligados a extremidade 5’ da cadeia sense ou a
extremidade 3’ da cadeia antisense), potenciadores, terminadores,
operadores, repressores, e 1indutores. Os promotores podem ser
regulados ou constitutivos. Em algumas situacdes pode ser
desejavel o recurso a promotores condicionalmente activos, tais
como promotores especificos para tecidos ou especificos para
estadios de desenvolvimento. Estes sdo ligados a sequéncia
nucleotidica desejada recorrendo as técnicas acima descritas para
ligacdo a vectores. Podem ser utilizadas quaisquer técnicas
conhecidas na especialidade.

Quando se utilizam gquaisquer das células hospedeiras acima,
ou outras células hospedeiras ou organismos adequados, para
replicar e/ou expressar os polinucleotideos ou acido nucleicos da
invencédo, o resultante acido nucleico replicado, RNA, proteina ou
polipeptideo expresso, encontra-se no é&dmbito da invencdo como
produto da célula hospedeira ou organismo. O produto é recuperado
por qualquer das técnicas adequadas conhecidas na especialidade.

Uma vez identificado e} gene correspondente a um
polinucleotideo escolhido, a sua expressdo pode ser regulada na
célula a gual o gene pertence. Por exemplo, um gene enddbgeno de
uma célula pode ser regulado por uma sequéncia reguladora exdgena

tal como referido na USPN 5,641,670.
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Identificacdo de Motivos Functionais e Estruturais de Rastreio de

Genes em Bases de Dados Publicas

As traducdes da sequéncia nucleotidica dos polinucleotideos,
cDNAs ou genes completos fornecidos podem ser alinhados com
sequéncias 1individuais conhecidas. A semelhanca com sequéncias
individuais pode ser usada para determinar a actividade dos
polipeptideos codificados pelos polinucleotideos da invencgéo.
Além disso, sequéncias exibindo uma semelhanca com mais de uma
sequéncia individual podem exibir actividades caracteristicas de
cada uma ou de ambas as sequéncias individuais.

As sequéncias completas e fragmentos das sequéncias
polinucleotidicas vizinhas podem ser usadas como sondas e primers
para identificar e isolar a sequéncia completa correspondente aos
polinucleotideos fornecidos. Os vizinhos podem indicar um tecido
ou tipo de célula a ser usada na construcdo de uma biblioteca de
sequéncias completas correspondentes aos polinucleotideos
fornecidos.

Tipicamente, um polinucleotideo seleccionado é traduzido nas
seis Janelas de leitura para determinar o melhor alinhamento com
as sequéncias 1ndividuais. As sequéncias aqui referidas na
Listagem de Sequéncias tém uma orientacdode 5’ para 3’ e a
traducdo em trés Janelas de leitura pode ser suficiente (a
excepcdo de alguns casos especificos descritos nos Exemplos).
Essas sequéncias de amino acidos sédo referidas geralmente, por
sequéncias problema (query), as dJuais serdo alinhadas com as
sequéncias individuais. Bases de dados com sequéncias individuais
escontram-se descritas em "Computer Methods for Macromolecular
Sequence Analysis" Methods in Enzymology (1996) 266, Doolittle,

Academic Press, Inc., uma divisdo da Harcourt Brace & Co., San
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Diego, California, USA. As bases de dados incluem GenBank, EMBL,
e Base de Dados de DNA do Japdo (DDRBJ).

As sequéncias problema e 1individuais podem ser alinhados
recorrendo aos métodos e programas de computador acima descritos,
e incluir BLAST 2.0, disponivel na world wide web no endereco
http://www.ncbi.nlm.nih.govBLAST/. Ver também Altschul, et al.
Nucleic Acids Res. (1997) 25:3389-3402. Outro algoritmo de
alinhamento é o Fasta, disponivel no pacote Genetics Computing
Group (GCG), Madison, Wisconsin, USA, uma subsididria do Oxford
Molecular Group, Inc. Outras técnicas para alinhamento encontram-
se descritas em Doolittle, supra. De preferéncia, uiliza-se um
programa de alinhamento que permita intervalos na sequéncia para
alinhar as sequéncias. O algoritmo Smith-Waterman é um tipo de
algoritmo que permite intervalos em alinhamentos de sequéncia.
Ver Meth. Mol. Biol. (1997) 70: 173-187. Além disso, o program
INTERVALO que utiliza o método de alinhamento de Needleman Wunsch
pode ser utilizado para alinhar sequéncias.

Uma estratégia de busca alternativa utiliza software MPSRCH,
que corre num computador MASPAR. O MPSRCH utiliza um algoritmo
Smith-Waterman para seriar sequéncias num computador paralelo em
grande escala. Esta abordagem aumenta a capacidade de
identificacdo de sequéncias gque sdo emparelhamentos remotamente
relacionados, e é particularmente tolerante a pequenos intervalos
e erros na sequéncia nucleotideica. Sequéncias de aminodcidos
codificadas pelos polinucleotideos fornecidos podem ser
utilizadas para procurar em bases de dados de proteinas e de DNA.

Os resultados dos alinhamentos de sequéncias individuais e
problema podem ser divididos em trés categorias: semelhanca
elevada, baixa semelhanca, e sem semelhanca. Os resultados de

alinhamento individual variando de semelhanca elevada a baixa
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semelhanca fornecem uma base de determinacdo deactividade e/ou
estrutura de polipeptideos. Os pardmetros para classificar
resultados individuais incluem: percentagemm da regido de
alinhamento onde se encontra o alinhamento mais forte,
percentagemm de identidade de sequéncias, e valor de p. A
percentagem da regido de alinhamento calcula-se por contagem do
numero de residuos da sequéncia individual encontrada na regido
de alinhamento mais forte, p. ex., regido contigua a sequéncia
individual que contém o maior numero de residuos 1idénticos aos
residuos da regido correspondente da sequéncia problema alinhada.
Este nUmero ¢é dividido pelo total de residuos da sequéncia
problema para calcular uma percentagem. Por exemplo, uma
sequéncia problema de 20 residuos de aminocacido pode ser alinhada
com uma regido de 20 aminoacidos de uma sequéncia individual. A
sequéncia individual pode ser idéntica aos residuos de aminodcido
5, 9-15, e 17-19 da sequéncia problema. A regido de alinhamento
mais forte é por isso a regido de alongamento dos residuos 9-19,
um alongamento de 11 aminodcido. A percentagem da regido de
alinhamento é: 11 (comprimento da regido de alinhamento mais
forte) dividido por (comprimento da sequéncia problema) 20 ou
55%.

A precentagem da identidade das sequéncias calcula-se por
contagem do nUmero de aminoacido emparelhados entre as sequéncias
problema e individual e dividindo o nuimero total de
emparelhamentos pelo nlimero de residuos das sequéncias
individuais encontradas na regido de mais forte alinhamento. Por
conseguinte, a percentagem de identidade no exemplo acima seria
de 10 emparelhamentos dividido por 11 amino 4acidos, ou

aproximadamente, 90, 9%.
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O valor de P é a probabilidade de o alinhamento ter sido
produzido por acaso. Para um alinhamento simples, o valor de p
pode ser calculado de acordo com Karlin et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. (1990) 87:2264 e Karlin et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
(1993) 90. O valor de p de alinhamentos multiplos utilizando a
mesma sequéncia problema pode ser calculado usando uma abordagem
heuristica descrita em Altschul et al., Nat. Genet. (1994) 6:119.
Programas de alinhamento tais como o BLAST conseguem calcular o
valor de p. Ver também Altschul et al., Nucleic Acid Res. (1997)
25:3389-3402.

Outro factor a ter em consideracdo na determinacdo da
identidade ou semelhanca ¢é a localizacdo da semelhanca ou
identidade. Um alinhamento local forte pode indicar semelhancga
mesmo se o comprimento do alinhamento fér curto. A identidade de
sequéncias espalhada ao longo do comprimento da sequéncia
problema pode também indicar uma semelhanca entre as sequéncias
problema e perfil. As fronteiras da regido onde as sequéncias
alinham pode ser determinada de acordo com Doolittle, supra;
BLAST 2.0 (ver, p. ex., Altschul, et al. Nucleic Acids Res.
(1997) 25:3389-3402) ou programas FAST; ou por determinacdo da
drea onde a identidade de sequéncias é mais elevada.

Semelhanca Elevada, Geralmente, nos resultados de

alinhamento considerados de semelhanca elevada, a percentagem da
regido de alinhamento é tipicamente pelo menos cerca de 55% do
comprimento total da sequéncia problema; mais comummente, pelo
menos cerca de 58%; ainda mais frequentemente, pelo menos cerca
de 60% do comprimento total dos residuos da sequéncia problema.
Normalmente, a percentagem da regido de alinhamento pode ser até
cerca de 62%; comummente, até cerca de 64%; frequentemente, até

cerca de 66%. Para além disso, numa semelhanca elevada, a regido
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de alinhamento, tipicamente, exibe pelo menos cerca de 75% da
identidade de sequéncias; comummente, pelo menos cerca de 78%;
frequentemente; pelo menos cerca de 80% da identidade de
sequéncias. Normalmente, a percentagem da identidade de
sequéncias pode ser até cerca de 82%; comummente, até cerca de
84%; frequentemente, até cerca de 86%.

O valor de p é usado em conjunto com esses métodos. Se foér
encontrada uma semelhanca elevada, considera-se que existe uma
semelhanca elevada entre a sequéncia problema e uma sequéncia
perfil quando o valor de p é menor ou igual a cerca de 107%;
comummente, menor ou igual a cerca de 107°; frequentemente, menor
ou igual a cerca de 107*. Tipicamente, o valor de p ndo ¢é
superior a cerca de 107°; comummente, ndo é maior ou igual a
cerca de 107'%; frequentemente, ndo é maior ou igual a cerca de
107'° para que a sequéncia problema seja considerada de semelhanca
elevada.

Baixa Semelhanca. Geralmente, quando os resultados de

alinhamento sdo considerados de baixa semelhanca, ndo existe uma
percentagem minima da regido de alinhamento nem um comprimento
minimo de alinhamento. Um melhor exemplo de baixa semelhanca é
considerado quando a regido de alinhamento tem, tipicamente, pelo
menos cerca de 15 residuos de aminoadcido de comprimento;
comummente, pelo menos cerca de 20; frequentemente, pelo menos
cerca de 25 residuos de aminodcido de comprimento. Normalmente, o
comprimento da regido de alinhamento pode ser até cerca de 30
residuos de aminoacido; comummente, até cerca de 40;
frequentemente, até cerca de 60 residuos de aminodcido. Além
disso, para uma baixa semelhanca, a regido de alinhamento,
tipicamente, exibe pelo menos cerca de 35% de identidade de

sequéncias; comummente, pelo menos cerca de 40%; frequentemente,
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pelo menos cerca de 45% de identidade de sequéncias. Normalmente,
a percentagem de identidade de sequéncias pode ser até cerca de
50%; comummente, até cerca de 55%; frequentemente, até cerca de
60%.

Se fb6r encontrada uma semelhanca, considera-se dque a
sequéncia problema tem uma baixa semelhanca com uma sequéncia
perfil quando o valor de p é normalmente menor ou igual a cerca
de 107%; comummente, menor ou igual a cerca de 1073;
frequentemente, menor ou igual a cerca de 10™*. Tipicamente, o
valor de p ndo é superior a cerca de 107°; comummente, ndo é
maior ou igual a cerca de 107'°; frequentemente, ndo é maior ou
igual a cerca de 107" para que a sequéncia problema seja
considerada de baixa semelhanca.

Semelhanca Determinada Apenas por Identidade de Sequéncias.

A identidade de sequéncias pode ser utilizada sdézinha para
determinar a semelhanca de uma sequéncia problema com uma
sequéncia individual e pode indicar a actividade da sequéncia.
Tal alinhamento, de preferéncia, permite intervalos no
alinhamento de sequéncias. Tipicamente, a sequéncia problema esté
relacionada com a sequéncia perfil se a identidade de sequéncias
na totalidade da sequéncia problema fér pelo menos cerca de 15%;
normalmente, pelo menos cerca de 20%; frequentemente, pelo menos
cerca de 25%; mais frequentemente, pelo menos cerca de 50%. A
identidade de sequéncia por si sé como medida da semelhanca é
mais Util quando a sequéncia problema tem normalmente, pelo menos
80 residuos de comprimento; comummente, 90 residuos;
frequentemente, pelo menos 95 residuos de aminodcido de
comprimento. Normalmente, pode concluir-se sobre a semelhanca
baseando-se na apenas na identidade de sequéncias quando a

sequéncia problema tem de preferéncia 100 residuos de
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comprimento; desejavelmente, 120 residuos de comprimento;
desejavelmente, 150 residuos de aminocdcido de comprimento.

Alinhamentos com Perfil e Alinhamento Maltiplo de

Sequéncias. As traducdes dos polinucleotideos fornecidos podem
ser alinhadas com perfis de aminodcido que definem familias de
proteina ou motivos comuns. Além disso, as traducdes dos
polinucleotideos fornecidos podem ser alinhadas em alinhamentos
miltiplos de sequéncias (MSA) contendo sequéncias polipeptidicas
de membros das familias de proteinas ou motivos. A semelhanca ou
identidade com sequéncias perfil ou MSAs pode ser utilizada para
determinar a actividade dos produtos genéticos (p. ex.,
polipeptideos) codificados pelos polinucleotideos fornecidos ou
correspondente <c¢DNA ou genes. Por exemplo, sequéncias que
apresentam uma identidade ou semelhanca com um perfil quimiocina
ou MSA podem exibir actividades quimiocina.

Os perfis podem ser concebidos manualmente por (1) criacédo
de uma MSA, a qual é um alinhamento da sequéncia de aminodcidos
de membros da familia ou (2) construcdo de uma representacdo
estatistica do alinhamento. Tais métodos encontram-se descritos,
por exemplo, em Birney et al., Nucl. Acid Res. (1996)
24(14) :2730-2739. MSAs de algumas familias de proteinas e motivos
sdo do conhecimento publico. Por exemplo,
http://genome.wustl.edu/Pfam/ inclui MSAs de 547 familias e
motivos diferentes. Essas MSAs encontram-se também descritas em
Sonnhammer et al., Proteins (1997) 28: 405-420. Outras fontes da
world wide web incluem o site http://www.embl-
heidelberg.de/argos/ali/ali.html; alternativamente, pode enviar-
se uma mensagem para ALIQEMBL-HEIDELBERG.DE para obter a
informacdo. Uma breve descricdo dessas MSAs encontra-se descrita

em Pascarella et al., Prot. Eng. (1996) 9(3):249-251. Técnicas de
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construcdo de s a partir de MSAs sédo descritas em Sonnhammer et
al., supra; Birney et al., supra; and " Computer Methods for
Macromolecular Sequence Analysis,"Methods 1in Enzymology (1996)
266, Doolittle, Academic Press, Inc., San Diego, California, USA.

A semelhanca entre uma sequéncia problema e uma familia de
proteinas ou motivo pode ser determinada por (a) comparacdo da
sequéncia problema com o perfil e/ou (b) alinhamento da sequéncia
problema com os membros da familia ou motivo. Tipicamente,
utiliza-se um programa como Searchwise para comparar a sequéncia
problema com a representacdo estatistica do alinhamento multiplo,
também designado perfil (ver Birney et al., supra). Outras
técnicas de comparacdo da sequéncia com o perfil sdo descritas em
Sonnhammer et al., supra and Doolittle, supra.

De seguida, podem usar-se os métodos descritos por Feng et
al., J. Mol. Evol. (1987) 25:351 e Higgins et al., CABIOS (1989)
5:151 para alinhar a sequéncia problema com os membros de uma
familia ou motivo, também designados MSA. Os alinhamentos de
sequéncia podem ser gerados recorrendo a uma série de ferramentas
de software. Exemplos incluem PileUp, gque cria um alinhamento
miltiplo de sequéncias, e estd descrita em Feng et al., J. Mol.
Evol. (1987) 25:351. Outro método, INTERVALO, utiliza o método de
alinhamento de Needleman et al., J. Mol. Biol. (1970) 48:443.
INTERVALO é mais adequado para alinhamento global de sequéncias.
Um terceiro método, BestFit, funciona por insercdo de intervalos
para maximizar o nUmero de emparelhamentos recorrendo ao
algoritmo de homologia local de Smith et al., Adv. Appl. Math.
(1981) 2:482. Geralmente, utilizam-se os seguintes factores para
determinar se existe semelhanca entre a sequéncia problema e um
perfil ou MSA: (1) nUmero de residuos conservados encontrados na

sequéncia problema, (2) percentagem de residuos conservados
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encontrados na sequéncia problema, (3) numero de frameshifts, e
(4) espacamento entre residuos conservados.

Alguns programas de alinhamento que traduzem e alinham
sequéncias conseguem produzir qualquer nUmero de frameshifts
durante a tranducdo da sequéncia nucleotidica para conseguir o
melhor alinhamento. Quanto menos frameshifts forem necessarios
para a producdo de um alinhamento, mais forte a semelhanca ou
identidade entre a sequéncia problema e o perfil ou as MSAs. Por
exemplo, a baixa semelhanca resultante da 1inexisténcia de
frameshifts pode ser uma melhor indicagdo da actividade ou
estrutura de uma sequéncia problema, do que uma forte semelhanca
resulante de dois frameshifts. De preferéncia, encontram-se trés
ou menos frameshifts num alinhamento; comummente dois ou menos
frameshifts; desejavelmente, um ou menos frameshifts; melhor
ainda serd ndo existirem frameshifts num alinhamento de problema
e perfil ou MSAs.

Residuos conservados sdo os aminodcidos numa posicédo
particular em toda ou em parte dos membros da familia ou
sequéncias repetitivas padrdo. Alternativamente, uma posicdo é
considerada conservada se apenas se encontram aminodcidos de uma
certa classe numa posicdo particular em todos ou alguns dos
membros da familia. Por exemplo, a posicdo N-terminal pode conter
um aminodcido carregado positivamente, como a lisina, arginina,
ou histidina.

Tipicamente, um residuo de um polipeptideo ¢é conservado
quando uma classe de aminodcidos ou um sb6 aminodcido se encontra
numa posicgdo particular em pelo menos cerca de 40% dos membros da
classe; normalmente, pelo menos cerca de 50%; comummente, em pelo
menos cerca de 60% dos membros. Normalmente, um residuo ¢é

conservado quando uma classe ou um sé aminodcido se encontra pelo
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menos em cerca de 70% dos membros de uma familia ou motivo;
comummente, pelo menos cerca de 80%; frequentemente, pelo menos
cerca de 90%; mais fregquentemente, pelo menos cerca de 95%.

Um residuo é considerado conservado guando trés aminodcidos
ndo relacionados se encontram numa posicdo particular em alguns
ou em todos os membros; comummente, dols aminoacidos néo
relacionados. Esses residuos sdo conservados quando oS
aminoacidos ndo relacionados se encontram em posicdes
particulares em pelo menos cerca de 40% dos membros da classe;
normalmente, pelo menos cerca de 50%; frequentemente, pelo menos
cerca de 60% dos membros. Normalmente, um residuo & conservado
quando uma classe ou um sé aminodcido se encontra em pelo menos
cerca de 70% dos membros de uma familia ou motivo; comummente,
pelo menos cerca de 80%; mals comummente, pelo menos cerca de
90%; frequentemente, pelo menos cerca de 95%.

Uma sequéncia problema tem semelhanca com um perfil ou MSA
quando a sequéncia problema contém pelo menos cerca de 25% dos
residuos conservados do perfil ou MSA; comummente, pelo menos
cerca de 30%; frequentemente; pelo menos cerca de 40%.
Tipicamente, a sequéncia problema tem uma semelhanca mais forte
com uma sequéncia perfil ou MSA quando a sequéncia problema
contém pelo menos cerca de 45% dos residuos conservados do perfil
ou MSA; normalmente, pelo menos cerca de 50%; frequentemente;

pelo menos cerca de 55%.

Identificacdo de Polipeptideos Segregados e Ligados a Membranas

Tanto os ©polipeptideos segregados como OsS ligados a
membranas da presente invencdo sdo de particular interesse. Por
exemplo, os niveis de polipeptideos segregados podem ser medidos

em fluidos corporais convenientes, tais como sangue, plasma,
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soro, e outros fluidos corporais como a urina, fluido prostatico
e sémen. Os polipeptideos 1ligados a membranas sdo uteis na
criacdo de vacinas de antigenes ou na inducdo de uma resposta
imune. Tais antigenes conteriam a totalidade ou parte da regiédo
extracelular dos polipeptideos ligados a membrana. Porque tanto
0s polipeptideos segregados como os ligados a membranas contém um
fragmento de amino Acidos hidrofdbicos consecutivos, pode
recorrer-se a algoritmos capazer de prever a hidrofobicidade para
identificar tais polipeptideos.

Uma sequéncia de sinal é normalmente codificada pelos genes
dos polipeptideos segregados e dos ligados a membranas para
enviar um polipeptideo & superficie da célula. A sequéncia sinal
normalmente contém um alongamento de residuos hidrofébicos. Essa
sequéncia sinal pode dobrar-se em estruturas helicoidais. Os
polipeptideos ligados a membranas tipicamente contém, pelo menos,
uma regido transmembranar gque possul um alongamento de
aminodcidos hidrofdébicos que conseguem atravessar a membrana.
Algumas regides transmembranares também exibem uma estrutura
helicoidal. Os fragmentos hidrofdébicos no seio de um polipeptideo
podem ser identificados recorrendo a algoritmos computacionais.
Tais algoritmos incluem Hopp & Woods, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
(1981) 78:3824-3828; Kyte & Doolittle, J. Mol. Biol. (1982) 157:
105-132; e algoritmo RAOAR, Degli Esposti et al., Eur. J.
Biochem. (1990) 190: 207-219.

Outro método de identificacdo de polipeptideos segregados e
ligados a membranas é a traducdo dos polinucleotideos da invencéo
nas seils grelhas de leitura e determinacdo de se pelo menos 8
aminodcidos hidrofdébicos consecutivos se encontram presentes. Os
polipeptideos traduzidos com pelo menos 8; normalmente, 10;

frequentemente, 12 aminodcidos hidrofdbicos consecutivos séo
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considerados polipeptideos putativos segregados ou ligados a
membranas. Os aminoadcidos hidrofébicos incluem a alanina,
glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,

fenilalanina, prolina, treonina, triptofano, tirosina, e valina.

Identificacdo da Funcdo de um Produto da Expressdo de um Gene

Completo

Podem utilizar-se ribozimas, construtos antisense, e
mutantes negativos dominantes para determinar a funcdo do produto
da expressdo de um gene correspondente a um polinucleotideo aqui
fornecido, e podem ainda ser utizados na inibicdo da producdo de
produtos genéticos funcionais, codificados por um gene
correspondente a um polinucleotideo agqui descrito. No contexto da
caracterizacdo funcional do produto genético codificado, o
recurso a antisense, ribozimas, e/ou mutantes negativos
dominantes é particularmente Util gquando os polinucleotideos
fornecidos nédo exibem homologia significativa ou substantial com
uma sequéncia codificadora de um gene de funcdo conhecida.

Podem formar-se moléculas antisense e ribozimas a partir de
polinucleotideos sintéticos. Tipicamente, utiliza-se o método da
fosforamidite de sintese de oligonucleotideos. Ver Beaucage et
al., Tet. Lett. (1981) 22:1859 and USPN 4,668,777. Encontram-se
disponiveis mecanismos autdématicos de sintese para formar
oligonucleotideos recorrendo a este tipo de guimica. Exemplos de
tais mecanismos incluiem Biosearch 8600, Modelos 392 e 394 da
Applied Biosystems, uma divisdo da Perkin-Elmer Corp., Foster
City, California, USA; e Expedite by Perceptive Biosystems,
Framingham, Massachusetts, USA. Pode ainda produzir-se RNA
sintético, anadlogos fosfatados dos oligonucleotideos, e

oligonucleotideos derivatizados quimicamente, e podem ser ligados
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covalentemente a outras moléculas. Podem ser sintetizados
oligonucleotideos de RNA, por exemplo, recorrendo a
fosforamidites de RNA. Este método pode ser levado a cabo num
sintetisador automatico, tal como Applied Biosystems, Modelos 392
e 394, Foster City, California, USA.

Também se podem sintetizar oligonucleotideos de
fosforotioato para a producdo de construcdo antisense. Pode
recorrer-se a um reagente sulfurizador, tal como o dissulfureto
de tetraetiltiruamo (tetraethylthiruam disulfide-TETD) em
acetonitrilo para converter o internucleotideo fosfito de
cianocetilo no triéster de fosforotioato em cerca de 15 minutos a
temperatura ambiente. O TETD substitui o iodo como reagente,
enquanto que o0s restantes reagentes utilizados na quimica de
fosforamidite padrdo permanecem os mesmos. Tal método de sintese
pode ser automatizado utilizando os Modelos 392 e 394 da Applied
Biosystems, por exemplo.

Podem ser sintetizados oligonucleotideos de até 200 nt,
normalmente, 100 nt, comummente 50 nt; frequentemente 30 a 40 nt.
Esses fragmentos sintéticos podem ser anelados e ligados para
produzir fragmentos maiores. Ver, por exemplo, Sambrook et al.,
supra. RNAs cataliticos de clivagem trans (ribozimas) sédo
moléculas de RNA com actividade de endoribonuclease. As ribozimas
sdo concebidas especificamente para um alvo particular, e a
mensagem do alvo deve conter uma sequéncia nucleotidica
especifica. Sdo concebidos por engenharia para quebrar qualquer
espécie de RNA num local especifico no contetdo total do RNA
celular. A quebra torna o mRNA instdvel e impede expressdo de
proteinas. E importante o facto de as ribozimas poderem ser
usadas para inibir a expressdo de um gene de funcdo desconhecida

com © objectivo de determinacdo da sua fungdo in vitro ou 1in
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vivo, através da deteccdo do efeito fenotipico. Um ribozima
motivo de uso comum é a “cabeca de martelo” (hammerhead), para o
qual os requisitos de sequéncia do substrato sdo minimos. A
concepcdo da ribozima “cabeca de martelo”, assim como as
utilizagdes terapéuticas de ribozimas, sdo apresentadas em Usman
et al., Current Opin. Struct. Biol. (1996) 6:527. Métodos de
producdo de ribozimas, incluindo fragmentos de ribozima com
estrutura de ansa de emparelhamento, métodos de aumento de
especificidade de ribozimas, e outros bem conhecidos na
especialidade.

A regido de hibridizacdo da ribozima pode ser modificada ou
pode ser ©preparada como uma estrutura ramificada tal como
descritas em Horn e Urdea, Nucleic Acids Res. (1989) 17:6959. A
estrutura béasica das ribozimas pode também ser alterada
quimicamente de formas familiares as pessoas da especialidade, e
ribozimas quimicamente sintetizadas podem ser administradas como
derivados sintéticos de oligonucleotideos modificados por
unidades monoméricas. Num contexto terapéutico, distribuicdo de
ribozimas por liposomas melhora a absorgdo celular, tal como
descrito em Birikh et al., Eur. J. Biochem. (1997) 245:1.

Os &cido nucleicos antisense sdo concebidos para se ligarem
especificamente ao RNA, resultando na formacdo de hibridos de
RNA-DNA ou RNA-RNA, com uma detengcdo da replicacdo do DNA,
transcricdo reversa ou traducgédo de RNA mensageiro. Os
polinucleotideos antisense baseados numa sequéncia
polinucleotidica seleccionada pode interferir com a expressdo do
correspondente gene. Os polinucleotideos antisense sdo
tipicamente gerados na célula por expressdo de constructos
antisense que contém a cadeia antisense como cadeia transcrita.

Os polinucleotideos antisense baseados nos polinucleotideos
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apresentados irdo ligar-se e/ou interferir com a traducdo de mRNA
contendo a sequéncia complementar do polinucleotideo antisense.
Os produtos de expressdo de células de controlo e células
tratadas com o constructo antisense sdo comparados para detectar
a proteina produzida pelo gene correspondente ao polinucleotideo
no qual o constructo antisense é baseado. A proteina é isolada e
identificada por recurso a métodos bioquimicos de rotina.

Dada a extensa bibliografia de base e a experiéncia clinica
em terapia antisense, um especialista na matéria pode utilizar
polinucleotideos seleccionados da invencdo como potenciais
terapéuticos adicionais. A escolha de um polinucleotideo pode ser
reduzida pelo primeiro teste da sua ligacdo a regides "hot spot™
do genoma das céluas cancerosas do cdlon. Caso seja identificado
como um polinucleotideo que se ligue a um "hot spot"™, o ensaio do
polinucleotideo como um composto de sentido inverso em células do
cancro do cdlon correspondente estd garantido.

Como método alternativo para a identificacdo da funcdo do
gene que corresponde a um polinucleotideo, divulgada neste
documento, sdo facilmente geradas mutacdes dominantes negativas
para as proteinas correspondente que estdo ativas Ccomo
homomultimeros. Um polipeptideo mutante ird interagir com
polipeptideos de tipo selvagem (feitas a partir do outro alelo) e
formar multimeros ndo-funcionais. Deste modo, uma mutacdo
encontra-se num dominio de ligacdo do substrato, num dominio
catalitico, ou num dominio de localizacédo celular. De
preferéncia, haverd sobreproducdo de polipeptideo mutante. Sé&o
feitas mutacdes pontuais que tém esse efeito. Além disso, a fuséo
de diferentes polipeptidecs de varios comprimentos a regido
términal de uma proteina pode produzir mutantes negativos

dominantes. Existem estratégias genéricas para produzir mutantes
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negativos dominantes (ver, por exemplo, Herskowitz, Nature (1987)
329:219) .
Estas técnicas podem ser usadas para criar mutacdes de perda de

funcdo, que sdo Uteis para determinar a funcdo proteica.

Polipeptideos e Variantes dos mesmos

Os polipeptideos da invencdo incluem aqueles codificados
pelos polinucledtidos referidos, assim como &cidos nucleicos que,
em virtude da degradacdo do cédigo genético, ndo sdo idénticos em
sequéncia aos polinucledétidos referidos. Assim, a invencdo inclui
no seu dmbito um polipeptideo codificado por um polinucleotideo
contendo a sequéncia de SEQ ID NO: 1 ou de uma variante do mesmo.
Exemplos de polipeptideos codificados por uma Janela aberta de
leitura (open reading frame) de um polinucleotideoc agqui descrito
incluem os SEQ ID NOS: 2.

Em geral, o termo "polipeptideo", como é aqui usado refere-
se tanto a totalidade do polipeptideo codificado pelo referido
polinucleotideo, ao polipeptideo codificado pelo gene
representado pelo referido polinucleotidicas, bem como o uso de
fragmentos ou porcdes dos mesmos. "Polipeptideos" também inclui
variantes das proteinas gque existem na natureza, em dgue as
variantes sdo homdélogas ou substancialmente semelhantes as dque
ocorrem nas proteinas que existem na natureza, e podem ser
obtidas na mesma espécie ou noutra diferente daquela que é a da
proteina gue existe na natureza (por exemplo, seres humanos,
roedores, ou algumas outras espécies que naturalmente exprimem o
referido polipeptideo, geralmente uma espécie de mamifero). Em
geral, as variantes de polipeptideos tém uma segliéncia que tem,
pelo menos, cerca de 80%, normalmente, pelo menos, cerca de 90%,

e, mais geralmente, pelo menos, cerca de 98% de semelhanca na
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sequéncia com um polipeptideo expresso diferencialmente da
invencdo, medido pela BLAST 2,0 wutilizando os pardmetros
descritos acima. A variante dos polipeptideos pode ser ou nédo
glicosilada naturalmente, ou seja, o padrdo glicosilacdo do
polipeptideo difere do padrdo encontrado na glicosilacdo gue
ocorre nas proteinas naturais correspondentes.

A  invencdo também engloba homdélogos dos polipeptideos
referidos (ou fragmentos destes) em que os homdélogos sdo isolados
a partir de outras espécies, ou seja, outras espécies animais ou
vegetais, onde tais homdélogos, geralmente espécies de mamiferos,
por exemplo, roedores, como ratos, ratazanas, os animais
domésticos, por exemplo, cavalos, vacas, cdes, gatos e seres
humanos. Por "homélogo"™ entende-se um polipeptideo tendo pelo
menos cerca de 35%, normalmente, pelo menos, cerca de 40% e, mais
geralmente, pelo menos, cerca de 60% da sequéncia de aminocacido
idéntica a uma proteinas especifica expressa diferencialmente
como identificada acima, onde identidade da sequéncia é
determinada utilizando o algoritmo BLAST 2,0, com os parédmetros
descritos supra.

Em geral, os polipeptideos que sdo o objecto da invencdo séo
produzidos num ambiente ndo ocorrente na natureza, por exemplo,
estdo separadas do seu ambiente natural. Em certas modalidades, a
proteina estd presente numa composicdo gque é enriquecida em
proteina em comparacdo com um controlo. Como tal, ¢é fornecido
polipeptideo purificado, onde por purificado por se entende que a
proteina esté presente numa composicédo que se encontra
substancialmente livre de polipeptideos expressos de modo néo
diferencial, onde por substancialmente livre se entende que menos

de 90%, geralmente menos de 60% e, mais geralmente menos de 50%
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da composicdo é composta de expressos polipeptideos nédo-
diferencialmente.

Também as variantes sdo do dmbito de aplicacdo da invencédo;
variantes de polipeptideos incluem mutantes, fragmentos e fusdes.
Os mutantes podem incluir substituicdes de aminoadcido, adic¢des ou
supressdes. As substituicdes de aminoacidos podem ser
substituicdes aminoadcido conservativas ou substituicdes para
eliminar aminodcidos ndo-essenciais, como modificar um local de
glicosilacdo, de fosforilagdo ou de acetilacdo, ou para minimizar
a desdobragem que possa ocorrer por substituicdo ou supressdo de
um ou mais residuos cisteina que ndo sdo necessarios para a
funcdo. As substituicdes aminocdcido conservativas sdo aquelas que
preservam a carga deral; hidrofobicidade/hidrofilicidade e/ou
impedimento estéreoquimico do aminodcido substituido.

As variantes podem ser concebidas de modo a manter ou
reforcar a actividade bioldgica de uma determinada regido da
proteina (por exemplo, um dominio funcional e/ou, gquando o
polipeptideo for um membro de uma familia de proteinas, uma
regido associada a uma sequéncia de consenso). A selecdo das
alteracdes de aminoadcidos para a producdo de variantes podem ser
baseada na acessibilidade (interior vVersus exterior) do
aminocdcido (ver, por exemplo, Go et al, Int. Péptido J. Protein
Res. (1980) 15: 211), na termostabilidade da variante do
polipeptideo (ver, por exemplo, Querol et al., Prot. Eng. (1996)
9: 265), nos locais de glicosilagdo desejados (ver, por exemplo,
Olsenn e Thomsen, J. Gen. Microbiol. (1991) 137: 579 ), nas
pontes de disulfito desejadas (ver, por exemplo, Clarke et al.,
Bioquimica (1993) 32: 4322; e Wakarchuk et al., Protein Eng.
(1994) 7: 1379), nos locais de ligacdo a metais desejados (v.,

por exemplo, toma et al., Bioguimica (1991) 30: 97, e

50



Haezerbrouck et al., Protein Eng. (1993) 6: 643), e substituicdes
desejadas nas ansas “loops” de prolina (ver, por exemplo, Masul
et al., Appl. Env Microbiol . (1994) 60: 3579). Muteinas
empobrecidas em cisteina podem ser produzidas como apresentado em
USPN 4959314.

As variantes incluem também os fragmentos de polipeptideos
divulgadas neste documento, nomeadamente fragmentos
biologicamente activos e/ou fragmentos correspondentes a dominios
funcionais. Fragmentos de interesse ir&do normalmente possuir,
pelo menos, cerca de 10 aa até, pelo menos, cerca de 15 aa de
comprimento, normalmente, pelo menos, até cerca de 50 aa de
comprimento, e podem atingir comprimentos de 300 aa ou mais, mas
que normalmente ndo excedem cerca de 1000 aa de comprimento, onde
o fragmento terd uma sequéncia de aminocdcidos que é idéntica a um
polipeptideo codificado por um polinucleotideo que contém uma
seqliéncia de SEQ ID NO: 1 ou um homdélogo do mesmo. As variantes
descritas neste documento sdo proteinas codificadas por
polinucledétidos que estdo dentro do é&dmbito de aplicacdo da
invencdo. O cdédigo genético pode ser usado para selecionar os

coddes adequados para a construcdo das variantes correspondentes.

Modalidades computacionalmente relacionadas

Em geral, uma biblioteca de polinucledétidos é uma colecédo de
informacdes sequenciais, cuja informacdo é fornecida, gquer na
forma Dbioguimica (por exemplo, como uma colecdo de moléculas
polinucleotidicas), ou em formato electrdénico (por exemplo, como
uma coleccdo de sequéncias polinucleotidicas armazenadas de forma
computacionalmente legivel, integradas num sistema de computador
e/ou como parte de um programa de computador). A sequéncia de

informacdo dos polinucledtidos pode ser usada em uma variedade de
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maneiras, por exemplo, como um recurso para a descoberta de
genes, como uma representacdo de sequéncias expressas num tipo
seleccionado de células (por exemplo, tipo de células
marcadores), e/ou como marcadores de uma dada doenca ou estado de
doenca. Em geral, um marcador doenca & uma representacdo de um
produto genético que estd presente em todas as células afectadas
pela doenca, seja através de um aumento ou através de uma
diminuicdo em relacdo a um nivel normal nas células (por exemplo,
uma célula do mesmo tipo ou similar que ndo esteja
substancialmente afectada pela doenca) . Por exemplo, uma
sequéncia polinucleotidica de uma Dbiblioteca ©pode ser um
polinucleotideo que representa um mRNA, um polipeptideo, ou outro
produtos genético codificado pelo polinucleotideo que seja sobre-
expresso ou sub-expresso numa célula do c¢bdlon afectada pelo
cancro em relacdo a uma célula do cdélon normal (ou seja,
substancialmente livre de doenca).

A informacdo de sequéncia nucleotidica da biblioteca pode
ser construida de qualquer forma adequada, por exemplo, sob
formas electrénicas ou biogquimicas. Por exemplo, uma biblioteca
de informacdo de sequéncia consubstanciada em formato electrdnico
compreende um ficheiro de arquivo de dados acessivel no
computador (ou, na forma bioquimica, uma colecdo de moléculas de
dcidos nucleicos), que contém as sequéncias de nucledtidos
representativas dos genes que sdo expressos diferencialmente (por
exemplo, sobre-expressos ou sub-expressos) entre, por exemplo, i)
uma célula do cdlon cancerosa e uma célula do cbdélon normal, ii)
uma célula do cédlon cancerosa e uma célula cdlon displética, iii)
uma célula do cdlon cancerosa e uma célula cédlon afectada por uma
doenca ou condicdo, com excepcdo do cancro; iv) uma célula do

cdlon cancerosa metdstica e uma célula cdlon normal e/ou uma
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célula do cédélon cancerosa ndo-metastatica; v) um célula do cdlon
cancerosa maligna e uma célula do cdlon cancerosa ndo-maligna (ou
uma célula normal do c¢bélon) e/ou vi) uma célula do célon
displatica relativamente a uma célula do cdédlon normal. OQutras
combinacdes e comparacdes de células do cbdlon afectadas por
doengas ou varias fases de doencas serdo facilmente perceptiveis
para os especialistas no ramo. Modalidades biogquimicas da
biblioteca incluem uma colecgdo de Aacidos nucleicos que tém as
sequéncias dos genes na biblioteca, onde os &cidos nucleicos
podem corresponder a totalidade do gene na biblioteca ou a um
fragmento do mesmo, conforme descrito em maior detalhe a seguir.

As bibliotecas polinucleotidicas que sédo objecto da invencédo
geralmente incluem informacdo de uma pluralidade de sequéncias
polinucleotidicas, em que, pelo menos um dos polinucledétidos
contém uma sequéncia de SEQ ID NO: 1. Por pluralidade entende-se,
no minimo, 2, normalmente, pelo menos 3 e pode incluir todos os
menos 3 e pode incluir todos os polinucledtidos de SEQ ID NOS: 1,
3 5, 7, 9, 11-13, 15, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 27 e 29. O
comprimento e o nuUmero de polinucledétidos na biblioteca variaréa
em funcdo da natureza da biblioteca, por exemplo, se a biblioteca
é uma matriz de oligonucledtidos, uma matriz de cDNA, uma base de
dados computacional da seqliéncia informacdes, etc.

Quando a biblioteca ¢é uma Dbiblioteca electrdnica, a
informacdo das sequéncias de &cidos nucleicos pode estar presente
sob uma variedade de suportes. O termo suporte refere-se a um
dipositivo, que ndo seja uma molécula isolada de acido nucleico,
que contém a informacdo da sequéncia da presente invencdo. Tal
dipositivo proporciona a seqgiiéncia do genoma ou um subconjunto
dele sob uma forma que pode ser examinada por meios ndo

directamente aplicaveis a sequéncia, tal como existe num &acido
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nucleico. Por exemplo, a sequéncia de nucledétidos da presente
invencéo, e.g., as seqliéncias de dcidos nucleicos dos
polinucledétidos de SEQ ID NO: 1, podem ser gravados em suportes
computacionais, por exemplo, em gqualquer meio que possa ser 1lido
e acedido directamente usando um computador. Os meios referidos
incluem, mas ndo estdo limitados a: suportes magnéticos, tais
como uma disquete, um disco duro e uma fita magnética; meios de
armazenamento Optico, como os CD-ROM; meios de armazenamento
elétricos como a RAM e ROM; e hibridos destas categorias, tais
como magnéticos/épticos.

Um especialista pode facilmente apreciar o modo como
qualquer um dos meios legiveis no computador actualmente
conhecidos pode ser usado para criar um dipositivo contendo a
gravacdo da presente informacdo da sequéncia. "Gravado" refere-se
a um processo para armazenar informagdes sobre suporte
informdtico legivel, utilizando qualquer dos métodos gque sé&o
conhecidos no sector. Qualquer estrutura conveniente de
armazenamento de dados pode ser escolhida com base nos meios
utilizados para o acesso as informagdes armazenadas. Uma
variedade de programas e formatos de processamento de dados pode
ser usada para o© armazenamento, por exemplo, ficheiro de texto
num processador de texto, formato banco de dados, etc. Para além
das informacdes da sequéncia, as versdes electrdéonicas de
bibliotecas da invencdo podem ser produzidas em conjunto ou em
ligacdo com outras informacdes legiveis no computador e/ou outros
tipos de arquivos legiveis no computador (por exemplo: ficheiros
pesquiséaveis, ficheiros executaveis, etc, incluindo mas néo
limitado a, por exemplo, software de programas de pesquisa,

etc.).
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Ao fornecer a sequéncia nucleotidica em suporte informatico,
as informagcdes podem ser acedidas para uma variedade de
finalidades. As aplicacdes informaticas para aceder a informacédo
da seqgiiéncia encontram-se publicamente disponiveis. Por exemplo,
os algoritmos de busca Intervaloped BLAST (Altschul et al. Acidos
Nucleicos Res. (1997) 25: 3389-3402) e Blaze (Brutlag et al.
Comp. Chem. (1993) 17: 203) podem ser usados num sistema Sybase
para identificar Janelas abertas de leitura (open reading frames)
(ORFs) no genoma dgue contém homologia com ORFs de outros
organismos.

Tal como aqui utilizado, "um sistema computacional" refere-
se ao hardware, software, meios de armazenamento de dados e meios
utilizados para analisar a informacdo da sequéncia nucleotidica
da presente invencgdo. O minimo de hardware dos sistemas
computacionais da presente 1invencdo compreende uma unidade
central de processamento (CPU), meios de entrada (input), meios
de saida (output), e meios de armazenamento de dados. Um
especialista qualificado pode facilmente compreender que qualquer
um dos sistemas computacionais actualmente disponiveis é adequado
para ser utilizado na presente invencédo. Os meios de
armazenamento de dados podem incluir qualgquer dipositivo dgue
contenha um registo da presenta informacdo da sequéncia, como
descrita acima, ou que possua uma memdéria de acesso gue possa
aceder a um dispositivo desse tipo.

"Meio de Pesquisa" refere-se a um ou Varios programas
implementados no sistema computacional, para comparar uma
sequéncia alvo ou regido estrutural alvo, ou os niveis de
expressdo do polinucleotideo numa amostra, com as informacgdes da
sequéncia armazenadas. Os meios de pesquisa podem ser utilizados

para identificar fragmentos ou regides do genoma que correspondem
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a uma determinada sequéncia alvo ou regido alvo. Sdo conhecidos
publicamente conhecidos e encontram-se comercialmente disponiveis
uma grande variedade de algoritmos como, por exemplo, MacPattern
(EMBL), BLASTN e BLASTX (NCBI). A '"sequéncia alvo" pode ser
qualguer polinucleotideo ou aminodcido com uma sequéncia de seis
ou mais nucledtidos contiguos ou dois ou mais aminodcidos, de
preferéncia com cerca de 10 a 100 aminocadcidos ou com cerca de 30
a 300 nt. Uma grande variedade de meios de comparacdo pode ser
utilizada para realizar a comparacdo das informacdes sequenciais
a partir de uma amostra (por exemplo, para andlise de sequéncias-
alvo, regides alvo, ou niveis de expressdo relativos) com os
meios de armazenamento de dados. Um especialista qualificado pode
facilmente reconhecer que qualquer dos programas de pesquisa de
homologia publicamente disponiveis podem ser usados como meio de
pesquisa para os sistemas computacionais da presente invencgédo
para realizar a comparacdo de sequéncias—-alvo e regides.
Programas de computador para analisar os niveis de expressdo numa
amostra e nos controlos sdo também bem conhecidos no ramo.

A "regido estrutural alvo", ou "regido alvo" refere-se a
gqualquer sequéncia ou combinacdo de sequéncias racionalmente
selecionada em que as sequéncias (s) sdo escolhidas com base numa
configuracdo tridimensional que é formada apdés a dobrar a regido
alvo, ou em sequéncias consensuals de centros activos ou de
regulacdo. H& uma variedade de regides alvo conhecidas na
especialidade das regides alvo de proteinas que incluem, mas ndo
que nédo sdo limtadas a, centros activos de enzimas e sequéncias
de sinal. As regides alvo de acidos nucleicos incluem, mas nédo se
limitam a, estruturas em ansas de emparelhamento, sequéncias
promotoras e outros elementos de expressdo como locais de ligacédo

para factores de transcricéo.
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Pode ser usada uma variedade de formatos estruturais para os
meios de entrada (input media) e de saida (output media) para
conseguir importar e exportar a informacédo do sistema
computacional da presente 1invencdo. Um formato de exportacdo
classifica a expressdo relativa dos niveis diferentes
polinucledétidos. Essa apresentacdo proporciona a um especialista
um ranking de niveis de expressdo relativa para determinar um
perfil de expressdo genética.

Como discutido anteriormente, a "biblioteca" da invencédo
abrange também as bibliotecas bioquimicas de polinucleotideo de
SEQ ID NO: 1, por exemplo, coleccdes de acidos nucleicos que
representam  oOs polinucledtidos fornecidos. As bibliotecas
bioguimicas podem assumir diversas formas, por exemplo, uma
solugédo de cDNAs, um  padrdo de acidos nucleicos sonda
estabilizadamente associado a uma superficie de um sdélido de
suporte (ou seja, uma matriz) e similares. De particular
interesse sdo matrizes de 4cidos nucleicos em que a SEQ ID NO: 1
estd representada na matriz. Por matriz entende-se um artigo de
um dispositivo gue tenha, pelo menos, um substrato com pelo menos
dois alvos de 4acidos nucleicos diferentes numa da suas
superficies, onde o nUmero de &cidos nucleicos diferentes pode
ser consideravelmente mais elevado, sendo tipicamente, pelo
menos, 10 nt, geralmente pelo menos 20 nt e, muitas vezes, pelo
menos 25 nt. Uma pandplia de diferentes formatos de matriz tem
sido desenvolvida e é conhecida pelos especialistas. As matrizes
do assunto desta invencdo tém utilidade numa variedade de
aplicacdes, incluindo a analise da expressdo genética, rastreio
de droga, analise de mutacdo e similares, como divulgado nos

documentos de patente exemplificativos supralistados.
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Além das referidas bibliotecas de 4&cidos nucleicos, sé&ao
também fornecidas bibliotecas andlogas de polipeptideos, onde os
polipeptideos da biblioteca representam, no minimo, uma porgdo

dos polipeptideos codificados por SEQ ID NO: 1.

Utilidades

Sondas polinucleotidicas, geralmente incluindo pelo menos 12
nt contiguos de um dos polinucleotideos representados na Listagem
de Sequéncias, sdo utilizadas para uma variedade de fins, como o
mapeamento cromossdédmico dos polinucleotideos e deteccdo dos
niveis transcricdo. Informacdes complementares sobre as regides
preferidas das sequéncias polinucleotidicas discutidas sdo
encontradas nos Exemplos. Uma sonda que se hibridiza
especificamente para um dos polinucleotideos aqui referidos deve
proporcionar um sinal deteccdo que seja, pelo menos, 5, 10, ou 20
vezes maior do que a hibridizacdo de fundo devida a outras
sequéncias ndo relacionadas.

Deteccdo de Niveis de Expressdo. Sdo utilizadas sondas de

nucledétideos para detectar a expressdo de um gene correspondente
a um polinucleotideo seleccionado. Na técnica Northern blots, o
mRNA é separado por electroforese e depoils sondado. Uma sonda é
detectada como uma hibridizacdo a uma espécie de mRNA de dimensédo
especifica. A extensdo da hibridizacdo ¢é quantificada para
determinar as quantidades relativas de expressdo, por exemplo, ao
abrigo de uma condicdo particular. As sondas sdo utilizadas para

AAY

a hibridizacéo in situ” de células de modo a detectar a
expressdo. As sondas podem também ser usadas para deteccédo
diagnéstica "“in vivo” de sequéncias de hibridizagdo. As sondas
sdo normalmente marcadas com um isdétopo radioactivo. Podem ser

usados outros tipos de marcadores detectaveis como croméforos,
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flllores e enzimas. Outros exemplos de testes de hibridizacdo de
nucleétidos sdo descritos em W092/02526 e USPN 5124246.

Alternativamente, outro meio para a deteccdo de pegquenas
quantidades de &cidos nucleicos alvo é a reaccdo em cadeia da
polimerase (Polymerase Chain Reaction -PCR) (ver, por exemplo,
Mullis et al., Meth. Enzymol. (1987) 155: 335; USPN 4683195; e
USPN 4.683.202). Dois primers nucleotidicos polinucleotidicos que
originardo hibridos com os &cidos nucleicos alvo sdo usados para
iniciar a reacdo. Os primers podem ser compostos de sequéncia no
interior ou em 3' e 5' dos polinucledétidos da Listagem de
Sequéncias. Alternativamente, se os iniciadores sdo 3' e 5' para
estes polinucledtidos, ndo necessitam de hibridizar para eles ou
para os seus complementares. Apds a amplificacdo do alvo com uma
polimerase termoestavel, os A&acidos nucleicos alvo amplificados
podem ser detectados através de métodos conhecidos na
especialidade como, por exemplo, Southern blot. O mRNA ou cDNA
também pode ser detectada por técnicas de blotting tradicionais
(por exemplo, Southern blot, Northern blot, etc) descritas em
Sambrook et al., "Molecular Cloning: A Laboratory Manual" (New
York, Cold Spring Harbor Laboratory, 1989) (por exemplo, sem
PCR). Em geral, o mRNA ou cDNA produzidos a partir de mRNA
utilizando uma enzima polimerase pode ser purificado e separado
usando eletroforese em gel, e transferido para um suporte sdédlido,
como a nitrocelulose. O suporte sdélido é exposto a uma sonda
marcada, lavada para remover qualgquer sonda ndo hibridizada, e os
duplexes contendo a sonda marcada sdo detectados.

Mapeamento. Os polinucleotideos da presente invencdo podem
ser usados para identificar um cromossoma no qual reside o gene
correspondente. Esse mapeamento pode ser Util na identificacédo da

funcdo do gene relacionado com o polinucleotideo, pela sua
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proximidade com outros genes de funcdo conhecida. A funcdo pode
também ser atribuida ao gene relacionado com o polinucleotideo
quando sindromas ou doencas especificas sdo mapeadas no mesmo
cromossoma. Por exemplo, a utilizacdo de sondas polinucleotidicas
na identificacdo e quantificacdo de aberracdes de seqiiéncia dos
acidos nucleicos ¢é descrita na USPN 5783387. Um método
exemplificativo de mapeamento ¢é a hibridizacdo in situ de
fluorescéncia (FISH), o que facilita a hibridacdo gendmica
comparativa para permitir a total avaliagdo de alteragdes do
genoma relativamente nuUmero de cdédpias de seqiiéncias de DNA (ver,
por exemplo, Valdes et al., Methods in Molecular Biology (1997)
68:1). Os polinucledtidos podem também ser mapeados a cromossomas
especificos, wutilizando, por exemplo, hibridos de radiacdo ou
painéis de hibridos cromossomo-especificos. Ver Leach et al.,
Advances 1in Genetics, (1995) 33: 63-99; Walter et al., Nature
Genetics (1994) 7: 22; Walter e Goodfellow, Trends in Genetics
(1992) 9: 352. Painéis para o mapeamento com hibridos de radiacéo
estdo disponiveis em Research Genetics, Inc., Huntsville,
Alabama, E.U.A. Bases de dados de marcadores usando vVAarios
painéis estdo disponiveis através da World Wide Web em http:/F/
shgo-www.stanford.edu e em http://www- genome.wi.mit. edulcgibin
/contig/rhmapper.pl. O programa estatistico RHIVIAP pode ser
usado para construir um mapa com base nos dados de hibridizacgédo
por radiacdo com uma medida relativa da probabilidade de um modo
versus outro. RHMAP estd disponivel através da World Wide Web, no
grupo  http://www.sph.umich.edu/statgen/software. Além disso,
existem programas comerciais para a identificacdo de regides dos
cromossomas vulgarmente associadas a doengas, tais como o cancro.

Tipagem de Tecidos ou Profiling. A expressdo de mRNA

especifico correspondente a dos polinucledétidos fornecidos pode
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variar consoante os diferentes tipos de células e pode ser
especifica consoante os diferentes tipos de tecidos. Esta
variacdo nos niveis de Mrna em diferentes tipos de células pode
ser explorada com testes com sonda de éacidos nucleicos para
determinar os tipos de tecido. Por exemplo, andlises usando PCR
de sonda ramificada de ADN, ou técnicas blotting utilizando
sondas de acidos nucleicos substancialmente idénticas ou
complementares aos polinucledétidos listados na Sequéncia de
Listagem pode determinar a presenca ou auséncia do c¢DNA ou mRNA
correspondente.

A tipagem de tecidos pode ser usada para identificar a fonte
de desenvolvimento do oérgdo ou tecido de uma lesdo metastatica
através da identificacdo da expressdo de um marcador especifico
para esse oOrgdo ou tecido. Se um polinucleotideo é expresso
apenas num determinado tipo de tecido, e se descobre que uma
lesdo metastatica expressa esse polinucleotideo, entdo a fonte de
desenvolvimento da lesdo fol identificada. A expressdo de um
determinado polinucleotideo podem ser analisada pela deteccédo
quer do mRNA qguer da proteina produzida correspondente. Como
seria facilmente perceptivel para qualquer cientista forense, as
sequéncias aqui divulgadas sdo Uteis na diferenciacdo entre
tecidos humanos e tecidos ndo-humanos. Em particular, essas
sequéncias sdo uteis para diferenciar tecido humano dos tecidos
de aves, répteis e anfibios, por exemplo.

Uso de polimorfismos. Um polinucleotideo da invencdo pode

ser usada em ciéncias forenses, andlise genética, mapeamento e
aplicacdes diagndsticas onde o correspondente a uma regido de um
gene é polimérfico na populacdo humana. Qualquer meio de deteccédo
de um polimorfismo num gene pode ser usado, incluindo, mas ndo

limitando a, eletroforese de variantes polimérficas de proteinas,
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sensibilidade diferencial a clivagem por enzimas de restricédo e

hibridacdo por sondas alelo-especificas.

Producdo de Anticorpos

Os produtos de expressdo de um polinucleotideo da invencéo,
bem como o correspondente mRNA, c¢DNA, ou gene completo, podem ser
preparados e utilizados para elevar a producdo de anticorpos para
fins experimentais, de diagndéstico e terapéuticos. Para
polinucledétidos para os quais ndo foi ainda atribuido um gene
correspondente isto fornece um método adicional para identificar
0 gene correspondente. O polinucleotideo ou cDNA relacionado é
expresso como descrito acima, e os anticorpos sdo preparados.
Esses anticorpos sdo especificos para um epitopo no polipeptideo
codificado pelo polinucleotideo e podem precipitar ou ligar-se as
proteinas nativas correspondentes numa preparacdo de células ou
tecido ou num extracto de células livres de um sistema de
exXpressdo in vitro.

Métodos para a producdo de anticorpos que se ligam
especificamente a um antigene seleccionado s&o bem conhecidos na
especialidade. Imundgenos para aumentar os anticorpos podem ser
preparados misturando polipeptideo codificado por um
polinucleotideo da invencdo com um adjuvante, e/ou fazendo a
fusdo de proteinas com proteinas imunogénicas maiores. Os
polipeptideos também podem ser covalentemente ligados a outras
proteinas imunogénicas maiores, como, por exemplo, a hemocianina
de caramujo (keyhole limpet hemocyanin). Os imundgenos sédo
normalmente administradas intradérmicamente, subcutaneamente ou
intramuscularmente a animais de experimentacgdo como coelhos,
ovinos e ratinhos, para produzir anticorpos. Os anticorpos

monoclonais podem ser gerados isolando células do baco e pela
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fusdo de células de mieloma para formacdo de hibridomas.
Alternativamente, o polinucleotideo selecionado ¢é administrado
directamente, por exemplo por injeccdo intramuscular, e exXpresso
in vivo. A proteina expressa dJgera uma variedade de respostas
imunitarias a proteinas especificas, incluindo a producdo de
anticorpos, o que é comparavel a administracdo da proteina.

As preparacdes de anticorpos monoclonais e policlonais
especificos para polipeptideos codificados por um polinucleotideo

selecionado sdo feitos usando métodos padrdo conhecidos na

especialidade. Os anticorpos ligam-se especificamente aos
epitopos presentes nos polipeptideos codificados por
polinucleotideos divulgados na Listagem de Sequéncias.

Tipicamente, sdo necessarios no minimo, 6, 8, 10 ou 12
aminodcidos contiguos para formar um epitopo. Epitopos que
envolvem aminodcidos ndo contiguos podem exigir um polipeptideo
mais longo, por exemplo, no minimo, 15, 25, ou 50 aminocacidos. Os
anticorpos que se ligam especificamente a polipeptideos humanos
codificados pelos polipeptideos fornecidos deve proporcionar uma
deteccdo com um sinal pelo menos 5, 10 ou 20 vezes maior do dque
um sinal de deteccdo obtido com outras proteinas, quando
utilizadas em Western blots ou outros ensaios imunoquimicos. De
preferéncia, os anticorpos gque se ligam especificamente a
polipeptideos da invencdo nédo se ligam, em niveis detectéveis, a
outras proteinas nos ensaios imunoguimicos e que  podem
imunoprecipitar o polipeptideo especifico da solucédo.

A invencéo também contempla anticorpos naturalmente
presentes que sejam especificos para um polipeptideo da invencéo.
Por exemplo, anticorpos séricos de um polipeptideo da invencédo
numa populacdo humana podem ser purificados por métodos bem

conhecidos na especialidade, por exemplo, passando o antissoro
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por uma coluna a qual o polipeptideo correspondente selecionado
ou a proteina de fusdo esteja ligado. Os anticorpos podem entdo
ser eluidos da coluna, por exemplo, usando um tampdo com uma alta
concentracdo salina.

Para além dos anticorpos discutidos anteriormente, a
invencdo também contempla anticorpos obtidos por engenharia
genética, anticorpos derivados (por exemplo, anticorpos de cadeia
unica, fragmentos de anticorpos (por exemplo, Fab, etc)), de

acordo com métodos bem conhecidos na especialidade.

Diagndéstico e Outros Métodos Envolvendo a Deteccdo de Produtos de

Genes Expressos Diferencialmente

A presente invencéo fornece métodos de usar os
polinucledétidos aqui descritos. Em modalidades especificas néo-
limitante, os métodos sdo Uteis para a deteccdo de células de
cancro do «c¢blon, facilitando o diagnéstico do <cancro e da
severidade um cancro (por exemplo, o grau do tumor, a carga
tumoral, e similares) num individuo, facilitando uma determinacdo
do prognéstico do individuo e a avaliacdo da capacidade de
resposta do sujeito a terapéutica (por exemplo, fornecendo uma
medida de efeito terapéutico, por exemplo, avaliacdo da carga
tumoral durante ou apds um regime gquimioterapéutico). A deteccédo
pode ser baseada na deteccdo de um polinucleotideo que é expresso
diferencialmente numa célula do cdlon cancerosa, e/ou deteccdo de
um polipeptideo codificado por um polinucleotideo que é expresso
diferencialmente numa célula do cdélon cancerosa ("um polipeptideo
associado com o cancro do cdélon"). Os métodos de deteccdo da
invencdo podem ser realizados in vitro ou in vivo, em células
isoladas, na totalidade de tecidos corporais ou num fluido

corporal, por exemplo, sangue, plasma, soro, urina e afins).
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Em geral, os métodos da invencdo envolvendo a deteccdo de um
produto genético (por exemplo, mRNA, cDNA gerado a partir desse
mRNA e polipeptideos) envolvem o contacto de uma amostra com uma
sonda especifica para o produto genético de interesse. O termo
"sonda", como aqui usado em tais métodos, ¢é utilizado para
referir-se a uma molécula gque se liga especificamente a um
produto genético de interesse (por exemplo, a sonda liga-se ao
produto genético alvo com uma especificidade suficiente para
distinguir a ligacdo ao alvo sobre a ligacdo nédo especifica a
moléculas ndo-alvo (de fundo)). As "sondas" incluem, mas néo
estdo limitadas a, sondas de acidos nucleicos (por exemplo, DNA,
RNA, A&cidos nucleicos modificados e similares), anticorpos (por
exemplo, anticorpos, fragmentos de anticorpos que mantenham a
ligacdo a um epitopo-alvo, anticorpos de <cadeia Unica e
similares), ou outro polipeptideo, peptideo ou molécula (por
exemplo, ligando receptor), que se liga especificamente a um
produto genético alvo de interesse.

A sonda e a amostra suspeita de ter o produto genético de
interesse sédo postos em contacto em condicgdes adequadas para a
ligacdo da sonda ao produto genético. Por exemplo, o contacto é
geralmente por um tempo suficiente para permitir a ligagdo da
sonda ao produto genético (por exemplo, a partir de varios
minutos a poucas horas), e a uma temperatura e condicdes de
osmolaridade e similares que garantem a ligacdo da sonda ao
produto genético a um nivel gque seja suficientemente diferenciado
das ligacdes de fundo da sonda (por exemplo, em condigdes dque
minimizam as ligacdes nédo especificas). Condicdes adequadas para
a ligacdo entre a sonda e o produto genético alvo podem ser

facilmente determinadas utilizando técnicas de controlo e outras
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disponiveis e conhecidas daqueles que tenham um conhecimento
regular da especialidade.

Nesta modalidade, a sonda pode ser um anticorpo ou outro
polipeptideo, peptideo ou molécula (p. ex., ligando receptor) gque
se ligue especificaamente a um polipeptideo alvo de interesse.

Os métodos de deteccdo podem ser fornecidos como parte de um
kit. Assim, a invencdo prevé ainda kits para a deteccdo da
presenca e/ou de um nivel de um polinucleotideo que ¢é expresso
diferencialmente numa célula de cancro do cbdélon (por exemplo, a
deteccao de um mRNA codificado pelo gene expresso
diferencialmente de interesse), e/ou um polipeptideo codificado
deste modo numa amostra bioldgica. Os procedimentos usando estes
kits podem ser realizados por laboratérios c¢linicos, por
laboratérios experimentais, por médicos ou por particulares. Os
kits da invencdo para a deteccdo de um polipeptideo codificado
por um polinucleotideo gque é expresso diferencialmente numa
célula de cancro do c¢cbdlon compreendem um meio que liga
especificamente o ©polipeptideo, que pode ser um anticorpo
especifico. 0Os kits da invencdo para a deteccdo de um
polinucleotideo que é expresso diferencialmente numa célula de
cancro do cdédlon compreende um meio que hibridiza especificamente
para esses polinucleotideos. O kit pode opcionalmente fornecer
componentes adicionais que sédo Uteis no processo, incluindo, mas
ndo limitado a, solugdes tampdo, reagentes de desenvolvimento,
marcadores, superficies de reaccdo, meios de deteccdo, amostras

de controlo, padrdes, instrucdes e informacdes interpretativas.
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Deteccdo de um polipeptideo codificado por um polinucleotideo que

é expresso diferencialmente numa célula de cancro do cdlon

Em algumas modalidades, os métodos sédo fornecidos para uma
célula de cancro do cdlon através da deteccdo na célula de um
polipeptideo codificado por um gene expresso diferencialmente
numa célula de cancro do cdélon. Qualquer método de uma variedade
de métodos conhecidos pode ser usado para a deteccdo, incluindo,
mas ndo limitado a, imunoensaio, utilizancdo de anticorpos
especificos para o polipeptideo codificado, por exemplo, ensaio
imunoenzimdtico da enzima ligada (ELISA), radioimunoensaio (RIA)
ou similares, e ensaios funcionais para o polipeptideo
codificado, por exemplo, actividade de 1ligacdo ou actividade
enzimatica.

Por exemplo, um teste de imunofluorescéncia pode ser
facilmente realizado em células sem primeiro isolar o)
polipeptideo codificado. As células sdo primeiro fixadas num
suporte sdélido, como uma lédmina de microscépio ou num Ppoco
(célula) de uma placa de titulacdo (microplaca). Essa etapa de
fixacdo pode permeabilizar a membrana celular. A permeabilizacdo
da membrana celular permite que a sonda polipeptideo-especifica
(por exemplo., anticorpo) se ligue. Alternativamente, gquando o
polipeptideo é segregado ou ligado a membrana ou que se encontra
de outro modo acessivel na superficie celular (por exemplo,
através de receptores e outras moléculas estavelmente associadas
com a membrana celular exterior ou de outra forma estavelmente
associadas a membrana celular), esta permeabilizacdo pode ndo ser
necessaria.

Seguidamente, as células fixadas sdo expostas a um anticorpo
especifico para o polipeptideo codificado. Para aumentar a

sensibilidade do ensaio, as células fixadas podem ainda ser
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expostas a um segundo anticorpo, que é marcado e se liga ao
primeiro anticorpo, que é especifico para o polipeptideo
codificado. Tipicamente, o anticorpo secundario estd marcado de

modo detectdvel, por exemplo, com um marcador fluorescente. As

células que expressam o) polipeptideo codificado serdo
fluorescentemente marcadas e facilmente visualizadas ao
microscépio. Ver, por exemplo, Hashido et al. (1992) Biochem.

Biophys. Res. Comm. 187: 1241-1248.

Como serda facilmente perceptivel, ©para o especialista
regularmente qualificado, mediante a leitura da ©presente
especificacdo, os métodos de deteccdo e outros métodos descritos
neste documento podem ser facilmente alterados. Estas alteracdes
estdo dentro do admbito de aplicacdo previsto da invencdo. Por
exemplo, no sistema de deteccdo acima, a sonda utilizada na
deteccdo pode ser imobilizada sobre um suporte sdlido, e a
amostra do ensaio posta em contacto com a sonda imobilizada. A
ligacdo da amostra do ensaio com a sonda poderd ser detectada
através de diversas formas, por exemplo, a deteccdo de um
marcador identificdvel ligado a amostra do ensaio para facilitar
a deteccdo de complexos da sonda com a amostra de teste
imobilizada.

A presente invencdo prevé ainda métodos para detectar a
presenca de e/ou medir o nivel de um polipeptideo numa amostra
biolégica, polipeptideo esse que é codificado por um
polinucleotideo que representa um gene expresso diferencialmente
no cancro, em particular, numa célula de cancro do c¢délon,
utilizando um sonda especifica para o polipeptideo codificado.
Nesta modalidade, a sonda pode ser um anticorpo ou outro

polipeptideo, peptideo ou molécula (por exemplo, ligando
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receptor), que se liga especificamente a um polipeptideo alvo de
interesse.

Os métodos geralmente incluem: a) colocar a amostra em
contacto com um anticorpo especifico para um polipeptideo
expresso diferencialmente numa célula de teste; e b) detectar
ligacdes entre anticorpos e as moléculas da amostra. O nivel de
ligacdes dos anticorpos (seja qualitativo ou quantitativo) indica
o estado canceroso das células. Por exemplo, guandoc o gene
expresso diferencialmente é aumentado nas células cancerosas, a
deteccdo de um aumento do nivel de ligacdo dos anticorpos a
amostra do ensaio, em relacdo ao nivel de ligacdo dos anticorpos
a células normais, indica que a célula de teste é cancerosa.

Controlos adequados incluem uma amostra conhecida por conter
o polipeptideo codificado, e uma amostra que contactou com um
anticorpo ndo especifico para o polipeptideo codificado, por
exemplo, um anticorpo anti-idiotipo. Uma variedade de métodos
para a deteccdo de interacgdes especificas anticorpo-antigénio
sdo conhecidas na especialidade e pode ser usada no método,
incluindo, mas ndo se limitando a, métodos immunohistoldgicos
padrédo, imunoprecipitacdo, um imunoensaio enzimatico e um radio-
imunoensaio.

Em geral, os anticorpos especificos serdo marcados por
detecgdo, quer directa quer indirectamente. Marcadores directos
incluem: radioisdétopos; enzimas cujos produtos sdo detectéaveis
(por exemplo, Luciferase, b-galactosidase, e similares);
marcadores fluorescentes (por exemplo, fluoresceina
isotiocianato, rhodamine, ficoeritrina, e similares); metais
emissores de fluorescéncia, por exemplo, 152Eu, ou outros da
série dos lantanideos, ligado ao anticorpo através de grupos

quelantes do metal como o EDTA; compostos quimioluminescentes,
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por exemplo, luminol, isoluminol, sais de acridinio e similares;
compostos bioluminescentes, por exemplo, luciferina, aequorina
(proteina verde fluorescente) e similares.

Os anticorpos podem estar associadas (acoplados) a um
suporte insoltvel, como uma placa de poliestireno ou um leito.
Marcadores indirectos incluem: segundos anticorpos especificos
para os anticorpos especificos para o polipeptideo codificado
("primeiros anticorpos especificos"), onde o segundo anticorpo é
marcado como descrito acima; e membros dos pares das ligacgdes
especificas, por exemplo, biotina-avidina, e similares. A amostra
biolégica pode ser posta em contacto com e imobilizada num
suporte sdélido ou transportador, como a nitrocelulose, que é
capaz de imobilizar células, particulas de células, ou proteinas
sollveis. Este suporte pode entdo ser lavado com as solugdes
tampdo adequadas, seguido pelo contacto com um primeiro anticorpo
especifico marcado para deteccdo. Métodos de deteccdo séo
conhecidos na especialidade e serdo escolhidos de acordo com o
sinal emitido pelo marcador detectavel. A deteccdo é conseguida,
geralmente, por comparacdo com um controlo adequado e de padrdes
adequados.

Em algumas modalidades, os métodos sdo adaptados para
utilizagdo in vivo, por exemplo, para localizar e identificar
locais onde estdo presentes células de cancro do cdlon. Nestas
modalidades, um meio marcador detectavel, por exemplo, um
anticorpo que é especifico para um cancro do cdélon associado a
polipeptideos é administrado a um individuo (por exemplo, por
injecgdo) e as células marcadas sédo localizadas utilizando
técnicas de imagiologia padrdo, incluindo, mas ndo se limitando

a, imagiologia de ressondncia magnética, tomografia
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computadorizada de varrimento, e afins. Desta forma, as células

de cancro do cdlon sdo diferencialmente marcadas.

Deteccdo de um polinucleotideo que representa um gene expresso

diferencialmente numa célula de cancro do cdlon

Em algumas modalidades, os métodos sdo fornecidos para a
deteccdo de uma célula de cancro do cdédlon por deteccdo de uma
expressdo na célula de uma transcrigcdo ou que ¢é expressa
diferencialmente numa célula de cancro do cdlon. Qualguer um de
uma variedade de métodos conhecidos pode ser usado na deteccéo,
incluindo, mas ndo se limitando a: deteccdo de uma transcricédo
por hibridizacdo com um polinucleotideo que hibridiza com um
polinucleotideo que é expresso diferencialmente numa célula de
cancro do cbélon; deteccdo de uma transcricdo de uma reaccgdo em
cadeia de uma polimerase utilizando iniciadores de
oligonucledétideos especificos; hibridizacdo in situ de uma célula
usando como uma sonda um polinucleotideo gque hibridiza com um
gene que ¢é expresso diferencialmente numa célula de cancro do
cédlon.

Os métodos podem ser usados para detectar e/ou medir os
niveis de mRNA de um gene que é expresso diferencialmente numa
célula de cancro do cbdélon. Em algumas modalidades, os métodos
incluem: a) colocar uma amostra em contacto com um
polinucleotideo que corresponde a um gene diferencialmente
expresso aquli descrito em condig¢des que permitam a hibridacdo; e
b) deteccdo de hibridizacdo, se fbr o caso. A deteccdo de
hibridizacdo diferencial, quando feita por comparacdo com um
controlo adequado, ¢é uma indicacdo da presenca na amostra de um
polinucleotideo que ¢é expresso diferencialmente numa célula de

cancro do cdélon. Controlos adequados incluem, por exemplo, uma
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amostra que seja conhecida por ndo conter um polinucleotideo que
seja expresso diferencialmente numa célula de cancro do cdédlon, e
da utilizacéo de um polinucleotideo marcado da mesma
"sensibilidade" que o) polinucleotideo que é expresso
diferencialmente numa célula de cancro do cdlon. As condicgdes que
permitem efectuar a hibridizacdo sdo conhecidas na especialidade,
e jJj& foram descritas com maior detalhe acima.

A deteccdo também pode ser conseguida através de qualguer
método conhecido, incluindo mas ndo limitado a, hibridizacdo in
situ, PCR (reaccdo em cadeia de polimerase), RT-PCR (transcricédo
reversa-PCR), e "Northern" Dblotting (ou RNA blotting), ou
combinacdes de tais técnicas, wutilizando um polinucleotideo
devidamente marcado. Uma variedade de marcadores e de métodos de
marcacdo de polinucledétidos sdo conhecidos na especialidade e
podem ser wutilizados nos métodos de ensaio da invencdo. A
hibridizacdo especifica pode ser determinada por comparacdo com
os controlos adequados.

Um polinucleotideo geralmente composto de pelo menos 12 nt
contiguos de um polinucleotideo aqui previsto, como mostrado na
Listagem de Sequéncias ou da sequéncias de genes que correspondem
aos polinucledtidos da Listagem de Sequéncias, sdo utilizadas
para uma grande variedade de finalidades, tais como sondas para a
deteccdo de e/ou medicdo de niveis de transcricdo de um
polinucleotidicas que é diferencialmente expresso numa célula de
cancro do célon. A descricdo adicional das regides preferidas das
sequéncias polinucleotidicas descritas é encontrada nos exemplos.
Uma sonda que hibridiza especificamente para um polinucleotideo
aqui divulgado deve proporcionar um sinal de deteccdo de, pelo
menos 5, 10, ou 20 vezes maior do que a hibridizacdo de fundo com

outras sequéncias independentes. Note-se que o termo "sonda" como
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é utilizado no presente contexto de deteccdo de acidos nucleicos
é utilizado para referir-se a uma seqiiéncia polinucleotidica
utilizada para a deteccdo de um produto genético expresso
diferencialmente numa amostra de teste. Como serd facilmente
reconhecido pelo especialista regularmente qualificado, a sonda
pode ser marcada para detecgcdo e contacta com, por exemplo, uma
matriz contendo polinucledétideos imobilizados obtidos a partir de
uma amostra de teste (por exemplo, mRNA). Alternativamente, a
sonda pode ser imobilizada numa matriz e a amostra do ensaio
marcada para deteccdo. Estas e outras variacdes dos métodos da
invencéo encontram-se claramente dentro das praticas da
especialidade e estdo dentro do dmbito de aplicacdo da invencdo.

Sdo wutilizadas sondas de nucleotideos para detectar a
expressdo de um gene correspondente ao polinucleotideo fornecido.
Nas Northern blots, o mRNA ¢é separado por electroforese e
colocado em contacto com uma sonda. A sonda é detectada por
hibridizacdo a uma espécie de mRNA de dimensédo especifica. A
quantidade de hibridizacdo pode ser quantificada para determinar
quantidades relativas de expressdo, por exemplo, com uma condicdo
particular. As sondas sdo utilizadas para a hibridizacdo in situ
de células para detectar a expressdo. As sondas podem também ser
usadas para a deteccdo diagndéstica in vivo de sequéncias de
hibridizacdo. As sondas sdo normalmente marcadas com um isdtopo
radioactivo. Podem ser usados outros tipos de marcadores
detectéveis como croméforos, fluordforos, e enzimas. Outros
exemplos de testes de hibridizacdo de nucleotideos sdo descritos
na W092/02526 e USPN 5,124,246.

A PCR é outro meio para a deteccdo de pequenas gquantidades
de &cidos nucleicos alvo (ver, por exemplo, Mullis et al., Meth.

Enzymol. (1987) 155: 335; USPN 4683195; e USPN 4.683.202). Dois
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nucledétideos iniciadores de polinucledétidos que originarédo
hibridos com os &cidos nucleicos alvo sdo usados para iniciar a
reacgdo. Os 1iniciadores podem ser compostos de sequéncia no
interior de 3' e 5' nos polinucledétidos da Listagem de
Sequéncias. Alternativamente, se os iniciadores sdo 3 'e 5' para
estes polinucledtideos, eles ndo hibridardo para eles ou para os
seus complementares. Apbdés a amplificacdo do alvo com uma
polimerase termoestavel, os &cidos nucleicos alvo amplificados
podem ser detectados através de métodos conhecidos na
especialidade como, por exemplo, Southern blot. O mRNA ou o cDNA
podem também ser detectados por técnicas de blotting tradicionais
(por exemplo, Southern blot, Northern blot, etc) descritas em
Sambrook et al., " Molecular Cloning: A Laboratory Manual " (New
York, Cold Spring Harbor Laboratory, 1989) (por exemplo, sem
amplificacdo PCR). Em geral, o mRNA ou o cDNA, gerado a partir de
mRNA utilizando uma enzima polimerase, pode ser purificado e
separado usando eletroforese em gel, e transferidos para um
suporte sdélido, como, por exemplo, a nitrocelulose. O suporte
sélido é exposto a uma sonda marcada, lavado para remover
eventuais residuos de sonda ndo hibridizada, e os duplexes
contendo a sonda marcados sdo detectados.

Podem ser efectuados métodos utilizando a amplificacdo por
PCR no DNA a partir de uma Unica célula, embora seja conveniente
para a utilizacdo, pelo menos, cerca de 10° células. A utilizacéo
da reacdo em cadeia da polimerase é descrita em Saiki et al.
(1985) Science 239: 487, e uma revisdo das técnicas actuais pode
ser encontrada em Sambrook, et al. Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, CSH Press 1989, pp. 14.2-14.33. Um marcador
detectavel pode ser incluido na reaccdo de amplificacédo.

Marcadores detectaveis adequados incluem fluorocromos, (por
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exemplo, isotiocianato de fluoresceina (FITC), rodamina, vermelho
do Texas, ficoeritrina, aloficocianiana, 6 - de carboxi-
fluoresceina (6 - FAM), 2 ', 7"-dimethoxi-4',5"- dicloro-6-
carboxifluoresceina, 6 - Carboximetilcelulose-X-rodamina (ROX), 6
- Carboximetilcelulose-2 ', 4', 7 ', 4,7 - hexaclorofluoresceilna
(HEX), 5-carboxifluoresceina (5 - FAM) ou N, N, N',N'-tetrametil-
b-carboxirodamina (TAMRA) ), marcadores radiocactivos, (por
exemplo, *p, *°s, “H, etc), e similares. O marcador pode ser um
sistema de duas fases, onde o polinucledtideo & conjugado com
biotina, haptenos, etc, com uma elevada afinidade com o parceiro
da ligacdo, por exemplo, avidina, anticorpos especificos, etc,
onde o parceiro de ligacdo é associado a um marcador detectével.
O marcador pode estar associado a um ou ambos os iniciadores.
Alternativamente, o conjunto de nucledétidos utilizados na
amplificacdo é marcado, de modo a incorporar o marcador no

produto de amplificacédo.

Matrizes

Matrizes ©polinucleotidicas proporcionam uma técnica de
producédo elevada gque pode permitir o ensaio de um grande numero
de polinucledétidos ou polipeptideos numa amostra. Esta tecnologia
pode ser utilizada como uma ferramenta de teste para a expressédo
diferencial.

Uma variedade de métodos de producdo de matrizes, bem como
as variacdes destes métodos, sdo conhecidos na especialidade e a
sua utilizacdo estd prevista na invencdo. Por exemplo, podem ser
criadas matrizes por distribuicdo de sondas polinucleotidicas
sobre um substrato (por exemplo, vidro, nitrocelulose, etc) numa
matriz ou distribuicdo bidimensional com sondas ligadas. As

sondas podem ser ligadas ao substrato por ligacdes covalentes ou
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por 1interagdes ndo especificas, como, por exemplo, interacdes
hidrofébicas.

As amostras de polinucledtidos podem ser marcadas de modo
detectéavel (por exemplo, usando marcadores radioactivos ou
fluorescentes) e, depois, hibridizadas para as sondas. Os
polinucledtidos de cadeia dupla, incluindo a amostra de
polinucledétidos marcados ligados aos polinucledtidos sonda, podem
ser detectados depois da parte do material ndo ligado da amostra
ter sido removida por lavagem. Alternativamente, 0s
polinucledétidos de amostra de teste podem ser imobilizados sobre
a matriz, e as sondas marcadas de modo detectdvel. As técnicas
para a construcdo de arranjos e os métodos de utilizacdo dos
mesmos sdo descritos em, por exemplo, Schena et al. (1996) Proc
Natl Acad Sci E.U.A.. 93 (20): 10614-9; Schena et al. (1995)
Science 270 (5235): 467-70; Shalon et al. (1996) Genome Res. 6
(7): 639-45, USPN 5807522, EP 799 897; WO 97/29212, WO 97/27317;
EP 785 280; WO 97/02357; USPN 5593839; USPN 5578832; EP 728 520;
USPN 5599695; EP 721 016; USPN 5556752; WO 95/22058, e USPN
5631734.

As matrizes podem ser usadas para, por exemplo, analisar a
expressdo diferencial de genes e pode ser usado para determinar a
funcdo dos genes. Por exemplo, podem ser utilizados arranjos para
detectar a expressdo diferencial de um gene correspondente a um
dos polinucleotideos aqui descritos, sendo a expressdo comparada
entre uma célula de teste e uma célula de controlo (por exemplo,
células cancerosas e células normais). Por exemplo, a expressdo
elevada de uma determinada mensagem numa célula de cancro que nédo
é observada numa célula normal correspondente, pode indicar um
determinado produto especifico do gene do cancro. Exemplos de

utilizacdes de matrizes sdo discutidos com mais
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pormenorizadamente em, por exemplo, em Pappalarado et al., Sem.
Radiation Oncol. (1998) 8: 217; e Ramsay Nature Biotechnol.
(1998) 16: 40. Além disso, muitas das variacdes nos métodos de
deteccdo usando matrizes sdo bem conhecidos dos especialistas no
ramo e estdo dentro do dmbito de aplicacdo da presente invencéo.
Por exemplo, em vez de imobilizar a sonda num suporte sdélido, a
amostra pode ser 1imobilizada num suporte sdélido que é entédo

contactado pela sonda.

Diagndéstico de Progndstico, Avaliacdo de Terapia (Therametrics),

e Gestdo do Cancro

Os polinucledtidos agqui descritos, assim como os seus
produtos genéticos e correspondentes genes e produtos genéticos,
sdo de especial interesse qguer como marcadores genéticos ou
bioguimicos (por exemplo, no sangue ou tecidos) que irdo detectar
as primeiras alteracdes ao longo do percurso carcinogénico e/ou
para monitorar a eficadcia de varias terapias e 1intervencdes
preventivas.

Por exemplo, o nivel de expressdo de alguns polinucledtidos
pode ser indicativo de um pior progndstico, e, por isso, garante
a exlisténcia de quimio ou radioterapia mails agressiva para um
paciente ou vice-versa. A correlacéo de caracteristicas
especificas alternativas do tumor com resposta ao tratamento e os
resultados nos doentes podem definir indicadores de progndstico
que permitem o design de terapia adaptada baseada no perfil
molecular do tumor. Estas terapias incluem antagonistas para
deteccdo de anticorpos, (por exemplo, peguenas moléculas), e
terapia genética.

A determinacdo da expressdo de alguns polinucledtideos e a

comparacdo de um perfil de paciente de expressdo conhecida em
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tecidos normais e variantes da doenca permite uma determinacdo do
melhor tratamento possivel para um paciente, tanto em termos de
especificidade de tratamento como em termos do nivel de conforto
do doente . Marcadores tumorais alternativos, como a expressédo de
polinucleotideos, podem também ser utilizados para melhorar a
classificacdo e, assim, diagnosticar e tratar as diferentes
formas e estados de doenca do cancro. Duas <classificacdes
amplamente utilizadas em oncologia gque podem beneficiar da
identificacdo dos niveis de expressdo dos genes correspondentes
aos polinucledétideos descritos neste documento sdo o estadiamento
da desordem do cancro, e a dJgraduacdo da natureza do tecido
canceroso.

Os polinucleotideos que correspondem a genes exXpressos
diferencialmente, bem como os seus produtos genéticos
codificados, podem ser Uteis para monitorar pacientes tendo ou
suscetiveis a ter cancro, para detectar ocorréncias
potencialmente malignas a um nivel molecular, antes de serem
detectidveis a um nivel morfoldégico bruto. Além disso, os
polinucledtidos aqui descritos, assim como 0s genes
correspondentes a esses polinucledétidos, podem ser TUteis como
indicadores de medida da terapia (therametrics), por exemplo,
para avaliar a eficadcia da terapia através da wutilizacdo dos
polinucledétidos ou dos seus produtos genéticos codificados, a fim
de avaliar, por exemplo, a extensdo do dano tumoral no paciente
antes, durante e apds a terapia.

Além disso, um polinucleotideo identificado como o due
corresponde a um gene que ¢é expresso diferencialmente e,
portanto, importante para um tipo de cancro, pode também ter
implicag¢des para o desenvolvimento ou o risco de desenvolvimento

de outros tipos de cancro, por exemplo, quando um polinucleotideo
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representa um gene expresso diferencialmente em varios tipos de
cancro. Assim, por exemplo, a expressdo de um polinucleotideo
correspondendo a um gene que tem implicacdes clinicas no cancro
do cbdélon metastatico pode também ter implicacdes clinicas para o
cancro de mama ou para o cancro do ovario.

Estadiamento. O estadiamento é um método utilizado pelos

médicos para descrever o avanco do estado canceroso num paciente.
O estadiamento ajuda o médico na definigdo de um progndstico, no
planeamento do tratamento e na avaliacdo dos resultados desse
tratamento. Os sistemas de estadiamento variam de acordo com oOs
tipos de cancro, mas geralmente envolvem a prossecucdo do sistema
"TNM": o tipo de tumor, indicado por T; se o cancro esté
metastizado nos gédnglios linfaticos préximos, indicado por N; e
se o cancro estd metastizado até partes mais distantes indicada
por M. Geralmente, quando um cancro é apenas detectdvel na zona
da lesdo primaria sem se ter propagado a qualquer dos gédnglios
linfaticos é designado de Estdgio I. Se ele apenas se espalhou
para os gdnglios linfaticos mais préximos, é designado de Estéagio
IT. N Estdgio 1II, o cancro geralmente espalhou-se para o0s
génglios linféaticos na proximidade préximo ao local da lesédo
primaria. Cancros gque se propagaram a uma parte distante do
corpo, tais como o figado, ossos, cérebro ou outros locais, estédo
no Estagio IV, o mais avancado.

Os polinucledtidos e genes e produtos genéticos
correspondentes aqui descritos podem facilitar o ajuste fino do
processo de estadiamento através da identificagdo de marcadores
para a agressividade de um cancro, por exemplo, o potencial
metastatico, bem como a presenca em diferentes &reas do corpo.
Assim, um cancro de Estéagio IT com um polinucleotideo

significando um elevado potencial de cancro metastatico pode ser
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usado para alterar a classificacdo de um tumor no limite do
Estdgio II para tumor do Estagio III, Justificando uma
terapéutica mais agressiva. Inversamente, a presenca de um
polinucleotideo significando um menor potencial metastatico
permite um estagiamento mais conservador do tumor.

Graduacdo dos cancros. Grau €& um termo usado para descrever

o quanto um tumor se assemelha de perto ao tecido normal do mesmo
tipo. A aparéncia microscépica de um tumor ¢é usada para
identificar o grau do tumor com base em pardmetros como a
morfologia celular, a organizacdo celular e outros marcadores de
diferenciacdo. Como regra geral, o grau de um tumor corresponde a
sua taxa de crescimento ou de agressividade, com o0s tumores
indiferenciados ou de grau elevado geralmente a ser mais
agressivos do que os tumores bem diferenciados ou de baixo grau.

As seguintes directrizes sdo geralmente utilizadas na graduacédo

de tumores: 1) GX - O grau ndo pode ser avaliado; 2) Gl - Bem
diferenciado; G2 - Moderadamente bem diferenciado; 3) G3 - pouco
diferenciado; 4) G4 - indiferenciados. O polinucledtidos da

Listagem de Sequéncias, e o0s seus dJgenes e produtos genéticos
correspondentes, podem ser particularmente valiosos para a
determinacdo do grau do tumor, pois eles ndo sb6 ajudam a
determinacdo do estado de diferenciacdo das células de um tumor,
como também podem identificar outros factores que ndo a
diferenciacdo que sdo valiosos para determinar a agressividade de
um tumor, como o potencial metastatico.

A deteccdo de cancro do cdlon. Os polinucledtidos que

correspondem a genes gque exibem o padrdo adequado de expressédo
podem ser usados para detectar cancro do cédlon num individuo. O
cancro colorectal é uma das neoplasias mais comuns em seres

humanos e, talvez a forma mais frequente de neoplasia
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hereditaria. A prevencdo e deteccdo precoce sdo factores-chave
para o controlo e a «cura do cancro colorrectal. O cancro
colorectal comeca sob a forma de pdlipos, gue sdo pequenos
crescimentos benignos de células que se formam sobre o
revestimento interior do cdélon. Ao longo de um periodo de varios
anos, alguns destes pdlipos acumulam mutacdes adicionais e
tornam-se cancerosos. Tém sido identificadas multiplas familias
de disturbios de cancro colorectal, as quais podem ser resumidas
como segue: 1) Polipose adenomatosa familiar (FAP); 2) Sindrome
de Gardner; 3) Né&do-polipose hereditadria do cancro do cdlon
(HNPCC); e 4) Cancro colo-rectal familiar nos Judeus Asquenazi.

A expressdo de polinucledtideos adequados pode ser utilizada
no diagnéstico, progndéstico e gestdo do cancro colorectal. A
deteccdo de cancro do cdlon pode ser realizada usando os niveis
de expressédo de gqualquer uma destas sequéncias isoladamente ou em
combinacdo com os niveis de expressdo. A determinacdo da natureza
agressiva e/ou o potencial metastatico de um cancro do cdlon pode
ser realizada por comparacdo dos niveis de um ou mais produtos
genéticos dos genes correspondentes aos polinucledétideos aqui
descritos, e comparando com o0s niveis totais de outra seqliéncia
conhecida por variar em tecido <canceroso, por exemplo, a
expressdo de p53, DCC, ras, FAP (ver, por exemplo, Fearon ER, et
al., Cell (1990) 61 (5): 759; Hamilton SR et al., Cancer (1993)
72: 957; Bodmer W, et al., Nat Genet. (1994) 4 (3): 217; Fearon
ER, Ann NY Acad Sci. (1995) 768: 101).

Por exemplo, o desenvolvimento do cancro do cdlon pode ser
detectado através da andlise do nivel de expressdo de um Jgene
correspondente a um polinucledtideo aqui descrito para os niveis
de oncogenes (por exemplo ras), ou de genes supressores tumorais

(por exemplo, FAP ou pb53). Assim, a expressédo de polinucledtideos
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marcadores especificos pode ser usada para distinguir entre os
tecidos de célon normal e cancerosos, para distinguir entre
cancros do cbélon com diferentes células de origem, para
distinguir entre cancros do célon com diferentes taxas de
potencial metastédticos, etc. Para uma revisdo dos marcadores de

cancro, ver, por exemplo, Hanahan et al. (2000) Cell 100: 57-70.

Tratamento do Cancro do Cdlon

A invencgdo prevé ainda métodos para reduzir o crescimento de
células de cancro do cdlon. Os métodos permitem diminuir a
expressdo de um gene que é diferencialmente expresso numa célula
de cancro do cdélon ou diminuir o nivel de e/ou diminuindo uma
actividade de um polipeptideo associado ao cancro do cdédlon. Em
geral, os métodos consistem de um contacto com células de cancro
do cbélon com uma substdncia que modula (1) a expressdo de um gene
que é expresso diferencialmente no cancro do cdbdélon ou (2) um
nivel de e/ou uma actividade de um polipeptideo associado ao
cancro do cdlon. "Reduzir o crescimento de células de cancro do
cdlon" inclui, mas ndo se limita a, reduzir a proliferacdo de
células de cancro do c¢cbélon e reduzir a incidéncia da
transformacdo de células cdédlon ndo-cancerosas em células do cdlon
cancerosas. Se uma reducdo do crescimento celular do cancro do
c6blon foil conseguida, pode ser facilmente determinado utilizando
qualgquer ensaio conhecido incluindo, mas ndo se limitando a:
incorporacdo de [“H]-timidina; contagem do niUmero de células
durante um periodo de tempo; deteccdo e/ou medicdo de um marcador
associado ao cancro do cédlon (por exemplo, CEA, CA 19-9, e LASA).

A presente invencdo fornece métodos para o tratamento do
cancro do cbdlon, geralmente compreendendo a administracdo, a um

individuo necessitado, de uma substdncia que reduz o crescimento
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celular do cancro do c¢délon, numa gquantidade suficiente para
reduzir o crescimento de células do cancro do cdélon e tratar o
cancro do cbdlon. Pode ser avaliado se uma substdncia, ou uma
quantidade especifica da substédncia, ¢é eficaz no tratamento do
cancro do cdlon usando qualguer um de uma série de testes para
diagnéstico conhecidos de cancro do cdlon, incluindo, mas ndo se
limitando a, sigmoidoscopia, protoscopia, exame rectal,
colonoscopia com bidépsia, estudos de contraste radiogréafico,
varrimentos CAT, angiografia e deteccdo de um marcador tumoral
associado com o cancro do c¢bdblon no sangue do individuo. A
substdncia pode ser administrada sistemicamente ou localmente.
Assim, em algumas modalidades, a substédncia ¢é administrada
localmente, e o crescimento do cancro do cdlon diminui no local
da administracdo. A administracdo local pode ser Util no
tratamento, por exemplo, de um tumor sdélido.

[0179] Uma substdncia que reduz o crescimento celular do cancro
do cdélon pode ser aplicada a uma célula de cancro do cbdlon.
Assim, em algumas modalidades, a invencdo proporciona um método
de aplicacdo a uma célula de cancro do cdlon, gque consiste na
administracdo de um complexo farmaco—-anticorpo a um individuo,
sendo o anticorpo especifico para polipeptideos associados ao
cancro do cdlon, e este farmaco reduzindo o crescimento celular
do cancro do célon, dos quais sdo conhecidos uma grande variedade
na especialidade. A aplicagdo dirigida pode ser obtida por
acoplamento (por exemplo, ligando, directamente ou através de uma
molécula de 1ligacdo, gquer covalente ou ndo-covalentemente, de
modo a formar um complexo farmaco-anticorpo) de um farmaco a um
anticorpo especifico para um polipeptideo associado ao cancro do

cdlon. Métodos de acoplamento de um farmaco a um anticorpo séo
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bem conhecidos na especialidade e nédo precisam de ser aqui

desenvolvidos.

Identificacdo de Alvos Terapéutico e Agentes Terapéuticos Anti-

Cancro

A presente invencéo, abrange também  os métodos de
identificacdo dos agentes que tenham a capacidade de modular a
actividade de um produto genético expresso diferencialmente, bem
como métodos para a identificacdo de um produto genético expresso
diferencialmente como um alvo terapéutico para o tratamento do

cancro, sobretudo cancro do cdlon.

Agentes Candidatos

A identificacdo de compostos que modulam a actividade de um
produto genético expresso diferencialmente pode ser realizada
usando qualguer uma de uma variedade de técnicas de rastreio de
fdrmacos. Esses agentes sdo candidatos ao desenvolvimento de
terapias do cancro. De particular interesse sdo o0s ensalos de
despistagem de agentes que possuem toxicidade toleravel para as
células humanas normais, ndo-cancerosas. Os testes de despistagem
da invencdo geralmente sdo baseados na capacidade do agente de
modular uma atividade de um produto genético expresso
diferencialmente e/ou no fendmeno de inibicdo ou supresséo
associado ao cancro (por exemplo, a proliferacdo celular,
formacdo de coldénias, detencdo do ciclo celular, metastase e
similares).

O termo "agente", como utilizado neste documento descreve
qualquer molécula, por exemplo, proteina ou fadrmaco, com a
capacidade de modular uma actividade bioldgica de um produto

genético de um gene diferencialmente expresso. Geralmente é
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realizada em paralelo uma pluralidade de misturas de ensaio com
diferentes concentracdes de agente para obter respostas
diferenciadas as diferentes concentracgdes. Tipicamente, uma
dessas concentracgdes serve como controle negativo, ou seja, a
concentracdo zero ou abaixo do nivel de deteccédo.

Os candidatos a agentes abrangem inUmeras categorias
quimicas, embora normalmente sejam moléculas orgdnicas, de
preferéncia, compostos orgédnicos pequenos com um peso molecular
de mais de 50 e menos de cerca de 2500 daltons. Os candidatos a
agentes consistem de grupos funcionais necessarios para a
interacgcdo com proteinas estruturais, particularmente por pontes
de hidrogénio, e tipicamente incluem pelo menos uma amina, grupo
carbonilo, hidroxilo ou carboxilo, de preferéncia, pelo menos
dois dos grupos funcionais gquimicos. Os candidatos a agentes
muitas vezes incluem estruturas ciclicas ou heterociclicas de
carbono e/ou policiclicos arométicos ou estruturas substituidas
com um ou mais dos referidos grupos funcionais. Os candidatos a
agentes também sdo encontrados entre as biomoléculas incluindo,
mas ndo limitados a: peptideos, sacarideos, acidos gordos,
esterdides, purinas, pirimidinas, derivados, andlogos estruturais
ou combinacdes dos mesmos.

Os candidatos a agentes sdo obtidos a partir de uma ampla
variedade de fontes, incluindo bibliotecas de compostos naturais
ou sintéticos. Por exemplo, inumeros meios estdo disponiveis para
a sintese aleatéria e dirigida de uma ampla variedade de
compostos orgdnicos e biomoléculas, incluindo a expressdo de
oligonucleotideos e oligopeptideos aleatdédrios. Alternativamente,
bibliotecas de compostos naturais, sob a forma de extractos de
bactérias, de fungos, de vegetais e de animais (incluindo os

extractos de tecido humano para identificar factores enddgenos
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que afectam produtos genéticos expressos diferencialmente) estédo
disponiveis ou séo facilmente produzidos. Adicionalmente,
bibliotecas e compostos produzidos de forma natural ou sintética
sdo facilmente modificados através de processos usando agentes
quimicos, fisicos e Dbioquimicos convencionais, e podem ser
utilizados para produzir bibliotecas combinatdérias. Agentes
farmacoldégicos conhecidos podem ser submetidos a modificacdes
quimicas dirigidas ou aleatérias, tais como acilacédo, algquilacéo,
esterificacéo, amidificacéo, etc. para produzir anadlogos
estruturais.

Exemplos de candidatos a agentes de particular interesse
incluem, mas ndo se limitam a, polinucledétidos antisense e
anticorpos, receptores sollveis, e similares. Anticorpos e
receptores soluveis sdo de especial interesse como candidatos a
agentes onde os produtos genéticos expressos diferencialmente
pretendidos sédo segregados ou acessiveis na superficie de células
(por exemplo, receptores e outra molécula associados de modo

estavel com a membrana celular exterior.

Rastreio dos candidatos a agentes

Os ensaios de rastreio podem ser baseados em qualquer de uma
variedade de técnicas facilmente disponiveis e conhecidas para os
especialistas na area. Em geral, os ensaios de rastreio envolvem
o contacto de uma célula cancerosa (de preferéncia uma célula
cancerosa do cdlon) com um agente candidato, e avaliando o efeito
sobre a actividade biocldgica de um produto genético expresso
diferencialmente. O efeito sobre uma actividade bioldgica pode
ser detectado através, por exemplo, da deteccdo da expressdo de
um produto genético de um gene expresso diferencialmente (por

exemplo, uma diminuicdo de mRNA ou nos niveis de polipeptideo
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iria, por sua vez, causar uma diminuicdo da actividade bioldégica
do produto genético). Em alternativa ou em complemento, o efeito
do agente candidato pode ser avaliado examinando os efeitos dos
candidatos a agente numa andlise funcional. Por exemplo, gquando o
produto genético expresso diferencialmente é uma enzima, entdo o
efeito sobre a actividade bioldgica pode ser avaliado através da
deteccdo do nivel de actividade enzimdtica associada ao produto
genético expresso diferencialmente. A andlise funcional sera
seleccionada de acordo com o produto genético expresso
diferencialmente. Em geral, quando e} gene expresso
diferencialmente é aumentado em expressdo numa célula cancerosa,
os agentes de interesse sdo agqueles que provocam a diminuicdo da
actividade do produto genético diferencialmente expresso.

Os ensaios descritos abaixo podem ser facilmente adaptados
em modalidades de ensaios de rastreio da invencdo. Exemplos de
ensaios Uteis em termos de despistagem de candidatos a agentes,
incluem, mas ndo se limitam a, ensaios a base de hibridizacédo
(por exemplo, o uso de sondas de acidos nucleicos ou iniciadores
para avaliar os niveis de expressdo), com ensaios de anticorpos
(por exemplo, para avaliar os niveis de produtos genéticos
polipeptidicos), ensaios de ligacdo (por exemplo, para detectar a
interaccdo de um candidato a agente com um polipeptideo expresso
diferencialmente, podendo estes ensaios ser ensaios competitivos
onde um ligando natural ou sintético do polipeptideo estéa
disponivel), e similares. Exemplos adicionais de testes incluem,
mas ndo estdo limitados a, testes de proliferacdo celular, testes
de antisense de eliminacdo, testes para detectar a inibicdo do
ciclo celular, testes de inducdo de morte celular/apoptose, e

afins. Geralmente esses ensaios sdo realizados in vitro, mas
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muitos ensaios podem ser adaptados para anédlises in vivo, por

exemplo, num modelo animal do cancro.

Identificacdo dos alvos terapéuticos

Noutra modalidade, a invencdo contempla a identificacdo de
genes expressos diferencialmente e dos produtos genéticos como
alvos terapéuticos. Em alguns aspectos, este é o inverso dos
ensaios acima descritos para a identificacdo dos agentes com
actividade na modulacdo (por exemplo, diminuindo ou aumentando)
da actividade de um produto genético diferencialmente expresso.

Nesta modalidade, os alvos terapéuticos sdo identificados
através da andlise dos efeitos de um agente gque podem ser
demonstrados ou tenham sido demonstrados a modular um fendtipo
canceroso (por exemplo, repressdo de inibidor ou evitar o
desenvolvimento de um fendtipo canceroso). Esses agentes sédo
geralmente mencionados neste documento como um "agente anti-
cancerigeno", gque englobam agentes quimioterapicos. Por exemplo,
o0 agente pode ser um oligonucledétido antisense que é especifico
para uma determinada transcricdo genética. Por exemplo, o0
oligonucledétido antisense pode ter uma sequéncia gue corresponde
a uma sequéncia de um gene diferencialmente expresso aqui
descrito, por exemplo, uma sequéncia de uma dos SEQ ID NO : 1.

Os ensaios para a identificacdo de alvos terapéuticos podem
ser realizados através de uma variedade de formas usando métodos
que sdo bem conhecidos dos especialistas no ramo. Por exemplo, um
teste de células cancerosas gue expressa oOU sobre-expressa um
gene expresso diferencialmente é posto em contacto com um agente
anti-cancerigeno, sendo o efeito sobre um fendtipo canceroso e
sobre a actividade Dbioldégica do produto genético candidato

avaliado. A actividade bioldégica dos produtos genéticos
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candidatos pode ser analisada examinando, por exemplo, a
modulacdo da expressdo de um gene que codifica o produto genético
candidato (por exemplo, como é detectado, por exemplo, um aumento
ou uma diminuicdo nos niveis de transcricdo ou nos niveis de
polipeptideo), ou a modulacdo de uma actividade enzimdtica ou
outra do produto genético. O fendtipo cancerigeno pode ser, por
exemplo, a proliferacdo celular, a perda de inibicdo de contacto
do crescimento (por exemplo, formacdo de coldnias), o crescimento
tumoral (in vitro ou in vivo) e similares. Em alternativa ou em
complemento, o efeito de modulacdo de uma actividade bioldgica do
gene alvo candidato, apds a morte celular/apoptose ou a regulacdo
ciclo celular, podem ser avaliados.

A inibicdo ou supressdo de um fendtipo canceroso, ou um
aumento na morte celular/apoptose, como resultado da modulacdo da
actividade bioldgica de um produto genético candidato, indica que
o produto genético candidato é alvo adequado para a terapia do
cancro. Os ensaios descritos abaixo podem ser facilmente
adaptados para ensaios para a identificacéo de alvos
terapéuticos. Geralmente esses ensaios sdo realizados in vitro,
mas muitos ensaios podem ser adaptados para andlises in vivo, por
exemplo, num modelo animal de cancro adequado e acelte na

especialidade.

Identificacdo dos Peptideos Analogos e Antagonistas

Polipeptideos codificados pelos genes expressos
diferencialmente, identificados neste documento, podem ser usados
para rastrear bibliotecas de peptideos para identificar parceiros
para ligacéo, como receptores, de entre o0s ©polipeptideos

codificados. As bibliotecas de peptideos podem ser sintetizadas
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de acordo com métodos conhecidos na especialidade (ver, por
exemplo, USPN 5010175, e WO 91/17823).

Os agonistas ou antagonistas dos polipeptideos da invencéo
podem ser rastreados usando qualgquer método disponivel conhecido
na especialidade, como sinal de transducdo, ligacdo a anticorpos,
ligacdo a receptores, ensaios mitogénicos, ensaios quimiotéxicos,
etc. As condigdes 1deais do ensaio devem ser semelhantes as
condicdes sob as quais a actividade nativa é exibida in vivo, ou
seja, nas condicgdes do pH, temperatura e forca iénica
fisiolégicas. Agonistas ou antagonistas adequados irdo apresentar
forte inibicdo ou reforco da actividade nativa em concentracdes
que ndo causam efeitos colaterais téxicos no individuo. Agonistas
ou antagonistas que concorrem para a ligacdo dos polipeptideos
nativos podem exigir concentracdes que sejam iguais ou superiores
a concentracdo nativa, ao mesmo tempo gue inibidores capazes de
ligar irreversivelmente o polipeptideo podem ser adicionados em
concentracdes da ordem da concentracdo nativa.

Essa triagem e experimentacdo pode levar a identificacdo de
um parceiro de ligacdo do polipeptideo, como um receptor,
codificado por um gene ou um cDNA correspondente a um
polinucleotideo aqui descrito, e, pelo menos, um peptideo
agonista ou antagonista do parceiro de ligacdo. Tais agonistas e
antagonistas podem ser usados para modular, incrementar ou inibir
a funcdo de receptor nas células para as guais o receptor é
nativo, ou em células gque possuem o receptor como resultado da
engenharia genética. Além disso, se o receptor partilha
caracteristicas Dbiologicamente importantes com um receptor
conhecido, informacdes sobre as ligacdes do agonista/ antagonista
podem  facilitar o desenvolvimento de melhores agonistas/

antagonistas do receptor conhecido.

90



Composicdes Farmacéuticas e Usos Terapéuticos

As composicdes Farmacéuticas da invencdo podem incluir
polipeptideos, anticorpos, ou polinucledétidos (incluindo
nucleotideos antisense e ribozimas) da invencdo reivindicada numa
quantidade terapeuticamente eficaz. 0 termo "quantidade
terapeuticamente eficaz ", como é usado neste documento, refere-
se a uma gquantidade de um agente terapéutico adequada para
tratamento, melhoria, ou para impedir uma doenca ou condicdo de
interesse, ou para exibir um efeito terapéutico ou preventivo
detectavel. O efeito pode ser detectado através de, por exemplo,
marcadores guimicos ou niveis de antigénio. Efeitos terapéuticos
incluem também a reducdo de sintomas fisicos, tais como a
diminuicdo da temperatura corporal. A quantidade eficaz exacta
para um individuo vai depender da dimensdo e da saude do
individuo, da natureza e extensdo do estado de doenca, e da
terapéutica ou da combinacdo de terapias seleccionados para serem
administradas. Assim, ndo ¢é util especificar a priori uma
quantidade exacta eficaz. No entanto, a quantidade eficaz para
uma dada situacdo é determinada por experimentacdo de rotina e
pertence ao é&dmbito do Julgamento do médico. Para efeitos da
presente invencdo, uma dose eficaz terd geralmente a partir de
cerca de 0,01 mg/kg até 50 mg/kg ou 0,05 mg/kg até cerca de 10
mg/kg dos contructos de DNA no individuo a que é administrada.

A composicgédo farmacéutica também pode conter um
transportador farmaceuticamente aceitdvel. O termo "transportador
farmaceuticamente aceitavel" refere-se a um transportador para a
administracdo de um agente terapéutico, como sejam anticorpos ou
um polipeptideo, genes, e de outros agentes terapéuticos. O termo
refere-se a qualquer transportador farmacéutico que ndo possa

induzir por si mesmo a producdo de anticorpos prejudiciais para o
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individuo que recebe a composicdo, e que pode ser administrado
sem toxicidade. Os transportadores adequados podem ser
macromoléculas grandes, metabolizadas lentamente como as
proteinas, os polissacarideos, os acidos poliléacticos, os acidos
poliglicélicos, os aminocdcidos poliméricos, os copolimeros de
aminoacidos, e particulas de virus inativos. Esses
transportadores sdo bem conhecidos dos especialistas no ramo.
Transportadores farmaceuticamente aceitéveis em composigdes
terapéuticas podem incluir 1liquidos como a 4agua, O SOro
fisioldégico, o glicerol e o etanol. Substdncias auxiliares, tais
como agentes humidificantes ou emulsionantes, substéncias tampdo
de pH e similares podem também estar presentes nesses veiculos.
Normalmente, as composicdes terapéuticas sdo preparadas como
injectéaveis, quer como solugdes ligquidas ou suspensdes; Também
podem ser preparadas formas sélidas adequadas para preparar a
solucdo liquida, ou a suspensdo liquida, antes da injeccdo. Os
lipossomas estdo incluidos na definigcdo de um transportador
farmaceuticamente aceitdvel. Sais farmaceuticamente aceitéaveis
também podem estar presentes na composicdo dos produtos
farmacéuticos, por exemplo, sais minerais Aacidos, tais como
hidrocloretos, hidrobrometos, fosfatos, sulfatos e afins; e os
sals de 4cidos orgédnicos, tais como acetatos, propionatos,
malonatos, benzoatos e afins. Uma discussdo aprofundada de
excipientes farmaceuticamente aceitdveis estd disponivel na
Remington’s Pharmaceutical Sciences (Mack Pub. Co., N.J. 1991).

Métodos de administracdo. Uma vez formuladas, as composicdes

da invencédo podem ser (1) administradas directamente ao individuo
(por exemplo, como polinucleotidicas ou polipeptideos); ou (2)
fornecidas ex vivo, para células derivadas do individuo (por

exemplo, como na terapia genética ex vivo). A administracdo
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directa das composicdes serd em geral conseguida por injecédo
parenteral, por exemplo, por via subcutédnea, intraperitoneal,
intravenosa ou intramuscular, intratumoral ou para o espaco 1
ntersticial de um tecido. Outros modos de administracdo incluem a
admistracédo oral e pulmonar, supositérios, e aplicacdes
transdérmicas, agulhas, e hiposprays (injectores sem agulha) ou
pistolas de genes. A dosagem do tratamento pode ser através de
uma dose Unica ou ser agendado um calenddrio de doses multiplas.
[0199] Os métodos ex vivo para o fornecimento e reimplante das
células transformadas num individuo sdo conhecidos na
especialidade, e descritos, por exemplo, em International
Publication No. 93/14778 WO. Exemplos de células uUteis em
aplicacdes ex vivo incluem, por exemplo, as células estaminais,
nomeadamente as hematopoéticas, as células linfaticas, oS
macréfagos, as células dendriticas ou as células tumorais.
Geralmente, a administracdo dos &cidos nucleicos para ambas as
aplicacdes ex vivo e in vitro pode ser conseguida através de, por
exemplo, transfeccdo mediada por dextrano, precipitacdo de
fosfato de céalcio, transfeccdo mediada por polibreno, por fuséo
protopléstica, por eletroporacédo, por encapsulamento do(s)
polinucleotideo(s) em lipossomas, e por microinjeccdo directo de
DNA em nlUcleos, que sdo bem conhecidos dos especialistas.

Quando um gene correspondente a um polinucleotideo da
invencdo se correlaciona com uma disfuncdo proliferativa, como
neoplasia, displasia, e Thiperplasia, a disfuncdo pode ser
passivel de tratamento por administracdo de um agente terapéutico
baseado nos polinucleotideos fornecidos, polipeptideo
correspondente ou outra molécula correspondente (p. ex.,

antisense, ribozima, etc.).
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A dose e o) meio de administracédo das composicdes
farmacéuticas inovadores sdo determinados com base nas qualidades
especificas da composicédo terapéutica, na condicédo, idade, e peso
do paciente, a evolucgdo da doenca, e outros factores relevantes.
Por exemplo, a administracédo de composicdes de agentes
polinucleotidicos terapéuticos da invencdo inclui a administracéo
local ou sistémica, incluindo injeccdo, administracdo oral,
pistola de particulas ou administracdo por catéter, e
administracdo toépica. De preferéncia, a composicdo terapéutica
polinucleotidica contém um constructo de expressdo contendo um
promotor operacionalmente ligado a um polinucleotideo de, pelo
menos, 12, 22, 25, 30, or 35 nt consecutivos do polinucleotideo
aqui referido.

Podem ser usados vVvarios métodos para administrar a
composicdo terapéutica directamente num local especifico do
corpo. Por exemplo, uma pequena lesdo metastadtica é localizada e
a composicdo terapéutica injectada varias vezes em varios locais
diferentes no seio do tumor. Alternativamente, identifica-se as
artérias que irrigam o tumor, e a composicdo terapéutica é
injectada nessas artérias, de modo a enviar a composicédo
directamente para o tumor. Um tumor que tenha um centro necrdtico
é aspirado e a composicdo injectada directamente no agora vazio
centro do tumor. A composicédo antisense é directamente
administrada na superficie do tumor, por exemplo, por aplicacédo
toépica da composicdo. Recorre-se a imagiologia de raios-X como
método de auxilio em alguns dos métodos de administracdo acima
descritos.

Também se pode recorrer a aplicacdo orientada mediada pelo
receptor das composicdes terapéuticas contendo polinucleotideo

antisense, ©polinucleotideos subgendémicos, ou anticoprpos em
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tecidos especificos. As técnicas de aplicacdo orientada mediada
prelo receptor de DNA encontram-se descritas em, por exemplo,
Findeis et al., Trends Biotechnol. (1993) 11:202; Chiou et al.,
Gene Therapeutics: Methods And Applications Of Direct Gene
Transfer (J.A. Wolff, ed.) (1994); Wu et al., J. Biol. Chemn.
(1988) 263:621; Wu et al., J. Biol. Chem. (199%4) 269:542; Zenke
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) (1990) 87:3655; Wu et al.,
J. Biol. Chem. (1991) 266:338. As composicdes terapéuticas
contendo um polinucleotideo sdo administradas numa gama de cerca
de 100 ng a cerca de 200 mg de DNA na administracdo local num
protocolo de terapia genética. Podem ainda usar-se gamas de
concentracdo de cerca de 500 ng a cerca de 50 mg, cerca de 1 pg a
cerca de 2 mg, cerca de 5 pg a cerca de 500 pg, e cerca de 20 ug
a cerca de 100 npg de DNA num protocolo de terapia genética.
Factores como o método de accdo (p. ex., para aumentar or inibir
niveis do produto genético codificado) e a eficacia de
transformacdo e expressdo sdo consideracdes que irdo afectar a
dosagem requerida para uma total eficdcia dos polinucleotideos
antisense subgendmicos. Quando se pretende uma maior expressédo
numa a&rea maior de tecido, pode ser necessario utilizar maiores
quantidades de polinucleotideos antisense subgendémicos ou as
mesmas quantidades readministradas num protocolo de
administracdes sucessivas, ou varias administracdess em porcdes
de tecido prdoximas ou adjacentes, por exemplo, um local do tumor,
para se obter um resultado terapéutico positivo. Em todos os
casos, experiéncias de rotina em testes clinicos irdo determinar
as gamas especificas para a optimizacdo do efeito terapéutico.
Para genes relacionados com polinucleotideos que codificam

polipeptideos ou proteinas com actividade anti-inflamatéria, a
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utilizagcdo apropriada, doses, e administracdo encontram-se
descritas na USPN 5,654,173.

Os polinucleotideos e polipeptideos terapéuticos da presente
invencdo podem ser administrados por recurso a veiculo de entrega
de genes. O veiculo de entrega de genes pode ser de origem viral
ou ndo (ver geralmente, Jolly, Cancer Gene Therapy (1994) 1:51;
Kimura, Human Gene Therapy (1994) 5:845; Connelly, Human Gene
Therapy (1995) 1:185; and Kaplitt, Nature Genetics (1994) 6:148).
A expressdo de tais sequéncias codificadoras pode ser induzida
por recurso a promotores enddgenos de mamiferos ou heterdlogos. A
expressdo da sequéncia codificadora pode ser constitutiva ou
regulada.

Vectores de base viral para administracéo de um
polinucleotideo desejado e expressdo numa célula desejada sdo bem
conhecidos na especialidade. Exemplos de veiculos de base viral
incluem, mas ndo se limitam a retrovirus recombinantes (ver, p.
ex., WO 90/07936; WO 94/03622; WO 93/25698; WO 93/25234; USPN 5,
219,740; WO 93/11230; WO 93/10218; USPN 4,777,127; Patente na
Grad-Bretanha No. 2,200,651; EP O 345 242; e WO 91/02805),
vectores baseado em alfavirus (p. ex., vectores do virus de
Sindbis, virus da floresta de Semliki (ATCC VR-67; ATCC VR-1247),
virus de Ross River (ATCC VR-373; ATCC VR-1246) e virus da
encefalite equina Venezuelana (ATCC VR-923; ATCC VR-1250; ATCC VR
1249; ATCC VR-532), e vectores de virus adeno-associados (RAAV)
(ver, p. ex., WO 94/12649, WO 93/03769; WO 93/19191; WO 94/28938;
WO 95/11984 and WO 95/00655). Também se pode empregar a
administracdo de DNA ligado a adenovirus mortos, tal como
descrito em Curiel, Hum. Gene Ther. (1992) 3:147.

[0206] Também podem ser empregues veiculos e métodos ndo virais

de distribuicdo, incluindo, mas nao se limitando a DNA
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policatiénico condensado ligado ou ndo a adenovirus mortos (ver,
p. ex., Curiel, Hum. Gene Ther. (1992) 3:147); DNA ligado a
ligandos (ver, p. ex., Wu, J Biol. Chem. (1989) 264:16985);
células veiculo de distribuicdo de células eucaridéticas (ver, p.
ex., USPN 5,814,482; WO 95/07994; WO 96/17072; WO 95/30763; e WO
97/42338) e neutralizacdo de carga nucleica ou fusdo com
membranas celulares. Também se pode empregar DNA desprotegido.
Exemplos de métodos de introducdo de DNA desprotegido estédo
descritos na WO 90/11092 e USPN 5,580,859. Lipossomas que podem
actuar como veiculos de distribuicdo de genes estdo descritos na
USPN 5,422,120; WO 95/13796; WO 94/23697; WO 91/14445; e EP
0524968. Abordagens adicionais estdo descritas em Philip, Mol.
Cell Biol. (1994) 14:2411, e em Woffendin, Proc. Natl. Acad. Sci.
(1994) 91:1581.

Outros métodos de administracdo ndo viral adequados incluem
sistemas de distribuic¢do mecdnica tais como as abordagens
descritas em Woffendin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1994)
91 (24):11581. A sequéncia codificadora e o produto de expressdo
da mesma podem ainda ser administrados através da deposicdo de
hidrogeis fotopolimerizados ou por utilizacdo de radiacéo
ionizante (ver, p. ex., USPN 5,206,152 e WO 92/11033). Outro
método conventional de distribuicdo de genes gque pode ser usado
para administracdo da sequéncia codificadora inclui, por exemplo,
utilizacdo de uma pistola de particulas de transferéncia de genes
manual (ver, p. ex., USPN 5,149,655); wutilizacdo de radiacédo
ionizante para activar o gene transferido (ver, p. ex., USPN
5,206,152 e WO 92/11033).

A presente invencdo serd agora ilustrada por referéncia aos
seguintes exemplos os quais constituem modalidades

particularmente vantajosas. Contudo, deve ser notado gue essas

97



modalidades sdo illustrativas e ndo devem ser entendidas como

limitativas da invencdo de qualquer modo.

EXEMPLOS

Os seguintes exemplos sdo apresentados principalmente com o
objectivo de ilustracdo. Serd evidente para os especialistas que
as formulacdes, dosagens, métodos de administracdo, e outros
pardmetros desta invencdo podem ser modificados ou substituidos

de varias maneiras sem se sair do espirito e dmbito da invencédo.

Exemplo 1: Fontes de Materiais Bioldgicos e Panorémica de

Polinucleotideos Expressos pelos Materiais Bioldgicos

De forma a identificar genes que sdo expressos
diferencialmente no cancro do cbdélon, prepararam-se bibliotecas de
cDNA a partir de véarias linhagens celulares diferentes e fontes
de tecido. A Tabela 1 fornece um sumdrio dessas bibliotecas,
incluindo o diminutivo do nome da biblioteca (usado daqui em
diante), a fonte de mRNA usado para preparar a biblioteca de
¢DNA, a "alcunha" da biblioteca que é usada nas tabelas abaixo
(entreaspas), e o numero clones aproximado na biblioteca. As
bibliotecas de cDNA foram preparadas de acordo com métodos bem
conhecidos na especialidade, e as sequéncias das 1insercgdes de

cDNA foram determinadas utilizando métodos bem conhecidos.
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Tabela 1. Descricdo de Bibliotecas de cDNA

Biblioteca Descricédo Numero de Clones

1 Linhagem celular Kml2 L4 do Cbdlon Humano: Elevado | 308731
Potencial MetastAtico (derivada da Kml2C)

2 Linhagem celular Kml2C do Cdélon Humano: Baixo 284771
Potencial Metastatico

3 Linhagem celular MDA-MB-231 do Cancro Humano da | 326937
Mama: FElevado Potencial Metastatico; micromets no
pulméo.

4 Linhagem celular MCF7 do Cancro Humano da Mama: | 318979
Ndo Metastatico

8 Linhagem celular MV-522 do Cancro do Humano | 223620
Pulmido: Elevado Potencial Metastatico

9 Linhagem celular UCP-3 do Cancro do Humano Pulm&o: | 312503
Baixo Potencial Metastatico

12 Células microvasculares endoteliais humanas (HMEC) | 41938
- NAO TRATADAS (biblioteca de cDNA PCR (01ligodT))

13 Células microvasculares endoteliais humanas (HMEC) | 42100
- TRATADAS com bFGF (biblioteca de c¢DNA PCR
(0ligodT))

14 Células microvasculares endoteliais humanas (HMEC) 42825
- TRATADAS com VEGF (biblioteca de c¢DNA PCR
(01igodT) )

15 Codlon Normal - Paciente UC#2 (biblioteca de PCR | 282718
cDNA MICRODISSECADO (0ligodT))

16 Tumor do Cdlon - Paciente UC#2 (biblioteca de PCR | 298829
cDNA MICRODISSECADO (0ligodT))

17 Metadstase no Figado do Tumor do Cdlon do Paciente | 303462
UC#2 (biblioteca de PCR cDNA  MICRODISSECADO
(0ligodT))

18 Cbdlon Normal - Paciente UC#3 (biblioteca de PCR | 36216
cDNA MICRODISSECADO (0ligodT))

19 Tumor do Cdlon - Paciente UC#3 (biblioteca de PCR | 41388
cDNA MICRODISSECADO (0ligodT))

20 Metastase no Figado do Tumor do Cdlon do Paciente | 30956
Uc#3 (biblioteca de PCR cDNA  MICRODISSECADO
(0ligodT))

21 Células GRRpz obtidas de epitélio da probstata | 164801
normal

22 Células WOca obtidas do epitélio de um cancro da | 162088
prostata de Grau 4 de Gleason

23 Epitélio Normal do Pulm&o do Paciente #1006 [ 309349
(biblioteca de PCR c¢DNA MICRODISSECADO (0OligodT))

24 Tumor Primario, Carcinoma das Células Grandes do | 309349
Paciente #1006 (oiblioteca de PCR cDNA
MICRODISSECADO (0OligodT))

25 Epitélio Normal da Prdéstata do Paciente IF97-26811 279437

26 Epitélio do Cancro da Probéstata Gleason 343 [ 269366
Paciente IF97-26811

.

A linhagem celular KM12L4 é obtida da linhagem celular KM12C

(Morikawa,

et al, Cancer Research (1988) 48:6863). A linhagem
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celular KM12C, que é fracamente metastdtica (pouco metastéatica)
foi estabelecida em cultura a partir de um espécime cirlrgico de
estadio B2 de Dukes (Morikawa et al. Cancer Res. (1988) 48:6863).
A KML4-A é uma sublinhagem altamente metastdtica obtida da KM12C
(Yeatman et al. Nucl. Acids Res. (1995) 23:4007; Bao-Ling et al.
Proc. Annu. Meet. Am. Assoc. Cancer Res. (1995) 21:3269). As
linhagens celulares (KM12C e obtidas da KM12C p. ex., EKM121L4,
KM12L4-A, etc.) sdo reconhecidas na especialidade como modelo de
linhagem celular no estudo do cancro do célon (ver, p. ex.,
Moriakawa et al., supra; Radinsky et al. Clin. Cancer Res. (1995)
1:19; Yeatman et al., (1995) supra; Yeatman et al. Clin. Exp.
Metastasis (1996) 14:246).

A linhagem celular MDA-MB-231 foi originalmente isolada de
effusdes pleurais (Cailleau, J. Natl. Cancer. Inst. (1974)
53:661), & de alto potencial metastdtico, e forma adenocarcinomas
pouco diferenciados de grau II em ratos carecas consistentes com
carcinoma da mama. A linhagem celular MCF7 foi obtida de uma
effusdo pleural de um adenocarcinoma da mama e ndo é metastatica.
Estas linhagens celulares sdo reconhecidas na especialidade como
modelos para o estudo dos cancros humanos da mama e do pulmédo
(ver, p. ex., Chandrasekaran et al., Cancer Res. (1979) 39:870;
Gastpar et al., J Med Chem (1998) 41:4965; Ranson et al., Br J
Cancer (1998) 77:1586; Kuang et al., Nucleic Acid Res (1998)
26:1116. As amostras de bibliotecas 15-20 sdo obtidas de dois
pacientes diferentes (UC#2 e UC#3). As linhagens celulares GRRpz
e WOca foram fornecidas pela Dr. Donna M. Peehl, Departamento de
Medicina, Stanford University School of Medicine. A GRRpz foi
obtida do epitélio normal da prdéstata. A linhagem celular WOca é

uma linhagem celular de Grau 4 de Gleason.
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Cada uma das bibliotecas ¢é composta por uma coleccdo de
clones de cDNA que por sua vez sd0 representativos dos mRNAs
expressos na fonte de mRNA indicada. De forma a facilitar a
andlise dos milhées de sequéncias em cada Dbiblioteca, as
sequéncias foram atribuidas a clusters. O conceito de "cluster de
clones" ¢é obtido a partir da escolha/agrupamento de clones de
cDNA baseada no seu padrdo de hibridacdo com um painel de sondas

de oligonucleotideos de aproximadamente 300 7bp (ver Drmanac et

al., Genomics (1996) 37(1):29). Clones aleatdrios de c¢DNA de uma
biblioteca de tecidos sdo hibridados em condicgdes de
restringéncia moderada com 300 T7bp oligonucleotideos. Cada

oligonucleotideo tem alguma hibridacdo especifica com um clone
especifico. A combinacdo de 300 dessas medidas de hibridacdo para
300 sondas d& a "assinatura de hibridacdo"™ para um clone
especifico. Clones com sequéncias semelhantes terdo assinaturas
de hibridacédo semelhantes. Ao desenvolver um algoritmo
escolha/agrupamento para analisar essas assinaturas, grupos de
clones numa biblioteca podem ser identificados e agrupados
computacionalmente. Esses grupos de clones sdo designados por
"clusters".

Dependendo da restringéncia da seleccdo do algoritmo
(semelhante a &restringéncia da hibridacdo no protocolo de
rastreio de uma biblioteca de c¢DNA cléassica), a "pureza" de cada
cluster pode ser contrololada. Por exemplo, artefactos de
clustering podem ocorrer no clustering computacional tal como
artefactos podem ocorrer num rastreio em "wet-lab" de uma
biblioteca de cDNA com fragmentos de cDNA com 400 bp, até a mais
elevada restringéncia. A restringéncia agui utilizada na
implementacdo de clusters fornece grupos de clones gue séo

geralmente do mesmo cDNA ou de c¢DNAs proximamente relacionados.
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Clones proximamente relacionados podem ser um resultado de clones
de diferentes tamanhos do mesmo c¢DNA, proximamente relacionados
clones de familias de gene muito relacionadas, ou variantes de
juncdo do mesmo cDNA.

A expressdo diferencial para um cluster seleccionado foi
conseguida determinando o numero de clones de c¢DNA correspondente
ao cluster seleccionado na primeira biblioteca (Clones na
primeira), e determinando e} nuimero de clones de cDNA
correspondente ao cluster seleccionado na segunda biblioteca
(Clones na segunda). A expressdo diferencial do cluster
seleccionado na primeira biblioteca, relativamente a segunda
biblioteca, é expressa como a "razdo" de percentagem de expressédo
entre as duas bibliotecas. Geralmente, a "razdo" ¢é determinada
por: 1) calculo da percentagem de expressdo do cluster
seleccionado na primeira biblioteca por divisdo do nUmero de
clones correspondente a um cluster seleccionado na primeira
biblioteca pelo numero total de clones analisado da primeira
biblioteca; 2) célculo da percentagem de expressdo do cluster
seleccionado na segunda biblioteca por divisdo do numero de
clones correspondente a um cluster seleccionado na segunda
biblioteca pelo numero total de clones analisados da segunda
biblioteca; 3) divisdo da percentagem de expressdo calculada da
primeira biblioteca pela percentagem de expressdo calculada da
segunda biblioteca. Se o "numero de clones™ correspondente ao
cluster seleccionado numa biblioteca é zero, o valor é ajustado a
1 para ajudar o calculo. A férmula utilizada no cédlculo da razéo
entra em consideracdo com a "profundidade"™ de cada uma das
bibliotecas em comparacdo, 1i.e., o numero total de clones

analisado em cada biblioteca.

102



Como resultado desta comparacdo de Dbibliotecas, foram
identificados 17 polinucleotideos, listados como SEQ ID NOS: 1,
3, 5, 7, 9, 11-13, 15, 16,18, 20, 22, 24, 26, 27 e 29 na Lista de
Sequéncias anexa e sumariados na Tabela 2, como correspondentes a
genes expressos diferencialmente em tecidos de pacientes de
cancro do cdlon. A Tabela 2 fornece: 1) o numero de identificacéo
da seqguéncia ("SEQ ID NO do polinucleotideo"™) atribuido a cada
sequéncia para uso na presente especificacdo; 2) o nlUmero de
identificacédo do cluster ("CLUSTER") ; 3) o) numero de
Identificacdo do Candidato; 4) o nUmero CHIR (que serve de
referéncia cruzada do oligos antisense discutidos abaixo), com,
por exemplo CHIR7 tendo correspondéncia com os oligos CHIR7-2AS
(antisense) e CHIR7-RC (controlo reverso); 5) o nome da sequéncia
("SEQ NOME") usado como identificador interno da sequéncia; 6) o
nome atribuido ao clone do gqual as sequéncias foram isoladas
("CLONE ID"); 7) o primeiro nucleotideo dos coddes de iniciacdo e
de término de Jjanelas de leitura aberta identificadas ("ORF de
iniciacdo"™ e "ORF de término");; e 8) o numero de identificacéo
da sequéncia ("SEQ ID NO do polipeptideo codificado™) atribuido
ao polipeptideo codificado, quando apropriado. Porque os
polinucleotideos fornecidos representam transcricdes parciais de
mRNA, dois ou mais polinucleotideos da invencdo podem representar
diferentes regides da mesma transcrigdo de mRNA e o mesmo gene.
Assim, se duas ou mails sequéncias sdo identificadas como
pertencentes ao mesmo clone, qualquer dessas sequéncias pode ser

usada para obter o mRNA ou gene completo.
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Tabela 2.

Identificagdo e Caracterizacdo de Sequéncias Polinucleotidicas

ID do ORF SEQ ID NO
SEQ ID NO CLUSTER Candida CHIR NOME SEQ start stop do polipeptideo
to codificado

1 719 196 CHIR-7 SK1 21 396 2
3 9083 181 CHIR-8 SK2 219 693 4
5 115762 188 CHIR-16 SK5 5 1760 6
7 1665 195 CHIR-9 1665 78 642 8

longo
9 1665 195 CHIR-9 1665 79 232 10

curto
11 2334 SK8

parcial
12 2334 SK8

completo
13 3376 118 CHIR-11 SK19 79 376 14
15 376130 Junc? 181, 361,

363, 542,
731 911

16 402380 202 CHIR-33 | XD4 16 538 17
18 726682 198 CHIR-43 | XD1 2 551 19
20 552930 174 CHIR-42 | XD7 240 585 21
22 454001 161 CHIR-29 | XD10 53 1700 23
24 378805 163 CHIR-31 | XD11 10 400 25
26 374641 160 CHIR-32 374641 33, 420 | 183,

longo 615

(Juncd)
27 374641 160 CHIR-32 374641 324 519 28

curto

(XD6)
29 374641 160 CHIR-32 374641 40, 388 | 190,

electrod- 583

nico

A Tabela 3 sumariza os polinucleotideos gue correspondem a

genes eXpressos

diferencialmente em tecido do c¢cbélon de um unico

paciente.
Tabela 3
SEQ CLUSTER | Clones Clones Clones Tumorais/Normais | Alto Alto Met/
ID (Bibl (Bibl (Bibl (Bibl 15/Bibl Met/Normal | Tumorais
NO 15) 16) 17) 16) (Bibl (Bibl17/Bibllé6)
Normais | Tumorais | Alto 17/Bibl
Met 15)
1 719 0 20 27 20 27 1
3 9083 0 10 14 10 14 1
5 115662 0 6 7 [ 7 1
7 1665 4 14 20 3.5 5 1
12 2334 0 6 1 6 1 0
13 3376 3 20 19 7 [ 1
15 376130 0 9 15 9 15 2
16 402380 0 15 2 15 2 0
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(continuacdo)

18 726682 0 52 0 52 0 0
20 552930 1 14 2 14 2 0
22 454001 0 8 13 8 13 2
26 378805 1 12 12 12 12 1

374641 9 47 129 5 14 3

Exemplo 2: Andlise e Caracterizagdo dos Polinucleotideos da

Invencdo

Varios dos polinucleotideos fornecidos contém uma ou mais
janelas de leitura aberta (ORFs) putativas que codificam um
produto genético. Os locais de iniciacdo e de término para essas
ORFs encontram-se listados na Tabela 2.

SEQ ID NO:15 contém trés ORFs. A primeira ORF compreende do
nucleotideo 181 ao nucleotideo 361. A segunda ORF compreende do
nucleotideo 363 ao nucleotideo 542. A terceira ORF compreende do
nucleotideo 731 ao nucleotideo 911.

SEQ ID NO:26 contém wuma sequéncia de insercdo de 39
nucleotideos (do nucleotideo 269 ao nucleotideo 307) e duas ORFs.
A primeira ORF compreende do nucleotideo 33 ao nucleotideo 183. A
segunda ORF compreende do nucleotideo 420 ao nucleotideo 615.

SEQ ID NO:29 é uma sequéncia electrdénica de acordo com o
resultado do ©5’-RACE e contém duas ORFs. A primeira ORF
compreende do nucleotideo 40 ao nucleotideo 190. A segunda ORF

compreende do nucleotideo 388 ao nucleotideo 583.

Exemplo 3: Membros das Familias de Proteinas

As traducdes dos polinucleotideos fornecidos foram alinhadas
com perfis de aminodcidos que definem familias de proteinas ou
motivos comuns. Descobriu-se que varios dos polinucleotideos da
invencdo codificam polipeptideos com caracteristicas de um

polipeptideo pertencente a uma familia de proteinas conhecida (e
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portanto representa novos membros dessas familias de proteinas)
e/ou contendo um dominio funcional conhecido. A semelhanca entre
a sequéncia problema e uma familia de proteinas ou motivo foi
determinada por (a) comparacdo da sequéncia problema como perfil
e/ou (b) alinhamento da sequéncia problema com os membros da
familia ou motivo.

Cada um dos perfis de sucesso encontra-se descrito mais
pormenorizadamente abaixo. A Tabela 4 fornece a SEQ ID NO
correspondente aos polinucleotideos fornecidos que codificam
produtos genéticos com semelhanga ou identidade com as sequéncias
de perfil. A semelhanca (forte ou fraca) também se encontra
patente na Tabela 4. 0Os acrénimos dos perfis (fornecidos em
paréntesis) sdo os utilizados na identificacdo do perfil nas
bases de dados Pfam e Prosite. A base de dados Pfam pode ser
acedida através de qualquer das seguintes URLS:
http://pfam.wustl.edu/index.html; http://www.sanger.ac.uk/
Software/Pfam/; e http://www.cgr.ki.se/Pfam/. A base de dados

Prosite pode ser acedida em http://www.expasy.ch/prosite/.

Tabela 4. Perfis de Sucesso

SEQ ID NO CLUSTER Perfil Descricgao Semelhanca
1 719 Glicosil hidrolase fraca
3 9083 ANK Ankyrin repeats forte
5 115762 Ttm 1 7 receptor transmembranar (familia da fraca
B rodopsina)
11 2334 EFhand | EF-hand forte
12 2334 Efhand | EF-hand forte
15 376130 Protease/integrase endbgena
retrbgrada
16 402380 Rrm Motivo de reconhecimento de RNA
(dominio aka RRM, RBD ou RNP)
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Familia da Glicosil hidrolase 5 (GLICOSIL HIDROL Fb5; Pfam Adesdo

No.

P3S00659; PDOCO0565). SEQ ID NO: 1 corresponde a um gene Jgue

codifica um polipeptideo homdélogo a polipeptideos da familia da
glicosil hidrolase 5 (Henrissat Biochem. J. (1991) 280:309-316)
(também como familia da celulase A (Henrissat et al. Gene (1989)
81:83-95)). Os membros desta familia participam na degradacdo da
celulase e xilanos, e encontram-se geralmente em bactérias,
fungos, e 1leveduras. O padrdo de consenso para membros desta
familia é: [LIV]-[LIVMFYWGA] (2) - [DNEQG] - [LIVMGST] -x-N-E-[PV] -
[RHDNSTLIVFY] (onde E é um residuo de centro activo putativo).
SEQ ID NO: 1 corresponde a um gene que codifica um membro de
uma das familias das glicosil hidrolases (Henrissat et al.
Biochem. J. (1993) 293:781-788). Essas enzimas contém pelo menos
um residuo conservado de é&cido glutdmico (ou residuo de acido
aspartico) o qual Ja& se provou estar directamente envolvido na
quebra da ligacdo glicosidica ao actuar como nucledfilo.
Repeticdes Ank (ANK; Pfam Adesdo No. PF0023). SEQ ID NO:3
corresponde a um gene que codifica uma proteina contendo
repeticdes Ank. O motivo anquirina €& uma sequéncia de 33
aminodcidos que recebeu o nome da proteina anquirina que tem 24
motivos de 33 amincacidos em paralelo. As repetigdes ank foram
originalmente identificadAs na proteina de controlo do ciclo
celular cdcl0 (Breeden et al., Nature (1987) 329:651). Proteinas
contendo repetig¢des anquirina incluem anquirina, miotropina,
proteinas I-kappaB, proteinas do ciclo celular cdclQ, o receptor
de Notch (Matsuno et al., Development (1997) 124 (21):4265); G9a
(ou BATS8) da regido de classe I1T do complexo de
histocompatibilidade principal (Biochem J. 290:811-818, 1993),
FABP, GABP, 53BP2, Linl2, glp-1, SWl4, e SWl6. As funcdes das
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repeticdes anquirina sdo compativeis com um papel nas interaccdes
proteina-proteina (Bork, familia da glicosil  hidrolase 5
(GLICOSIL HYDROL F5; Pfam Adesdo No.

Sete Proteinas de Membrana Integral Transmembranares --

Familia da Rodopsina (7tm 1: Pfam Adesdo No. PF00001). SEQ 1ID

NO:3 corresponde a um dJgene que codifica um polipeptideo do
receptor da rodopsina membro da familia das sete proteinas
transmembranares (7tm) . Os receptores da (7tm) familia da
rodopsina acoplados a proteina G (também designados R7G) sédo um
extenso grupo de hormonas, neurotransmissores, e receptores de
luz que convertem sinails extracelulares por interacg¢do com
proteinas (G) de ligacdo ao nucleotideo guanina (Strosberg A.D.
Eur. J. Biochem. (1991) 196:1, Kerlavage A.R Curr. Opin. Struct.
Biol. (1991) 1:394, Probst, et al., DNA Cell Biol. (199%92) 11:1,
Savarese, et al., Biochem. J. (1992) 283:1,

http://www.gcrdb.uthscsa.edu/, hitp://swift.embl-heidelberg.de/

7tm/. O padrdo de consenso que contém o tripleto conservado e que
também abarca a maior parte da terceira hélice transmembranar é
usado para detectar esta vasta familia de proteinas:
[GSTALIVMEYWC] - [GSTANCPDE ] -{EDPKRH}-x (2) - [LIVMNQGA]-x (2) -
[LIVMFT] - [GSTANC] - [LIVMFYWSTAC] - [DENH]-R-[FYWCSH] -x (2) - [LIVM] .

EF Hand (EFhand: Pfam Adesdo No. PF00036). SEQ ID NOS: 11 e

12 correspondem a genes que codificam uma proteina da familia das
proteinas EF-hand. Muitas proteinas ligadoras de calcio pertencem
a mesma familia evoluciondria e partilham um tipo de dominio de
ligadores de <calcio conhecido por EF-hand (Kawasaki et al.,
Protein. Prof (1995) 2:305-490). Este tipo de dominio consiste
numa ansa de doze residuos ladeado em ambos os lados por um
dominio de hélice alfa de doze residuos. Numa ansa, o ido calcio

encontra-se coordenado numa configuragdo bipiramidal pentagonal.
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Os seis residuos envolvidos na ligacdo encontram—-se nas posicgdes
1, 3, 5, 7, 9 e 12; esses residuos sdo designados por X, Y, 7, -
Y, -X and -Z. A invariante Glu ou Asp na posicdo 12 fornece dois
oxigénios para ligacdo ao Ca (ligando bidentado). O padrdo de
consenso 1inclui a ansa EF-hand completo bem como o primeiro
residuo que se segue a ansa e gue parece ser sempre hidrofdébico:
D- x-[DNS]-{ILVEYW}-[DENSTG] - [DNQGHRK]-{GP}-[LIVMC]- [DENQSTAGC]-
X(2)-[DE]-[LIVMFYW].

Protease/integrase retroviral Enddgena. SEQ ID NO:15

corresponde a um gene que codifica um polipeptideo contendo um
dominio homélogo de um dominio de protease/integrase retroviral
endégena humana de uma proteina pol retroviral.

Motivo de Reconhecimento de RNA (rrm; Pfam Adesdo No.

PFO0076). SEQ ID NO:16 corresponde a um gene que codifica um
motivo de reconhecimento de RNA, também designado um dominio RRM,
RBD, ou RNP. Este dominio, com cerca de 90 aminoacidos de
comprimento, estd contido em proteinas eucaridticas que se ligam
a RNA de cadeia simples (Bandziulis et al. Genes Dev. (1989)
3:431-437; Dreyfuss et al. Trends Biochem. Sci. (1988) 13:86-91).
Duas regides no seio do dominio de ligacdo ao RNA sdo altamente
conservadas:

O primeiro é um segmento hidrofébico de seis residuos
(designado motivo RNP-2), o segundo ¢é um motivo octapeptidico
(designado RNP-1 ou RNP-CS). O padrdo de consenso é: [RK]-G-
{EDRKHPCG}-[AGSCI]-[FY]-[LIVA]-x-[FYLM].

Exemplo 4: Deteccdo e Quantificacdo dos Polinucleotideos da

Invencdo
Os polinucleotideos da invencéo foram detectados e

quantificados em amostras de tecidos de pacientes por

109



transcriptase reversa PCR (RT-PCR). As amplificacdes de RNA
completo foram feitas recorrendo ao sistema ciclotérmico
LightCycler™ (Roche Diagnostics) numa reacgdo de PCR padréo
contendo os primers fornecidos e o pigmento de ligacdo ao dsDNA
SYBR  Green I. A  amplificacgdo por PCR foi seguida por
fluorescéncia do pigmento SYBR Green I, que fluoresce apenas
quando ligado a DNA de cadeia dupla. A especificacdo dos produtos
foi verificada por andlise da curva de fusédo.

Preparacdo Padrdo. 1 pg de RNA completo de placenta humana

(Clontech, Palo Alto, CA) foi transcrito de modo reverso a 42°C
durante 1 hora e depois aquecido a 94°C durante 5 minutos num
volume total de reaccgdo de 20 pl (lst-Strand™ cDNA Synthesis Kit,
Clontech). A mistura reaccional foi usada como um 1x matriz
padrdo. Foram entdo feitas diluicdes em série do 1x matriz
padrdo: 107'x, 107%x, 1077x, 107*x, 107°x, 107 °x template padrdes.

Preparacdo de Amostras de RNA Completo. As amostras de

tecido dos pacientes foram transportadas em reagente TRIZOL
congelado. As amostras foram homogeneizadas em reagente TRIZOL.
Adicionou-se entdo clorofdérmio para isolar o RNA, seguido de
precipitacdo do RNA com isopropanol. Os precipitados de RNA foram
lavados com etanol a 75%, secos ao ar, depois dissolvidos em agua
destilada 1isenta de RNase. Antes da transcricdo reversa, as
amostras de RNA foram tratadas com DNase I (isenta de RNase) (2
U/pl, Ambion, Austin, TX) e limpas com o RNeasy Mini Kit (Qiagen,
Santa Clarita, CA).

RT-PCR As amostras de RNA completo foram foi transcritas de
modo reverso com primer oligo-dT18 (1lst-StrandTM cDNA Synthesis
Kit, Clontech). A PCR foi feita utilizando os seguintes primers

especificos de genes:
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]|KY: primer directn & «’&EGE\GTTT{-TGQ‘ k3 SN ‘{ S0 D ?’-c:‘
primer reverso | &- TCASGSRTTERGEE SATACACADE 3 {SEIID NOAT

SKX ptimer directa | 55 CTTGCTIECTTICTTOTOTRNC -3 BEGQID NG
primer reverso ATGACUALG -3 {OEG IDADEY

SXE primer directa |-~ AATCGAGGSACCTAMAGTIGS -8 {SECIENOES
primerreverso | §-GETECOSSATETERACTOTTISTS -3 BECIDMNO3S}

.(m:lntih_i.l‘ai;é o}

primer directo |

ATT TTOAGOAR

T;‘b\

primer reversa

-primer directs

»pﬁ':*n-érire,ve'rsu. ST

prirmer directa

pritrer reverzsni

vcmmm .

primer directo

Buceis a\:a\:m e el

atirer reverss

nrirer directo

'pnmermberqni B i TGTCC
primerdirectn | &- TGCY" G

nrimier reversa | 8%

Ko7 “pirnef directo |
primer reversn.
XOE | primet ditetto | 5- GUATOCTTITTRCAGTETTHS
| primer reverso | 5~ To0a BUASAT ssw SCTRAGE -3¢

primer directo | 5= TGTTCOAT GCAAABCATGTE &
primer revatsn | 558 T‘\SCY‘{*‘T: DA T

“primer dirgcta
- Himer reverss.
Peactin primer directy
" primerreversa
GAFDH: | primerdirety
‘ ;:ir'i-fn‘etf.k_éwe'rsﬂ ‘_
Foram wutilizadas (-actina e INTERVALODH como

positivos.

controlos

Todos os produtos da PCR sdo de 150-250 pb. 0Os 20 pl
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de mistura reaccional PCR em cada LightCycler™ capilar continham
2 pl de 10x tampdo PCR 11, 3 mM de MgCl, (Perkin-Elmer, Foster
City, Califérnia), 140 uM de dNTP, 1: 50000 de SYBR Green 1,0.25
mg / ml de BSA, 1 unidade de polimerase Tag (Boehringer Mannheim,
Indianapolis, IN), 0,175 uM de cada primer, 2 ul de mistura
reaccional RT. A amplificacdo por PCR comecou com 20 segundos de
desnaturacdo a 95°C, seguidos de 45 ciclos de desnaturacdo a 95°C
durante 5 segundos, emparelhamento a 60°C durante 1 segundo e
extensdo a 72°C durante 30 segundos. No fim do ultimo ciclo, os
produtos de PCR foram emparelhados a 60°C durante 5 segundos,
depois lentamente aquecidos até 95°C a 0,2°C/segundo, para medir
a curva de fusdo dos produtos especificos da PCR. Todas as
experiéncias foram realizadas em duplicado.

A anadlise de dados foi levada a cabo utilizando software
LightCycler™ (Roche Diagnostics) com opgdes de quantificacdo e
curva de fusdo. A fluorescéncia ¢é normalizada em relacdo a
controlos positivos and negativos.

Sobrexpressdo de genes em tecido completo de paciente com

cancro do cdblon. Os resultados fornecidos nas tabelas abaixo

incluem dados de fluorescéncia para polinucleotideos isolados de
amostras de tecido do codlon colhidas directamente, ndo
microdissecadas (i.e., tecido completo), e amplificadas por
recurso aos primers indicados. Células de tipo normal, de tumor
primadrio e metastdticas sdo designadas por N, PT e Met,
respectivamente. A sobrexpressdo foi determinada por comparacédo
das células metastdticas ou de tumor primario, ou ambas, com
células normais. Os resultados para cada gene correspondente aos
clusters 1indicados na amostra em cada paciente encontram-se
sumarizados nas tabelas abaixo. Todos os valores foram ajustados

aos niveis relativos ao controlo de beta-actina.
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Clustea# 7B {SKT} Sotvapressio totechada em4 o 6 puvierdss {67%)

Facisntes LN PT MET

UCH# 0022 0117 0.364

R » 4%

anrs

T o1as

| aves

GE18

RrRROTERSRO Bl ¥ pacienies (PO

Clisrsooss
Futierites M BY MET
LICH Gz G oTs
“UcHs 008 Dotg T hoa
il 00021 Qe X
LICHT Gobes fekaiaws

Clusten¥t 1570 (SKEY bawalpiossad sn e S pasiontas (8326}
Paciontss: M gy | MEF

UG 1 oposy G159 | 042
WERE et OV | DowEs

i¥e {onee G0ss | aoma
e no1E D0 oo
LA Qozes Q149
UGS 6.0336

Ehistar# 1085 Sohrasprosadia smd do g paalentes (7% ‘
.v'ﬁzcﬁéﬁtes: T BT Tmer ’
ugEt | oooies | onots | oo
UCH pnis S0 GoE
Liess 20018 QH013 game
LCEr 000003 Gon0s 00012
ey pionis sk hoing G154
U aoos G057 goRr

(EIRALRURY. Snbrapresalios sm dide S pdnisntas {57%}

Patientas i BT | MET

uc# DOH ame | oow
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AL R USRIt

Cluster#2334'(SK8): sohrexpressdo em 4 de:b pacientes [B7%)

Pagientes. i PT MET
UCH2 0.0266 Q0317 0036
UCH 0,02 0.006 .01
UCH? 0.046 0.093 0042
ucHs Q042 0168 G472
UcHe G208 0322 0.28

Cluste#3376 [SH19): sobrexpressdo em 4 de §'pacientes (B7%

Pacientes: N PT MET
UC# 0.00018 00042 sHe/o)bes
ucH? 0,002 00025 50016
UCH4 0.001% g.o912 0,002
WEHT §.00024 800055 0,00062
ucHs 8.0003 e eulors o023
Uc#9 0.001 G007s Coog

Gluster#370130:(Junc2): sobrexprassiio em 3de 4 pacientes (759

sacientes N PT NET
UCH 0.00871 Qo114 00142
UCH? 0.000567 4.00865 001863
UCH4 0.000107 0.00048 .000257
ucH? 0.0000401 0,000259 0,0015¢

Cluster#402380 (XD4y: sobrexpressaosin 2 de 4 pacientes (0%

Pacightes I PT MET
Ueg 0.0763 0123 02
utHz 0.0887 00628 0.069
UC#4 Q0735 00672 0.0654
ucH? C.0558 o112 0139

Cluster#726882:(XD1} sobrexpressao em:0 de 4 pacientiss
Pacientes N BT MET
UC#1 0.0679 0.0822 0188
LICHE2 07e 0124 0147
UcH4 0.2 3148 0145
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{continuagdo)

Cluster#726682 (XD1}:sobrexpressao.em 0 de 4 pacientes

Pacientes

BT

MET

UCHT

0.108

0.144

0.114

Cluster#552930 (XD7): sobrexpressao em 1 de 4 pacientas {25%)

Paciantes N FT MET
UGH#1 0.018 0019 0.0902
UcH2 0.204 0.161 0.212
uC#4 0.209 025 0.238
UCH? 0.246 0.408 0248

Clusterf454001 (XD10): sobrexpressiio em 2 de 4 paciertes )
Pacientes N PT MET

LC#1 0,0197 0.0363 0.0587
UcH2 0.0514 0.0451 0.069
UC#4 0.0587 0.0889 0.096
ucH? | 0.0342 0.1 0.0705

Clusterd# 378805 (XD11); sobrexpressio em 1 de 4 pacientes )

Pagientes N PT MET
UC#1 0.00117 £.00268 0.00897
UCH2 0.00864. 0.00371 0.00872
UCH4 0.0068 0.00525 0.00497
UCH? 0.00912 0.00989 0.0127
Cluster#374641: sobrexpressio em 3 de 4 pacientes  (75%) |
Pacientes i PT MET
UCH 1 0.0124 Q183 V 0.0847
UCH2 0.28 0.217 0.544
Uc#4 0,685 1.808 1.996

| UCH#? 0589 1.714 1.073
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Sobrexpressdo de genes no epitélio de pacientes com cancro
do cdélon. Os resultados fornecidos nas tabelas abaixo incluem
dados de fluorescéncia para polinucleotideos isolados de células
epiteliais do cdédlon preparadas pelo método de sacudir o epitélio
para obter epitélio com > 97% de pureza sem estroma. As células
de tipo normal, pré-canceroso (pdlipo adenomatoso), e de tumor
primario sdo designadas por N, polyp e PT, respectivamente. A
sobrexpressdo foi determinada por comparacdo com células de tumor
primario ou células pré-cancerosas, ou ambas, com células
normais. Todos os valores foram ajustados aos niveis relativos ao

controlo de beta-actina.
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Cluster#719 (SK1): sobrexpressdo em 4 de 4 pacientes (100%)

Pacientes N Palyg PT

LWL 0.0924 QAT NfA
U8 00884 | WA 0.337

U9 0451 N/A 0.227

UN#20 0.0624 0.162 0.164

ClusteE 115762 {SKE): sobraxpressio sm 4 de 4 pacientes {100%).

Patientes N Polyp FT
LIV 7 0.00724 0.0122 WA
UW#18 0:0156 INFA Q.11
LWAE G D.a188 N/A& 0.0461
WW#20 0.00728: 0.0187 0.0306

Cluster#1665: schrexpréss@oiem 4 de-4 pacientas (100%)
Pacientes M Polyp FT

U117 0.0041 0.0306 MIA
LUVE1B 0.0029 NZA Q0857
LIVvg18 0.0045 MNIA 0.0357
UWH20 0.0028 0,025 0.047

Cluster#2334 (SKB) sobrexpressio em 1 de 4 pacientes (25%)
Pacientes N Polyp PT

U7 0.1835 0.041 N/A
U118 0.0638 MIA 0.0927
U 0.04 77 0.04
L0 0.2236 0.0576 0.0454

Tluster#3376 (SK1B) sobrexpressda em 4 de 4 pacientes {100%)

Pacientes N Palyp PT
LA 7 00053 0012 N/A
UVi18 0:0028 N 00084
UG D.an3 (N7 | 00135
UVE20 10.0023 10.023 10.012




Exemplo 5: Andlise de Northern Blot

A expressdo genética diferencial nas células cancerosas do
cdélon pode ser ainda confirmada por outras técnicas, tal como a
andlise Northern blot. A anédlise Northern pode ser feita por
métodos bem conhecidos na especialidade. Em suma, 5 mg/ml de DNA
de cadeia simples do esperma desnaturado em tampdo rapid-Hyb
(Amersham Life Science, Little Chalfont, England) é pré-aquecido
a 65°C e blots de RNA completo (Invitrogen, Carlsbad, CA) de
tumor do cdlon humano sdo pré-hibridados no tampdo com agitacédo a
65°C durante 30 minutos. Sondas de DNA (50 ng por reaccdo)
especificas para genes marcadas com [o-32P]dCTP (3000Ci/mmol,
Amersham Pharmacia Biotech 1Inc., Piscataway, NJ) (Prime-It RmT
Kit, Stratidadene, La Jolla, CA) e purificadas com Micro Colunas
SondaQuantTM G-50 (Amersham Pharmacia Biotech Inc.) sdo
adicionadas e hibridadas com os blots sob agitacdo a 65°C durante
a nolte. 0Os blots sdo lavados em 2x SsSC, 0.1%(w/v) SDS a
temperatura ambiente durante 20 minutos, duas vezes em 1x SSC,
0.1%(w/v) SDS a 65°C durante 15 minutos, e depois expostos a

Hyperfilms (Amersham Life Science).

Exemplo 6: Andlise da expressdo do gene correspondente a SK2

(cluster 9083 (c9083)) (SEQ ID NO:3) no Carcinoma colo-rectal

A expressdo do gene contendo a sequéncia de SK2, cujos
clusters do cluster da i.d. no. 9083, foi examinado por PCR
quantitativo em varias linhagens celulares cancerosas, incluindo
algumas linhagens celulares de carcinoma colo-rectal. As células

cuja expressdo foli testada encontram-se sumarizadas abaixo.



Linhagem Fonte do Tecido Linhagem Fonte do Tecido

Celular Celular

MDA-MB-231 Mama humana; elevado Caco-2 Adenocarcinoma colo-rectal
potencial metastatico humano
(micromets no pulméo;
adenocarcinona; efuséao
pleural)

MDA-MB-435 Mama humana; elevado SW620 Adenocarcinoma colo-rectal
potencial metastatico humano; de local
(macrometastases no metastatico (nddulo
pulmdo) linfatico)

MCFE-7 Mama humana; ndo | LS 147T Adenocarcinoma colo-rectal
metastatico humano de elevado

potencial metastatico

MDA-MB-468 Mama humana; LOVO Adenocarcinoma colo-rectal
adenocarcinoma humano; c¢bélon; de local

metastatico (cdlon)

Alab Mama humana; metastatico | HT29 Adenocarcinoma colo-rectal

humano; cbélon;

SKOV3 Adenocarcinoma do ovario | SW480 Adenocarcinoma colo-rectal
humano humano; cbélon;

OVCAR3 Adenocarcinoma do ovario | HCT116 Adenocarcinoma colo-rectal
humano humano; cdélon;

KM 12C Cdélon humano; baixo | Colo 320DN | Adenocarcinoma colo-rectal
potencial metastéatico humano; célon;

KM12L4 Cdélon humano; elevado | T84 Adenocarcinoma colo-rectal
potencial metastatico humano; cdélon; de local
(obtido de Kml2C) metastatico (pulmdo)

DU145 Préstata humana; [ HCT 15 Adenocarcinoma colo-rectal
carcinoma; do local humano; cdlon;
metastatico: cérebro

HT 1080 Linhagem celular do | CCD 112 Adenocarcinoma colo-rectal
sarcoma humano humano, baixo potencial

metastatico

HMVEC Céalulas microvasculares DLD1 Cbélon humano;
endoteliais primdrias Adenocarcinoma colo-rectal
humanas

185B4 Células epiteliais 293 Células epiteliais do rim
normais da mama;
quimicamente
transformadas

LNCAP Carcinoma da prdstata; GRDP Epitélio primario da
metdstase no linfo prostata
supraclavicular esquerdo

U373MG Célula de glioblastoma IMRY0 Fibroblasto primario do

pulmao

WOCA Epitélio primario da | PC3 Cancro da prostata;
prbstata receptor negativo do

androgénio




O PCR guantitativo em tempo real foi feito por isolamento de
RNA de células recorrendo a um Kit de Isolamento de RNA Roche, de
acordo com as instrucdes do fabricante. Usou-se um micrograma de
RNA para sintetizar uma primeira cadeia de ¢DNA recorrendo a
transcriptase reversa (Ambido) MMLV usando o tampdo do fabricante
e as concentracdes recomendadas de oligo dT, nucleotideos, e
Rnasin. Esta primeira cadeia de c¢cDNA serviu como matriz para o
PCR quantitativo em tempo real por recurso ao pPOr Yrecurso ao
Roche light-cycler, como recomendado no manual do egquipamento. O
gene correspondente a SK2 (C9083) (SEQ ID NO:3) foi amplificado
com o primer directo: 5’'-cgctgacctcaaccag-3’' (SEQ ID NO:60)
primer reverso: 5’'-ctgtttgcccgttcttattac-3’7 (SEQ ID NO:61). O
produto foi quantificado com base no ciclo em que a amplificacéo
entrou na fase linear de amplificacdo em comparacdo com um padrdo
interno e utilizando o software fornecido pelo fabricante.
Pequenas diferencas em partes ou na totalidade da matriz na
reacgdo da primeira cadeia de c¢DNA foram eliminadas por
normalizacdo a gquantidade de actina amplificada numa reaccédo
quantitativa de PCR separada usando o primer directo 5'-
CGGGAAATCGTGCGTGACATTAAG-3' (SEQ ID NO:56) e o primer reverso:
5" =TGATCTCCTTCTGCATCCTGTCGG-3’ (SEQ ID NO:57). Os resultados séo

mostrados na Fig. 1.

Exemplo 7: Andlise Funcional do gene correspondente a SK2 (c9083)

(SEQ ID NO:3)

De modo a melhor compreender o papel do gene correspondente
a SK2 (c9083) (SEQ ID NO:3), a informacdo funcional no gene
correspondente a esta sequéncia fol obtida utilizando tecnologia
de eliminacdo antisense. Em suma, o tipo de célula a ser testado,

células SW620 ou HT1080, gue expressam o polipeptideo codificado



pelo gene correspondente a c9083, foi plagueada até
aproximadamente 60-80% de confluéncia numa placa de 6 pocos ou,
para ensaios de proliferacdo, de 96 pocos. O oligonucleotideo
antisense ou reverso de controlo foi diluido a 2 puM em optiMEM e
adicionado ao optiMEM, no qual o veiculo de distribuicéo,
lipitdéide 116-6 no caso das células SW620 ou 1:1 lipitdide
l:colesterdide 1 no caso de células HT1080, tinha sido diluido. A
mistura oligo/veiculo de distribuicdo foi entdo voltada a diluir
no meio com soro por cima das células. A concentracdo final de
oligonucleotideo em todas as experiéncias foi de 300 nM, e a
razdo final de oligo para veiculo de distribuigdo em todas as
experiéncias foi 1.5 nmol lipitoide/pg de oligonucleotideo. As
células foram transfectadas durante a noite a 37°C e a mistura de
transfeccdo substituida por meio fresco na manhd seguinte.

Foram testados o0s seguintes oligonucleotideos antisense

relativamente a capacidade de empobrecer RNA ¢9083 (SEQ ID NO:3):

Sequéncia { Nucledtidos

SO Y TSRS N
EQ I RGeS

Mo do Oligon.

SRR
RCrnligos de controlo reverso (oligos de controla); AS: Oligos antisense teste)

O efeito do oligonucleotideo nas células foi determinado por
quantificacdo dos niveis de PCR como descrito acima, e em ensaios
de proliferacdo usando quantidades de DNA, tal como quantificado
com o Stratidadene Quantos™ kit para determinar o numero de
células.

Os resultados do nivel de quantificacdo do mRNA séo
mostrados na Fig. 2. Os efeitos dos oligonucleotideos sobre a

proliferacdo, durante um periodo de quatro dias, sdo mostrados



nas Figs. 3 e 4. Células sem tratamento por oligonucleotideos
(WT) serviram de controlo. O oligo CHIR-8-4AS foi o mais
eficiente na diminuicdo do mRNA para o gene correspondente a
9083c. A transfeccdo desses oligos em células SW620 resultou numa
diminuicdo da velocidade de proliferacdo relativamente a oligos
de controlo reverso emparelhados, sendo o CHIR 8-4 algo mais
eficiente do que o CHIR-8-5 (Fig. 3). Significativamente, © mesmo
oligonucleotideo antisense nao teve qualquer efeito no
crescimento numa linhagem celular de fibrosarcoma, HT1080 (Fig.
4) . Isto indica que o papel funcional do gene correspondente a
c9083 é especifico para tecidos, e ainda que o gene
correspondente a c9083 tem um efeito especifico no crescimento.
Os oligos foram seguidamente testados relativamente ao
efeito na formacdo colénias num ensaio em agar mole. Os ensaios
em agar mole comecaram pela formacdo de uma camada inferior de 2
ml agar a 0.6%, em meio plaqueado de fresco, no espaco de algumas
horas de camada sobre as células. A camada celular foi formada na
camada 1inferior por remocdo das células transfectadas como
descrito acima (ou um oligo antisense k-Ras como controlo
positivo), CHIR-8-4, CHIR-8-5, CHIR-8-4RC, ou CHIR-8-SRC) de
placas usando 0.05% de tripsina e lavando duas vezes com meio. As
células foram contadas num contador Coulter, e ressuspendidas a
10° por ml em meio. Aliquotas de 10 pl foram colocadas com meio
em placas de 96 pocos (para verificacdo da contagem com WST1), ou
mais diluidas para ensaios posteriores em agar mole. 2000 células
sdo plaqueadas em 800 pl de agar a 0.4% em pocos duplicados acima
da camada do fundo de agar a 0.6%. Apds a solidificacdo do agar
da camada celular, 2ml de meio sdo vertidos por cima e adicionado
oligo de controlo antisense ou reverso sem veiculos de

distribuicdo. Foram adicionados meio fresco e oligos a cada 3-4



dias. Formaram-se coldénias entre 10 dias e 3 semanas. Os campos
de colénias foram contados a olho. Os valores do metabolismo de
WST-1 podem ser usados para compensar pequenas diferencas no
nimero inicial de células.

Os campos maiores podem ser digitalizados para registo
visual das diferencas.

Os dois oligos antisense CHIR-8-4 e CHIR-8-5 promoveram um
decréscimo no tamanho e numero de colédnias relativamente aos
oligos de controlo CHIR-8-4RC e CHIR-8-SRC. Esses resultados
validam ainda o gene correspondente a ¢9083 (SEQ IDNO:3) como

alvo para intervencgdo terapéutica.

Exemplo 8: Efeito dos oligonucleotideos antisense nos niveis de

mensagem dos genes alvo

O efeito dos oligonucleotideos antisense sobre os niveis de
mensagem dos genes, correspondentes as sequéncias e clusters aqui
descritas, foi analisado usando tecnologia de eliminacéo
antisense, como descrito para c9083 no Exemplo acima.
Especificamente, oligos antisense para dJgenes correspondentes a
c719, cl665, c¢3376, cll5762, c454001, c3788805, e c776682 foram
preparados como descrito acima. Uma vez sintetizados e
quantificados, os oligbémeros foram rastreados relativamente a
eficiéncia de uma eliminacdo de transcrito num painel de uma
linhagem de células cancerosas. A eficiéncia da eliminacdo foi
determinada por andlise dos niveis de mRNA usando quantificacédo
por Lightcycler. Os oligémeros gque obtiveram os niveis mais
elevados de eliminagdo de transcrito, nos dquails esses niveis
foram de pelo menos cerca de 50%, de preferéncia cerca de 80-90%,
até 95% ou mais até uma mensagem ndo detectéavel, foram

seleccionados para uso num ensalio de proliferacdo baseado em



célula, um ensaio de ancoragem de crescimento independente, e um
ensaio de apoptose.

As células SW620, gue expressam o polipeptideo codificado
pelos genes correspondentes em andlise, foram plaqueadas a
aproximadamente 60-80% confluéncia numa placa de 6 pogos ou, para
ensaios de proliferacéo, 96 pocos. Para cada mistura da
transfeccédo, foi preparada uma molécula de transporte, de
preferéncia um lipitdide ou colesterdide, numa concentracgdo de
0.5 mM em &gua, levada aos ultra-sons para originar uma solucédo
uniforme, e filtrada através de uma membrana de PVDF de 0.45 um.
O oligonucleotideo antisense ou de controlo fol entdo preparado
numa concentracdo de trabalho de 100 puM em &gua Millipore
estéril. O oligonucleotideo foi ainda diluido em OptiMEM™
(GibcoBRL), num tubo de microcentrifuga, a 2 uM, ou
aproximadamente 20 pug oligo/ml de OptiMEM™. Num tubo de
microcentrifuga separado, o lipitdide ou colesterdide,
tipicamente na quantidade de cerca de 1.5-2 nmol lipitdide/ng de
oligonucleotideo antisense, foi diluido no mesmo volume de
OptiMEM™ usado na diluicdo do oligonucleotideo. 0
oligonucleotideo antisense diluido foi imediatamente adicionado
ao lipitdide diluido e misturado por pipetacéo. 0
oligonucleotideo foi adicionado as c¢élulas numa concentracdo
final de 30 nM.

O nivel def mRNA alvo correspondente a um gene alvo de
interesse nas transfectadas células foi quantificado nas
linhagens de célula cancerosas usando o equipamento de PCR em
tempo real Roche LightCycler™. Os valores para o mRNA alvo foram
normalizados versus um controlo interno (p. ex., beta-actina).
Para cada reaccdo de 20 pl, o RNA extraido (normalmente um total

de 0.2-1 ng) foi colocado num tubo de microcentrifuga estéril de



0.5 ou 1.5 ml, e foi adicionada agua até um volume total de 12.5
pnl. A cada tubo foram adicionados 7.5ml de uma mistura
tampdo/enzima, preparada por mistura (na ordem listada) de 2.5 nl
de H20, 2.0 pl de 10X tampdo de reaccdo, 10 pl de oligo dT (20
pmol), 1.0 pl de mistura de dNTP (10 mM cada), 0.5 pl de RNAsin®
(20u) (Ambion, Inc., Hialeah, FL), e 0.5 pl de transcriptase
reversa MMLV (50u) (Ambion, Inc.). O contetdo foi misturado por
pipetacdo, e a mistura reaccional incubada a 42°C durante 1 hora.
O contetdo de cada tubo foi centrifugado antes da amplificacédo.

Preparou-se uma mistura de amplificacédo pela seguinte ordem:
tampdo II 1X PCR, 3 mM em MgCl2, 140 pM em cada dNTP, 0.175 pmol
em cada oligo, dil 1:50,000 de SYBR® Green, 0.25 mg/ml de BSA, 1
unidade de polimerase Taq, e H20 até 20 pl. (O tampdo II PCR
encontra-se disponivel numa concentracdo 10X na Perldn-Elmer,
Norwalk, CT). Na concentracdon 1X contém 10 mM de Tris pH 8.3 e
50 mM de KCl. SYBR® Green (Molecular Probes, Eugene, OR) & um
pigmento que fluoresce quando ligado a DNA de cadeia dupla. Como
o produto de PCR de cadeia dupla ¢é produzido durante a
amplificacdo, a fluorescéncia do SYBR® Green aumenta. A cada
aliquota de 20 pl de mistura de amplificacdo, foram adicionados 2
1l de matriz RT, e a amplificacdo levada a cabo de acordo com os
protocolos padréo.

Os seguintes oligonucleotideos antisense foram testados
relativamente a capacidade de empobrecer os niveis de mensagem do
gene correspondente ao cluster indicado. Gene Alvo: Localizacgdo
do Oligo fornece o nome do cluster ao gqual o gene alvo é
atribuido e o nome do oligo usado. AS indica antisense; RC indica
controlo reverso. Os dados para oS genes correspondentes a c¢9083

sdo fornecidos para comparacdo.
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O efeito do oligonucleotideo nas células foi determinado por
quantificacdo dos niveis de PCR. Os resultados da quantificacédo
do nivel de mRNA encontram-se sumarizados na tabela imediatamente
acima.

O efeito da perda de mensagem para cada gene acima pode ser
determinada ensaios de base celular como descrito no Exemplo 7
acima. Tal utilizacdo do oligonucleotideo antisense descrita por
SEQ ID NO: 108 resultou numa inibicdo da proliferacdo de células
SW620 quando usadas como descrito nos protocolos de ensaios de

transfeccdo e proliferacdo do Exemplo 7 (Fig. 5).

Exemplo 9: O Efeito da Expressdo dos Genes Correspondentes a

c3376 e 402380 sobre a Proliferacédo

O efeito da expressdo dos genes correspondentes a <3376

(gene correspondente a SEQ ID NO: 13) e 402380 (gene
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correspondente a SEQ ID NO: 16), na inibicdo da proliferacéo
celular, foil determinado em células SW620 do carcinoma colo-
rectal do cdlon.

As células foram plaqueadas a aproximadamente 60-80%
confluéncia em placas de 96 pocos. O oligonucleotideo antisense
ou reverso de controlo foi diluido a 2 pM em OptiMEM™ e
adicionado a OptiMEM™ no qual o veiculo de distribuicédo,
lipitdide 116-6 no <caso de células SW620 ou 1:1 1lipitdide
l:colesterdide 1 no caso de células MDA-MB-231, tinha sido
diluido. A mistura oligo/veiculo de distribuicdo foi entédo
diluida de novo em meio com soro sobre as células. A concentracédo
final de oligonucleotideo em todas as experiéncias foi de 300 nM,
e a razdo final de oligo para veiculo de distribuicdo para todas
as experiéncias foi de 1.5 nmol de hpitoid/ ug de
oligonucleotideo.

Os oligonucleotideos antisense foram preparados como
descrito acima. As células foram transfectadas durante a noite a
37°C e a mistura de transfeccdo fol substituida por meio fresco
na manhd seguinte. A transfeccdo fol feita como descrito acima no
Exemplo 8. A proliferacdo foi medida por recurso ao reagente
colorimétrico WST-1, de acordo com métodos bem conhecidos na
especialidade. Os resultados das experiéncias antisense sdo
mostrados nas Figs. 6-9. Os valores no eixo dos y representam
unidades de fluorescéncia relativa. Os oligos antisense e reverso
de controlo de K-Ras serviram de controlo para demonstrar que o

ensaio decorreu como esperado (Fig. 6).
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Exemplo 10: Efeito da Expressdo Genética na Formacdo de Coldnias

em Agar Mole

O efeito da expressdo do gene correspondente a 402380 (gene
correspondente a SEQ ID NO: 16), sobre a formacdo de coldnias de
células SW620, foi testado num ensaio em agar mole. Os ensaios em
agar mole comecaram pela formacdo de uma camada inferior de 2 ml
agar a 0.6% em meio plagqueado de fresco no espaco de algumas
horas de camada sobre as células. A camada celular foi formada na
camada inferior por remocdo das células transfectadas como
descrito acima de placas usando 0.05% de tripsina e lavando duas
vezes com meio. As células foram contadas num contador Coulter, e
ressuspendidas a 10° por ml em meio. Aliquotas de 10 pl foram
colocadas com meio em placas de 96 pocos (para verificacdo da
contagem com WST1l), ou mais diluidas para ensaios posteriores em
agar mole. S&do plaqueadas 2000 células em 800 upl de agar a 0.4%
em pocos duplicados acima da camada do fundo de agar a 0.6%. Apds
a solidificacdo do agar da camada celular, 2 ml de meio séo
vertidos por cima e adicionado oligo de controlo antisense ou
reverso (produzido como descrito acima) sem veiculos de
distribuicdo. Foram adicionados meio fresco e oligos a cada 3-4
dias. Formaram-se coldénias entre 10 dias e 3 semanas. Os campos
de colénias foram contados a olho. Os valores do metabolismo de
WST-1 foram usados para compensar pequenas diferencas no numero
inicial de células. Os campos maiores podem ser digitalizados
para registo visual das diferencgas.

Os resultados sdo mostrados na Fig. 9. O eixo dos vy
representa o numero de células para um sector definido, usando
WST-1 para facilitar a contagem celular e normalizada em relacéo

a um controlo. Os oligos antisense e reverso de controlo de K-Ras
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(kRAS 2576-as e kRAS 2576-rc) serviram de controlos ©para

demonstrar que o ensaio decorreu como esperado.

Exemplo 11: Efeito da Expressdo Genética sobre a Morte Celular

O efeito da expressdo dos genes correspondentes ao cluster
719 (gene correspondente a SEQ ID NO:1, CHIR-7); cluster 9083
(gene correspondente a SEQ ID NO:3, CHIR-8); cluster 1665 (gene
correspondente a SEQ ID NOS:7 e 9, CHIR-9); cluster 3376 (gene
correspondente a SEQ ID NO: 13, CHIR 11); cluster 115762 (gene
correspondente a SEQ IDNO:5, CHIR 16); e cluster 402380 (gene
correspondente a SEQ ID NO:16, CHIR-33) sobre a morte celular num
ensaio de citotoxicidade da lactato desidrogenase (LDH) foi
examinado em células HT1080 (uma linhagem celular de fibrosarcoma
humano) , células SW620, e linhagens celulares de células
metastaticas de cancro da mama (MDA-MB-231 ("231 ")). O ensaio de
citotoxicidade da lactato desidrogenase (LDH) é essencialmente o
seguinte:

O ensaio de citotoxicidade da lactato desidrogenase (LDH)
foi levado a cabo essencialmente da forma que se segue:

Dia 1: As células foram cultivadas em 4 placas separadas de

96 pocos, tipicamente 5000 células/poco e incubadas a 37°C e

5% de CO2.

Dia 2: As células foram transfectadas com o antisense assim

como os complementos de controlo reverso, essencialmente

como descrito no Exemplo 4. Uma placa (dia 0) foi deixada

ndo transfectada como controlo de cultura.

A transfeccdo foi feita usando um veiculo 1lipidico para
distribuicdo como descrito em WO 01/16306. Em suma, a transfeccdo

usou agentes conhecidos "lipitdéides™ e "colesterdides",
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descritos, por exemplo, nas publicacdes PCT WO 01/16306, WO
98/06437 e WO 99/08711.

Esses conjugados lipido- peptdide catidénico sdo descritos
nessas referéncias como sendo reagentes eficientes na
distribuicdo de plasmideos de DNA a células in vitro. Qualguer
dos transportadores descritos nas aplicacdes acima referidas é
adequado para utilizacdo na transfeccdo dos oligonucleotideos
aqui descritos.

Esses compostos podem ser preparados por sintese
convencional em solucdo ou em fase sdélida. Num procedimento, como
descrito em WO 99108711, citado acima, o N terminal de um
peptdide ligado a uma resina é acilado com um espacador tal como
dcido Fmocamino-hexandico ou Fmoc-3-alanina. Apds remocdo do
grupo Fmoc, o grupo amina ©primadrio ¢é feito reagir com
chloroformeato de colesterol para formar uma ligacdo carbamato. O
produto é entdo libertado da resina com acido trifluorocacético e
purificado por HPLC de fase reversa. Pode usar-se uma fraccgéo
lipidica obtida de &acidos gordos, tal como um fosfolipido, em vez
de fraccdo esterdide. A fraccdo esterdide ou de outro lipido pode
também ser ligada a fraccdo petdide por outras ligacdes, de
qualguer comprimento eficiente, facilmente disponivel para um
especialista.

Dependendo do tipo de célula, foram usados diferentes
veiculos lipidicos ©para diferentes tempos de transfeccgéo.
Contudo, o tempo de transfeccdo ndo excedeu as 24 hrs. A
transfeccdo foi feita em meio completo e a concentracdo final de
oligonucleotideo antisense foi de 300 nM por poco. Nos pocos com
fdrmaco, o fArmaco foi adicionado a cultura no inicio da

transfeccédo.
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A comecar no dia 3: as células foram recuperadas, 1

placa/dia e a libertacdo de LDH no sobrenadante assim como LDH
nas células intactas foi medido usando um kit da Roche de acordo

com as 1instrucdes do fabricante (Roche Diagnostics, Basel,

Switzerland) (dados marcados como dia 1, 2, 3).
Para cada amostra, foi analisada por exame do nivel relativo
de libertacdo de LDH em comparacdo com o LDH total, sendo que um
aumento da porgdo do LDH total significa aumento da morte celular
(devido a uma maior proporcdo de LDH libertado no meio). Os dados
foram tratados gqualitativamente por comparagdo com um controlo
ndo tratado

(sem oligo). Este ensaio permitiu a determinacdo de

se a perda de mensagem induzida pelo antisense para um dJene

particular causa morte celular quando usada sézinha, ou se esta
perda de mensagem torna as células mais sensiveis aos efeitos de
um farmaco.

Os resultados sdo mostrados na tabela imediatamente abaixo.

HT 1080 SW620 231
chir7-2 negativo negativo
HT 1080 SW620 231
chir8-4 positivo fracamente
positivo
chir9-5 positivo
chirl 1- negativo
2
chir 16- negativo
4
Chir33-4 |[positivo muito | positivo forte | positivo muito
fraco fraco
Exemplo 12: Detecgdo de Expressdo Diferencial Utilizando Matrizes

O mRNA isolado de amostras de tecido do cdélon canceroso e

normal obtido de pacientes foi analisado para identificar genes
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expressos diferencialmente nas células cancerosas e normais. As
células normais e cancerosas recolhidas de tecidos
criopreservados de pacientes foram isoladas recorrendo a técnicas
de Microdissecacdo por Captura Laser (LCM), as guals sdo bem
conhecidas na especialidade (ver, p. ex., Ohyama et al. (2000)
Biotechniques 29:530-6; Curran et al. (2000) Mol. Pathol. 53:64-
8; Suarez-Quian et al. (1999) Biotechniques 26:328-35; Simone et
al. (1998) Trends Genet 14:272-6; Conia et al. (1997) J. Clin.
Lab. Anal. 11:28-38; Emmert-Buck et al. (1996) Science 274:998-
1001) .

A Tabela 5 (inserida antes das reivindicacdes) fornece
informacdo acerca de cada paciente do qual as amostras foram
isoladas, incluindo: o "Paciente ID" e "Rel Pat 1ID", gue séo
numeros atribuidos ao paciente e aos relatdrios de patologia para
efeitos de identificacdo; o "Grupo" ao qual os pacientes foram
atribuidos; a localizacdo anatdmica do tumor ("Loc Anatom"); o

"Tamanho do Tumor Primdrio"; o "Grau do Tumor Primario"; a

identificacdo do grau histopatoldgico ("Grau Histopat”); a
descricdo dos locals invadidos pelo tumor ("Local Invasédo"); a
presenca de metadstases em nédulos linfaticos ("Met Nod Linf "); a

incidéncia das metédstases nos nédulos linfaticos (fornecidos como
o nUmero de nédulos linfaticoss positivos para metédstases sobre o
numero de nédulos linfaticoss examinados) ("Incidéncia Met
Linfnod "); o "Grau da Regido do ndédulo 1linfatico"; a
identificacdo ou deteccdo de metdstases em locailis distantes do
tumor e a sua localizacdo ("Met Distant & Loc"); uma descricédo
das metastases distantes ("Descri Met Distant "); o grau das
metastases distantes ("Grau Met Dist”); e comentadrios gerais
acerca do paciente ou do tumor ("Comentdrios™). O adenoma ndo foi

descrito em gqualquer dos pacientes; uma displasia do adenoma
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(descrita como hiperplasia pelo patologista) foi descrita no
Paciente ID No. 695. Foram descritas extensdes extranodais em
duas pacientes, Paciente ID Nos. 784 e 791. Foi descrita invasédo
linfovascular em sete pacientes, Paciente ID Nos. 128, 278, 517,
534, 784, 786, e 791. Infiltrados de tipo Crohn foram descritos
em sete pacientes, Paciente ID Nos. 52, 264, 268, 392, 393, 784,
e 791.

Identificacdo de genes expressos diferencialmente

Foram preparadas sondas de c¢DNA a partir de RNA completo
isolado das células de pacientes descritas acima. Uma vez que a
LCM permite o isolamento de tipos de células especificos para se
obter uma amostra de células substancialmente homogénea, esta
fornece uma amostra de RNA semelhante pura.

O RNA completo foi primeiro transcrito de modo reverso em
cDNA usando um primer contendo um promotor da RNA polimerase T7,
seguido da sintese da segunda cadeia de DNA. O cDNA foi entéo
transcrito in vitro para produzir RNA antisense usando a
expressdo mediada pelo promotor T7 (ver, p. ex., Luo et al.
(1999) Nature Med 5:117-122), e o RNA antisense fol entdo
convertido em c¢cDNA. O segundo conjunto de cDNAs foi outra vez
transcrito in vitro, usando o promotor T7, para fornecer o RNA
antisense. Opcionalmente, o RNA foi outra vez convertido em cDNA,
permitindo uma terceira amplificacdo mediada por T7 para produzir
mais RNA antisense. Assim o procedimento forneceu dois ou trés
ciclos de transcricdo in vitro para produzir o RNA final usado
para marcacdo fluorescente.

As sondas fluorescentes foram geradas por adicdo de RNA de
controlo a mistura de RNA antisense, e produzindo c¢cDNA marcado

com fluorescéncia a partir do RNA de partida. Os cDNAs marcados
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com fluorescéncia preparados a partir da amostra de RNA do tumor
foram comparados com c¢DNAs marcados com fluorescéncia, preparados
a partir de uma amostra de RNA de células normais. Por exemplo,
as sondas de cDNA das células normais foram marcadas com pigmento
fluorescente Cy3 (verde) e as sondas de cDNA preparadas das
células do tumor foram marcadas com pigmento fluorescente Cy5
(vermelho), e vice-versa.

Cada matriz wusada tinha um arranjo espacial 1idéntico e
conjunto de manchas de controlo. Cada micro-matriz foi dividido
em duas areas, cada area contendo uma matriz com, em cada metade,
doze agrupamentos de 32 x 12 manchas, para um total de cerca de
9,216 manchas em cada matriz. As duas Areas sdo manchas de forma
idéntica o que fornece pelo menos dois duplicados de cada clone
por matriz.

Os polinucleotideos correspondentes aos genes expressos
diferencialmente, aqui descritos para utilizacdo nas matrizes,
foram obtidos de fontes publicas e de bibliotecas de cDNA geradas
a partir da seleccdo de 1linhagens celulares e tecidos de
pacientes. Os produtos de PCR com cerca de 0.5kb a 2.0 kb
amplificadas a partir dessas fontes foram manchas na matriz
recorrendo a um visualizador Molecular Dynamics Gen III, de
acordo com as instrugdes do fabricante. A primeira fila de cada
uma das 24 regides da matriz tinha cerca de 32 manchas de
controlo, incluindo 4 manchas de controlo negativo e 8
polinucleotideos de teste. Os polinucleotideos de teste foram
reconstituidas em cada amostra antes da reaccdo de labeling numa
gama de concentracdes de 2-600 pg/lémina e razdes de 1:1. Para a
concepcdo de cada matriz, foram hibridadas duas ladminas com o
teste das amostras de reversas marcadas na reacgdo de labeling.

Este procedimento forneceu cerca de quatro medigdes em duplicado
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por cada clone, duas de uma cbr e duas da outra, para cada
amostra.

O ensaio de expressdo diferencial foi levado a cabo por
mistura de gquantidades iguais de sondas de células tumorais e
células normais do mesmo paciente. As matrizes foram pré-
hibridadas por incubacdo durante cerca de 2 hrs a 60°C em 5X
SSC/0.2% em SDS/1 mM em EDTA, e depois lavadas trés vezes com
dgua e duas com isopropanol. Apds a pré-hibridacdo da matriz, a
mistura de sondas foli hibridada com a matriz em condigdes de
elevada restringéncia (durante a noite a 42°C em 50% de
formamida, 5X SSC, e 0.2% de SDS. Apds a hibridacdo, a matriz foi
lavada a 55°C trés vezes do seguinte modo: 1) primeira lavagem
com 1X SSC/0.2% em SDS; 2) segunda lavagem em 0.1X SSC/0.2% em
SDS; e 3) terceira lavagem em 0.1X SSC.

As matrizes foram entdo varridas para fluorescéncia verde e
vermelha por recurso a um laser-scanner/detector de cor dupla da
Molecular Dynamics Generation III. As 1imagens foram processadas
usando software BioDiscovery Autogene, e o0s dados de cada
conjunto de varrimentos normalizadas para fornecerem a razdo de
expressdo relativamente ao normal. Os dados das experiéncias de
micro-matriz foram analisados de acordo <com os algoritmos
descritos no Pedido U.S. N°. de Série 60/252,358, depositado em
20 de Novembro de 2000, por E.J. Moler, M.A. Boyle, e F.M.
Randazzo, e entitulado "Precisdo e exactiddo em dados de micro-
matriz de cDNA”.

A experiéncia foi repetida, desta vez marcando as duas
sondas com a cbr oposta de forma a fazer o ensaio em ambas as
"direccdes da cbr." Cada experiéncia foli por vezes repetida com
mais duas lédminas (uma em cada direccdo da c¢br). O nivel de

fluorescéncia para cada sequéncia no sistema expresso como a
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razdo da média geométrica de manchas de 8 replicados / genes de 4
sistemas ou manchas de 4 replicados / gene de 2 sistemas ou
qualquer outra permutacdo. Os dados foram normalizados usando os
controlos positivos reconstituidos presentes em cada Aarea
duplicada, e a precisdo desta normalizacdo foi incluida na
determinacdo final da significdncia de cada diferencial. A
intensidade da fluorescéncia de cada mancha foi ainda comparada
com o©os controlos negativos em cada 4rea duplicada, para
determinar que manchas detectaram niveis significativos de
expressdo em cada amostra.

A andlise estatistica das intensidades de fluorescéncia foi
aplicada a cada conjunto em duplicado de manchas para determinar
a precisdo e significdncia de cada medicdo diferencial,
resultando num valor de p que testa a hipdétese nula de nédo haver
diferenca no nivel de expressdo entre as amostras tumoral e
normal de cada paciente. Durante a andlise inicial das micro-
matrizes, a hipdétese foi aceite se p> 107°, e a razdo diferencial
foi considerada 1.000 para essas manchas. Todas as outras manchas
apresentam uma diferenca significativa na expressdo entre as
amostra tumorais e normais. Se a amostra de tumor apresenta uma
expressdo detectavel e a normal nédo, a razdo é truncada a 1000
uma vez que o valor da expressdo na amostra normal seria zero, e
a razdo ndo teria um valor matematicamente Util (p. ex.,
infinito). Se a amostra normal apresenta uma expressdo detectéavel
e o tumor ndo, a razdo é truncada a 0.001, uma vez que o valor da
expressdo na amostra do tumor seria zero e a razdo ndo teria um
valor matematicamente Util. Estas duas Ultimas situacdes sdo aqui
designadas por "on/off." As tabelas das bases de dados foram

preenchidas usando um nivel confianca de 95% (p>0.05).
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Os resultados sdo fornecidos na Tabela 6 abaixo. A tabela
inclui: 1) a SEQ ID NO; 2) a identificacdo da amostra (Amostra
ID); 3) o nuUmero de identificacdo da mancha ("SpotID"); e 4) a
percentagem dos pacientes testados nos quais os niveis de
expressdo do gene foram pelo menos o dobro no tecido canceroso do
que no tecido normal emparelhado ("Pacientes de cdélon com valor
de p pcorrigido 95>=2x"). As razdes da expressdo diferencial sé&o
expressas como © sinal da hibridacdo normalizado associada a
sonda tumoral dividido pelo sinal da hibridacdo normalizado com a
sonda normal. Assim, uma razdo maior do que 1 1indica gque o
produto genético vVvé a sua expressdo aumentada em células
cancerosas relativamente a células normais, engquanto gue uma

razdo de menos do que 1 indica o oposto.

Tabela 8
SEQIDND Amostra 0¥ Chip Spot 1D | Pacientes Colon valorp corrigido 95>=2x
1 2778 Order7TVSTEOT 29912 8214
7 MODD55200C BOY 24297 3030
9 | mMooossaosaHos 0000 | 21544 | 4242
18 | MooOB7000D:EDS 21580 3030
27 | RG14189510rder/TMIIDI2 | 33608 7857
29 RG11418051:Ordes 7T 1012 35623 7857
22 | MOOOD1346C:A05 B 55
22 | MOOO54893C: D03 21952 20

Esses dados constituem uma prova de gue os genes
representados pelos polinucleotideos contendo as sequéncias
indicadas sdo expressos diferencialmente no cancro do cdlon.

Os especialistas reconheceréo, ou serdo capazes de
discernir, sem recurso a nada mais do que experiéncias de rotina,

muitos equivalentes as modalidades especificas da invencdo aqui
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descrita. Tais modalidades especificas e equivalentes presumem-se
abranjidas pelas seguintes reivindicacgdes.

Apesar de a presente invencdo ter sido descrita com algum
detalhe através de ilustracdes e exemplos com a finalidade da
clareza e compreensdo, é evidente para os especialistas a luz dos
ensinamentos desta 1invencdo que certas alteracdes e modificacdes
podem ser feitas sem gque se saia do espirito ou é&mbito das
reivindicacgdes anexas.

Informacdo de Depdsito. Foi feito um depdsito de culturas

biologicamente puras dos seguintes virus na American Type Culture
Collection, 10801 University Blvd., Manassa, VA 20110-2209, ao
abrigo das disposicdes do Tratado de Budapest, na data de
submissdo da presente candidatura ou antes. O numero de adeséo
indicado foi atribuido apds testes de viabilidade bem sucedidos,
e pagas as taxas requeridas. O acesso as referidas culturas
estard disponivel durante pendéncia da candidatura a patente a
quem a Comissdo determinar esse direito ao abrigo dos 37 C.F.R §
1.14 e 35 U.S.C. § 122. Todas as restricdes de disponibilizacédo
das ditas culturas ao publico serdo irrevogavelmente retiradas
apdés o registo da patente baseada na candidatura. Mais ainda, os
depdsitos designados serdo mantidos por um periodo de trinta (30)
anos a partir da data do depdsito, ou por cinco (5) anos apds o
ultimo pedido de depdsito; ou pelo periodo de vida executdria da
patente U.S., o qual for mais longo. Se a cultura se tornar
inviadvel ou for destruida inadvertidamente, ou, no caso de
estirpes contendo plasmideos, perda do plasmideo, seréa
substituida por culturas vidveis da mesma descricdo taxondmica.
Esses depdsitos sdo fornecidos meramente para conveniéncia
dos especialistas, e ndo sdo uma admisdo da necessidade de

existéncia de um depdsito. As sequéncias de Aacidos nucleicos
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desses plasmideos, assim como as aminosequéncias dos
polipeptideos por eles codificados, servirdo de controlo na
eventualidade de qualguer conflito envolvendo a descricdo aqui
feita. Pode ser exigida uma licenca para produzir, usar, ou
vender os materiais depositados, ndo sendo aqui garantida tal
licenca.

[0286] Para além disso, as misturas de clones seleccionados,
assim como as Dbibliotecas contendo <clones especifico, foi
atribuido um numero "ES" (referéncia interna) e depositados com o
ATCC. A Tabela 7 abaixo fornece os N°° de Acesso ATCC dos clones
depositados, o©os qguais foram todos depositados na data de

apresentacdo do depdsito ou antes.
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Tabela 7. Misturas de Clones e Bibliotecas Depositados com o ATCC

Nome de. Sequéncia"

Clones

ATCC

[ skt

SK-1

PTA-1360

SK5

| PTA-1362

| 1665 curto

PTA-1363

1685 longo

16865 longo

PTA-1363

sk19

| Juric2-6

PTA-1365

XD4

XD4b

| PTA-1366

PTA-1367

[ xp7

| XD1b

| PTA-1368

XD10

XD10b

PTA-1369

XD11

KD11b

PTA-1370

| Junca

PTA-1871

Misturados.

bacterianas

compdsito.
depdsito

especialidade.

CMCC refere-se a um N°.

Remocdo de

Clones

Individuais

Depdsito

de referéncia interno da Requerente.

do

de

Podem

compdsito

separadas.

obter-se

Por exemplo,

Os clones

recorrendo

25

clones

uma

clones de cDNA ou uma biblioteca de clones de cDNA,

entdo depositados como uma pool de misturas
particulares a
métodos

célula bacteriana

bem

Sendo o depdsito ATCC composto por uma mistura de

foi preparado por transfecgdo de cada um dos clones para células
da pool ou biblioteca

iguais no depédsito

o depdsito

partir
conhecidos

contendo um



clone particular pode ser identificada por isolamento de coldnias
simples, e identificacdo das coldénias contendo o clone especifico
através de técnicas padronizadas de hibridacdo de coldnias,
recorrendo a uma sonda ou sondas de oligonucleotideo concebidas
para hibridar especificamente com uma sequéncia do clone insercédo
(p. ex., uma sonda baseada numa sequéncia sem méascara do
polinucleotideo codificado com o SEQ ID NO indicado). A sonda
deve ser concebida para ter uma Tm de aproximadamente 80°C
(assumindo 2°C por cada A ou T e 4°C por cada G ou C). As
coldénias positivas podem entdo ser recolhidas, crescidas em meio
de cultura, e os clones recombinantes isolados. Alternativamente,
as sondas concebidas deste modo podem ser usadas em PCR para
isolar uma molécula de é&cido nucleico dos clones misturados, de
acordo com métodos bem conhecidos na especialidade, p. ex., por
purificacdo do cDNA a partir da mistura de cultura depositada, e
usando as sondas em reacgdes de PCR para produzir um produto
amplificado contendo a correspondente sequéncia polinucleotidica

desejada.
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LISTAGEM DAS SEQUENCIAS

<110> Kennedy, Giulia C.

Kang, Sanmao

Reinhard, Christoph

Jefferson, Anne Bennett

<120> POLINUCLEOTIDEOS RELACIONADOS COM O CANCRO DO COLON
<130> PP-_1663.003

<140> Unatribuido

<141> 2001-06-15

<150> 60/211,835

<151> 2000-06-15

<160> 127

<170> FastSEQ for Windows Versido 4.0
<210> 1

<211> 564

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CDS

<222> (21) ... (396)

<400> 1
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gocgagatot gtgoggegas atyg aag oby ottt ace ¢ac aabt oty oty age Loy 53
Met Lys Leu leu Thr His Asn Leu Leu Serx Ser
3 ’ S 1g '

cat gty ogg 999 gty ggy teoo ogb gge tic coo cbg ogo obo oayg goo 181
His Val Arg &ly Val Gly Ser Arg Gly Phe Pro Leu Arg Leu Gln Ria
15 20 25

ace gag gte ogt ate Ygo oot ghy gax bbe aae coe aae the gbg gog 148
Thr Giun Val Arg Ile Cys Pro Val Glu Phe Asn Pro Asn Phe Val Als
30 335 44

ogt aty ata ccb =az gty gag tgg teog gog tie ckg geg gog geen gat 187
Arg Met Ils Pre Lys Val Glu Trp Ser Ala Phe Lew Glu Ala Ala Asp
45 . 50 5%

aac tbyg gt oby ate vag gbtg oog aaa gug cog gthk gay gga tat gag 243
Asn Lhew Arg Leu Yle Gln Val Pro Lys Gly Pro Val Glu Gly Tyr Glu
&0 (33 76 15

gag sat gag gag ttt cty agy ace atg cac cac ¢bg oty cty gay gty 283
Glu Asn Glu Glu Phe Leu Arg Thr Mebt His His ILeu Leu Leu Glu Val
80 B3 8¢

gaa gty ata gag gge acc oty cay tge oog gaa tobt gga gt atg tte 341
Glu Val Ile Glu Gly Thr Len Gin Cys Rro Glu Ser Gly Arg Met Fhe
2% 100 18&

ces ate age ogo ggg ale ceoce gae aty obg obg agh gas gag gaa act 388
Pro Ile Ser Arg Gly Ile Pro Asn Med Leu Leu Ser Glu Glu Glu Thx
130 115 128

gag agt b gatigtgeca ggogocagit ttiottgtia tgactgtgba tttttgtiga 446
Glu Sex '
125

totataceot gtttcogaat tobgeoghgt ghtateocecas cocttgacco satgacacoa 506
gacacagtgt ttttgagobte ggtattatal atttbittet cattaasgght ttaaasce 564

<210> 2

<211> 125

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2
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1

2

35

65

1

115

Met Lys Leu Leu Thr

5

Gly Ser Arg Gly Phe

g

Val Glu Trp Ser Ala
Gln Val Pro Lys Gly

Ley Axrg Thr Met His

85

Thr Lew Gln Cys Pro

1)

Ile Pro Asn Met Leu

His

Pro

Cys Pro vVal Glu Phe Asn

Phe
Pro
78

His
Gly

Lieu

Asn
Lew
Pro
Leun
Val
Leu
Ser

Sex

Lex
Axrg
Asn
4¢

Glu
Glu

Leuw

Gly

Glu
120

Leu Ser Ser
Leu Gln Ala
Phe Val Ala
Ala Ala Asp
Gly Tyr Glu

Lauw Glu Val

10

75

30

Axg Met Phae

105

Glu Glu Thr

His Val
Thr Glu
Arg Met
Asn Leu
Glu Asn
Glu Val
Pro Ile

Glu Ser

i2%

Arg
Val
30

Ile
Axg
tlu
Ile

Ser
110

3
A

Gly val

5
rg Ile

Pro Lys

Leuw Ile

Glu Ehe

8a

Glu Gly

33

A

g Gly

<210> 3

<211> 919
<212> DNA
<213> Homo sap
<220>

<221> CDS
<222> (219) ...
<400> 3

iens

(693)

tggeacgagy tggoacgagg groacgggtey ttgaggatts gooetgetogy gogtaacegyg
agotggggey oggebgoaas gggoeggone ggaagbtoceea geggbottia aaticeteceyg
Lgotagggues agoctgoegea thocbbacckg togggotgeg gogagbgtot cacctototg
cacticoaag gactoltgle atetgectta ggogggas abg obg ttg oty gat tge
Mat Leu Leuw Len Rsp OQys

#RC qrUe gayg gty
Asn Pro Glu Val
10

gLe aac goa oo
Val Asm Ala Bro
25

gea qgs age gge
Ala Gly Ser Gy
40

got gac ¢to aac
Ala Asp Leu Asn

55

gat ggt
Asp Gly

oy gat
Bro Asp

ott ot
Len Ala

cag cag
Gla Gin
80

oty
Lew

folaTo]
Prao

tgo
Cys
45

gat
Asp

aay
Lys

Tayes
Cys
30

Tttt
Phe

gt
Val

cat
His
15

a4

Lys

ot
Leu

LEy
Leu

tEg
Lieu

oRag
&ln

ote
Leu

gga
Gly

¥

“

cty gag
Ieu Glu

teg cok
Ser Bro

Ty oag
Trp Gin
50

gaa got
Glu Ala
8%

aca
Thr

gte
Val
35

oty

Leu

cea
Pro

gyg goc
Gly Alm
20

rac tha

Hig Leu

cas acy
8ln Thr

cta cag
ey His

&

Loy
Sex

goo
ala

gge
Gly

asy
Lys
T8

64
i2¢
i8¢
238

284

388

428
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gca goa asa gtk ggs age oty gag tge cta age oby okt gta geo agh 476
Ala Ala Lys Val Gly Ser Leu Glu Cys Leu Ser Leu Lew Val Ala Ser
5 g 85
gab goo caa abtt gat tha tgt =at aag aac ggg csa aca geot gaa gat 524
Asp Ala Gln Ile Asp Leuw Cys Asn Lys Asn Gly Gln Thr Ala Glu Asp
ag 85 164
cte get tgg tea tgt gga LU coa gao tgt goo aag bttt ottt aca aca 572
Leu Ala Trp Ser Cys Gly Phs Pro Asp Cys Ala Lys Phe Leu Thr Thr
105 li¢ 115
att aaa tgt atg cay aca ata aaaz goa agl gaa cac cot gac agg ast €20
Ile Lys Cys Met Gln Thr Ile Lys Als Ser Glu His Pro Asp Arg Asn
120 125 130
gat tgb gtt goo gty ote sga cag asx ogg aght obe goa agh gta yaa 8§68
Asp Cys Val Ala Val Leu Axg &8ln Lys Arg Ser ILeu Gly Ser Val €lu
135 140 145 150
aat acc agl ggy aaa agyg aag tge ¢ gatgteacgt gggbtatgaa 713
Asn Thy Ser 8ly Lys Arg Lys Cys
155
gaagtaotgaa gascgeotie atttoptgea aatetataag ctectgottt tggetttace 713
atatgttglty totmatotoo ttctgagasag gacgaaaaac titettocaa gtgamagatee 833
attbtaagaac acatgtallt acatgonitat aatatgetgg ttgtgtatge tttgtetbtt 893
aagbtattaa aggaacgiot azassa 818
<210> 4
<211> 158
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 4
M=t Leu Let Leu Asp Cys Asn Pro Glu Val Asp Gly Leu Lys His Leu
1 Y 1g 15
Leu 6lu Thr Gly Ala Ser Val Asn Ala Pro Pro Asp Pro Oye Lys Gln
20 25 30
Ser Pro Val His Leu Als Ala Gly Ser 6ly Teuw Ala Cys Phe Leu Leu
35 440 45
Trp Gln Leu Gln Thr 6ly Ala Asp Leu Asn Gln 6ln Asp Val Leu Gly
50 85 &6
Glu Ala Pro Leu His Lys Ala Ala Lys Val Gly Ser besu Slu Cvs Leu
65 70 15 8t
Ser Leu Leu Val Ala Ser Asp Ala Gln Ile Asp Leu Cys Asn Lys Asn
85 90 , 85
Gly &ln The Alsx Glu Asp Leu Ala Txp Ser Cys Gly Phe Pro Asp Cys
1086 105 118
Ala Lys Phe Leu Thr Thr Ils Lys Cys Met Gla Thr Ile Lys Ala Serxr
118 120 125
Glu His Pro Asp Arg Asn Asp Cys Val Ala Vel Leu Arg Gln Lys Arg
130 138 1490
Sar Leu Gly Ser Val Glu Asn Thr Ser Gly Lys Arg Lys Cys
145 138 158
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<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<400>

5
1949
DNA

Homo sapiens

CDS

(5) ...

(1760)
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caac aty geg cog tew acg cog cte big aca ghte oga gga toa gas yga 48
Met Ala Fro Ser Thr Pro Leu Leu Thr Val Arg Gly Ser Glu &ly
1 5 10 15

oty btace atg gtg aat gga ooa cea cat ttk aca gam adge aca gtg bt 97
Ley Tyr Met Val Asn Gly Pro Pro His Phe Thr Glu Ser Thr Val Fhe
28 25 30

cca agg gaa tot ggg aag aat tge asa gte tgh ate tbt agt asg gat 145
Pro Ang Glu Zer Gly Lys Ash Cys Lys Val Cys Ile Phe Ser Lys Asp
35 30 45

ggg ace thg vl goo g ggc aat gge gaa aas ghta aat att ate agt 183
&ly Thr Leu Phe Ala Trp Gly Asn Gly Glu Lys Val Asnh Ile Ile Ser
50 55 &¢

gte ant aac aag gga cta obg cac too tho gac cte chg aag goa gtk . 241
Yal Thr Asn Lys Gly Leu Leu His Ser Phe Asp Leu Leu Lys Ala Val
&5 70 5 )

tge ottt gaa the teoa coo aaa aabt act gte oty gea acg tgy cag cot 288
Cys Leeu 5lu Phe Ser Pro Lys Asn Thr Val Ise Ala Thr Tzp Gln Pro
a0 BS ¢ 85

tac act act btet aas gat ggo aca got ggg ata coo aac ota ca’ ctb 337
Tyr Thr Thr Ser Lys Asp Gly Thr Ala 6ly Ile Pro Asn Leu Gln Leu
100 108 110

tar gat gty aaa ack ggge aca gt thy saaz tot tie ate cag aaa aaa 385
Tyr Bsp Val Lys Thr Gly Thr Cys Leu Lys Ser Phe Ile Gin Lys Lys
115 120 1385

atg maa aat tgg bgt ce’ fteoe togg Lo gaa gat gaa act obb tgbt goe 433
Met Gln Asu Trp Cys Pro Ser Trp Ser Glu Asp Glu Thr Leuw Cys Ala

130 133 140

cge aat gttt aac aat gas gttt cac tte ttt gaa aac aag aab tit aasc 481
Arg Asn Val Asn Asn Glu Val His Phe Phe Glu Asn Asn Asn Phe Rsn
14% 150 185

aca att gea aat aaa Lhg cat tig caa aaa &bl zat gac Lot gta tia 528
Thr Ile Ala Asn Lys Leu His Leu Gln Lys I1le Asn Asp Phe Val Leu
160 165 170 178

toa oot gga coec caa cca tac aag gby gebt gto tat gbt com gga ags 377
Ser Fro Gly Pro Gln Pro Tyr Lys Val Ala Val Tyr Val Pro Gly Ser
180 185 180

aaa got gea oot teoa thbt gttt age tts tabt cag tae cce ase bbbt gob 635
Lys Gly Bla Pro Ser Phe Val Aoy Leu Tyr Glon Tyr Pre Asn Phe Ala
1i8% 200 205

gga oot cat goa gob tta got ast asa agk tte tit aag gea gat aas 673
Gly Pre His Ala Ala Leu Ala Asn Lys Sex Phe Phe Lys Ala Asp Lys
210 213 220

gtt aca akg ctg tgg aat aza aaa gobt acht gobt ghy tte gta ata got 721

Val Thr Mat Leu Trp Asn Lys DLys Ala Thr Ala val Leu val Ile Ala
225 23g 238
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age
Ser
240

cta

Lau

#aa
Lys

fog of o
Fhe

thy
Leu

goe
320
aat

Asn

att
Ile

gat
Asp

aat
Asn

tat
Tyr
400

ttt
Fhe

cea
Pro

coe
¥ro

gay
@lu

tta
Leu
480

acg
Thr

ET
His

aat
Rsn

tgt
Cys

aaa
Lys
308

tan
Pyx

obyg
Lau

tot
Sex

ggt
Gly

azt
Asn
385

gat
Asp

ttg
Ley

agt
Sex

P xY
Pro

gaa
&in
465

taa
Ser

gat
Asp

tae
Tyr

ggc
Gly
got
290
tgt

Cys

tat
Tyr

agy
Brg

asa
Lys

gag
Glu
370

gga
Gly

gtg
Val

gat
Asp

gaa
Glu
get
£5¢Q
cea

Pro

FAa
Lys

gtt
Val

att
Ile

cos
Pro
275

gta
Val

gat
Asp

age
Ser

gga
Gly

coyg
Fro
355

oat
His

tac
Tyr

ocy
Pro

gga
Gly

gha
Val
435

tta
Ley

falas sl
Bro

aca
The

gacg
Asp

goa
260
att

Ile

tat
Tyx

ot
Pro

cat
Bro

caa
Gln
349

gty
Val

att
Ile

RAR
Lys

tea
Serxr

ata
Tie
420

Sed

Pro

aga
Arg

cay
Gin

got
Ala

aag
Lys
245

a0
Thr

tat
Ty

ggt
Gly

gta
Val

cat
His
325

aty
Mat

got
Ala

tta
Ley

att
Ile

agt
Asn
405

fook i
Phe

agt
Asn

aat
Asn

aat
Asn

fos o 8
Leu
488

aca
Thx

aat
Asn

gat
Asp

ttt
Phe

tgyg
380

gea
Ala

ooa
Pra

yag
Glu

428
Lys

atg
Met
470

RKAEA
Lys

aga
Bly

aga
Gly

gta
val

atg
Mat
2588

gac
Asp

cat
Hisg

gty
Val

gat
Asp

got
Ala
375

aat
His

gaa
Glu

gea
Ala

gaa
Glu

coa
PO
455

aay

Lys

aat
Asn

got
Als

gaa
Giu

gt
¥al
280

cot
Pro

ttt
fhe

aka
lle

tgg
Trp

tot
Ser
380

Aa
Thr

tat
Tvr

tta
Leu

aaa
Lys

ot
Brao
440G

ate
Ile

coa
Pro

casg
Gin

hdolid
Sex

agt
Saxr
26

Loy
Top

goo
Bla

gga
Gly

tta
Ley

gat
Asp
345

aca
The

gt
Cys

act
Thx

aca
Thr
425

aaa

Lys

ace
Tht

Lod= -9
Gln

agy
Arg

tag
Tyr
254
got

Ala

aab

aaa
Lys

act
Thy

ata
Val
338

gty
Val

tat
TyL

gk
Ala

ggc
Gly
eag
410
ata

Tle

gtt
Val

aat
Asn

tea
Sex

aag
Lys
490

tak
Tyr

gta
Val

tot
Ser

gog
Ala

ggt
Gly
313

tta
ey

EEE
Lys

Tt
Fhie

cee
Proe

Lot
Ser
385

gtt
YVal

act
Thr

goa
Ala

tue
Ser

gga
Gly
475

oat
His

gga
Gly

gty
Val

agt
Sey

aca
TThr
300
oot
Bro

got
Ala

aae
Asn

got
Ala

agy
Rrg
380

ate
Ile

tot
Sex

tac
Tyx

aca
Thy

aaa
Lys
464

’AC

Asn

gaa
Glu

gaa
Blu

cag
Sin

tet
Sex
285

atg
Iie

egt

gga
Gly

tag
Ty

tgg

Trp
365
tta
Lo

tig
Leu

tag
Trp

caa
Gln

get
Ala
445

ttg
Leaw

gat
Asp

got
Ala

caa
Gin

tra
e
230

ack
The

tte
Fhe

aat
Asn

ttt
Phea

Sas
Lys
350

tgo
Cys

gy
Arg

cac
His

cag
Gin

goa
Als
430

tat
Tyx

cat
His

aag
Lys

aay
Lys

act
Thr
255

cea
Fro

gayg
Glu

aac
Asn

gca

Ala

gga
Gly
338

i
Ly

eng
Pra

gttt
Val

2ag
Lys

coa
Pra
415

gt
Val

aga
Axg

gaa
Glu

coa
Pro

aaa
Lys
485

768

817

865

a1z

1409

1057

1153

1203

1249

1287

1345

1383

1441

1489



got
Ala

act
Thy

Lot
Ser

]
Leut

cta
Lew
560

cag
Gin

tigatgaccea gasatcaghy waaacacate thobgtitaas cocattggta tacacagaat ,
attooctgtge ccacacttsa tgteastcta taatittaac catttatoca agatbtctact

gea
Ala

ot
Pro

999
Gly

aga
Lys
545
gam
Glu

gay
Glu

aag cag gaa

Lys

goc
Ala

gac
Asp
530
geoa
Ala

aaa
Lys

oty
Leu

Gln

oy
Pro
535

[eles

Bro

ate
Ile

aak
Asn

gaa
Glu

Glu
50¢

cang
Gln

gag
Glu

gaa
Glu

cag
Gin

gat
Asp
580

gos
Al

age
Ser

ata
Tie

caa
Gln

ttg
Lew
585

ttg
Lew

aga
Arg

aca
Thy

gae
Asp

oty
Leu
550

gag
Gl

gaa
Glu

agt
Seyx

coa
Pro

aaa
Lys
535

aaa
Lys

aaa
Lys

ttg
ey

gas aay
Asp Lys
5035

ega aac
Arg Asn
520

aaa ate
Lys Ile

gaa caa
Glun Gin

att cag
Ile Gln

gat: aty
Gly Ile
585

agt
Ser

act
Thr

asg
Lys

goa
Ala

aaa
Lys
870

e
Pro

gte
Val

age
Asn

goa
Ala
558

gaa
Glu

gak
Asp

tet
Ber

ota
FA-3ES
540

ach
Thr

asa
Th

teg
Lauw

cag
Gln
528

aag

Lys

gga
Gly

goe
Ala

gou
Ala
510

tea
Sex

aay
Lys

3aa
Lys

ctl
Lew

act
Exo

atl
Ile

aza
Lys

cag
Cin

cto
Len
575

t aaagatteoac gga’sagoasg

aagtgtasaa ttatltaata abtgbotatta aattgatatt tatatcettyg

1537

1585

i833

i681

1729

1780

1840
1860
18949

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

6

585
PRT

Homo sapiens

6

39



Mat
Tyz
Arg
Thy
Thr
65

Leu
Thr
Asp
Gin
Asn
145
Xle
Bro

Gly

Pro

Ala
Met
Glu
Leu
50

Asn
Glu
Thr
Val
Asn
13¢
Val

Ala

Ala

His
210

Fro
Val
Ser

35
Phe

Phe
Ser
Lys
115
Trp
Asn
Asn
Bro
Bro

185
Ala

Serx
Asn
20

Gly
Ala
Gly
Ser
Lys
100
Thy
Cys
Asn
Lys

Gln
i8¢

‘Ser

Alas

Thy
Gly
Lys
Trp
Leu
Pro
85

Bsp
Gly
Pro
Glu
Leu
168
Pro

Phe

Len

Bro
Pro
Asn
Gly
Leu
70

Lys
@ly
Thx
Sar
Val
15¢
His
Tyr
Val

Ala

Leuw
Bro
Cys
Asn
55

His
Asn
Thr
Cys
Trp
13%
His
Leu
Lys
Arg

Asn
215

Lauy
His
Lys
40

Gly
Ser
Thr
Ala
Leu
120
Ser
Phe
Gin
Val
Leu

20Q
Lys

Thr
Pha
25

Val
Glu
Phe
Val
Gly
105
Liys
Gig
Phe
Lys
Ala
185
Tyx

Ser

40

Val
10

Thr
Cys
Lys
Asp
Leu
Ile
Ser
Asp
&lu
Ile
170
Val
Gin

Phe

Arg
Glu
Ile
Val
Leu
75

Ala
Pro
Fhe
Glu
Asn
155
Asn
Tyr
Tyxr

Pha

Gly
Ser
Phe
Asn
60

Lau
Thr
Asn
Ile
Thr
146
Asn
Asp
val

Pro

Lys
220

Ser
Thr
Sex
45

Ile
Lys
Trp
Leu
Gin

125
Leu

As n'

Phe
Pro
Asn

205
Ala

Glu
val
30

Lys
Ile
Ala
Gln
Gin
110
Lys
Cys
Phe
Val
Gly
180
Phe

Azp

Gly
15

Phe
Asp
Ser
Val
Pro
85

Leu
Lys
Ala
Asn
Leu
175
Ser

Ala

Lys

Ley
Pro
&ly
Val
Cys
BO

Tyr
Tyr
Met
Arg
Thr
164
Ser
Lys
Gly

Val



Thr
22%
Thr
His
Asn
Cys
Lys
305
Tyr
Ley
Seyr
Gly
Asn
385
Lay
Seyr
Pro
Glu
365
Ser
Ala
Pro
Gly
Lys

545
clua

Met
Asp
Tyx
Gly
Ala
230
Cya
Tyr
Arg
Lys
Glu
370
Gly
Val
Asp
Glu
Ala
458
Pxro
Lys

Lys

Leu
val
ile
Pro
215
Val
Asp
Ser
Gly
Pro
355
His
Tyx
Pro
cly
val
435
Lent
RPro
Thy
&ln
Pro
515

Pro

Ile

Trp
Asp
Ala
260
Ile
Tyr
Bro
Pro
Gin
340
Val
Tie
Lys
Sex
Ile
420
Pro
Arg
Gln
Ala
clu
500
Gin

Slu

Asn
Lys
245
Thr
Tyr
Gly
Val
His
325
Met
Ala
Leu
Ile
Asn
403
Phe
Asn
Asn
Asn
Leu
485
Ala
Ser

Ile

Sln

1 Leu

565

3 Lan

Lys
230
Thr
Rsn
Asp
Phe
Phe
310
Gly
iu
Ser
Thr
Txp
38

Ala
Pro

Glu

Lys

Liys
Gly
Gly
Val
Met
285
Asp
His
Val
Asp
375
Hisa
Gly
Ala
Glu

Pro
455

Ala
Ala
Glu
Val
284Q
Bro
Phe
Ile
Trp
Sar
360
The
Tyr
Leu
Lys
Pro
440
Ile

Pro

1 Gln

Asp
Axryg
320
Lys
Glu

Ii=

Thr
Ser
Sexr
285
Trp
Ala
Gly
Leu
Asp
345
Thr
Cys
The
Trp
Thr
425
Lys
Thr

Gln

Alay
Tyr
250
Ala
Asn
Iys
Thr
Val
330
Val
Tyr
Ala
Gly
Gin
410
Ile
val
Asn
Sex
Lys
490
Ser
Thr
Lys
Ala

Lys
370

Val
235
TYr
Val
Ser
Ala
Gly
315
Leu
Lys
Phe
Pro
Sex
395
Val
Thr
Ala
Ser
Gly
475
His

Pro

Val

Ala
§55%
Glu

Leu
Gly
Val
Ser
Thr
340
Pro
Ala

Asn

Ala 1

Axg
380
Ile
Sey
Tyr
Thy
Lys
480
AEn
Glu
Asp
Ser
Leu
540
Thr

Thr

Val
Glu
Gln
Ser
285
Ile
Arg
Gly
Tyr
365
Leu
Leu
Trp
Gln
Ala
445
Leu
Asp
Als
Leu
Gln
52%
Lys
Gly

Ala

Ile Ala

Gln Thr
2585

Leuw Pro

270

Thr Glu

Phe Asn
Asn Ala

Phe Gly
335

Lys bLeu

350

Cys Fre

Arg Val
His Lys
Gln Pro

415
Ala Val

430
Tyr Arg
His Glu
Lys Pro
Lys Lys
495
Ala Pro
510
Sexr Ile
Lys Lys
Lys Gln

Leyu Leu
5758

Ser
240
Leu
Lys
FPhe
Leu
Ala
320
Asn
Ile
Asp
Asn
Tyr
400
Phe
Pro
Pro
&l
Leu
480
Ala
Thr
Sexr
Leu
Leu
380
&Gin

DNA

Homo sapiens

41



<220>
<221>
<222>
<400>

CDS
(78) ... (642)
7
tagtygyooe cagtghbtgey otctotggoe gtincitaca ohttgotica ggeboragty 34
caggggegta gtgggalt atg goo eac Loy gge tgo sag gac gte sog ggt 118
Mzt Ala Asm Sexr Sly Cys Lys Asp Vel Thr Gly
1 S 19
oo’ gat gay gag agh ik oty tac tht goe tee gge age aac cty otg isa
Pro Asg &lu Glu Ser Fha heu Tyr fhe Alz Tyr Qly Ser Rsn Len Leu
i5 20 25
aca gag agy ate cac ote ogs Rkac oog tog gng gog tie bte tghk gty 2348
Thr Glu Axg Ile His Leuw Arg Asn Pro Ser Ala Als FThe Phe Cys Val
30 35 40
geo ege oty cag gat tith sag ottt gac bttt gge mat toc cas ggo ase 254
Ala Arg Leu Gix Asp Phe Lys Leu Asp Phe Gly Asn Ssr Gla 81y Lys
45 30 835
aca agt cax Ret Loy cat g9gs 9oy atx goo aoe abt tdt eag aghk et 342
Thr Ser Gln Thr Trp His Gly Gly Ile Ala Thr Ile Fha 8ln Ser Pro
50 8% 70 78
gen gat gaa gbtg Lgg goa gbta gta btgg amas sty ase eaasa age sat tha 354
Sly Rsp Slu Val Trp 81y Val Val Trp Lys Hst Rsn Lys Ser Asn feu
8¢ 85 a4
aat tot ocbg gat gag o’s gaa g9g ght asa agt goge atyg bab gt gia 388
Aen Ber hea Rsp Glu Gln Gluw Gly Val Lws Ser Gly Med Tvr Val ¥al
¢5 100 105
ata gas gttt ass gth gea Aot cas gar ggs aax gra aba ace gt eoga 446
Ile €lu Val Lys Vel Ala The Gls Glu Gly Lys Glu Xle The Cys Axg
110 118 3
ARGt Tat cobg abtyg ase aat tad gaa xgt got cow ooz tew oow sy tat 484
Ser Tyxr Leu Met Thr Asn Tyr Glu Sex Ala Firo Fro Sek Pre Gln Tyr
185 130 135
sax aag ath avtt tge ety og¥ goa asa gaa aat gotr thg cog otg gng 542
Lys Lys Ile Tle Cys Meb Gly Ada Lys Glu Asp Sly lsu Pro Leu Glu
1:8 148 150 i85
tat cax gy axkg LIz axs goa ata gas oon 2ab gac tat adk gga kag 290
Tyxr 8lr Glu Lye Lo Tys Ala Ile Glu Pro Asn Asp Tyr Thr 6Gly lys
160 16$ 179
gte teas gar gax At gax gae ’a¥o ate 28a 2ag gyy gar rea cax aclt 838
Val Ser Slu Slu Ils &iu Asp Ils Lle Lys Lys S1y Glu Thre Gin Thr
138 180 igs
obt T agsacatass agaskatato tasggatadt ctabtghgedas atataasaka &893
R3]
titttagcas bigagascag gwstcbgggy gatoborasy thigatooat titcageagt T5E
getotgangg agtabtotiae thgggtgatt cottgttitt agactataze sajymaackygg 812
gataggagtt agaceatiba sagggetgt atgagggost gasatatgtg acasabgaat 872
ghgagtaces otictgtgsa castgaaage tattebothy aatbtgatabt aagtghoton B3E2
thgototgyt aanagatags thbgtagebe actbgabgatr gotgetggty aatigoedotby 992
chotgtelga gatbibtzaa aatcagetta atgagagbas totgorgscs atigstasta an%2
acatitigaa aattggasay atggtatact ghtittagag gustaaacgt sttbgtgg 118

42



<210> 8

<211> 188

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8

Met Ala Asn Ser Gly Cyvs Lys Asp Val
1 5
Fhe Leu Tyvr Phe Ala Tyr Gly Ser Asn
) 29 25
Leu Arg Asn Pro Ser Ala Ala Phe Phe
35 40
Bhe Lys Leu Asp Phe €ly Asn Ser Glan
50 . 55

His Gly Gly Ile Ala Thr Ile Phe Gln

&8 70

Gly Val Val Trp Lys Met Asn Lys Ser

85

Gln Glu Gly Val DLyvs Ser Gly Met Tyr
180 105

Ala Thr &6in Glu Gly Lys Glu Ile Thr

115 120
Asn Tyr Glu Ser Ala Pro Pro Ser Pro
130 135

Met Gly Ala Lys Glu Asn Gly Leu Pro

148 150

Lys Ala Ile Glu Pro Asn Asp Tyr Thr

1865

Glu Asp Ile Ile Lys Lys Gly Glu Thr

188 185

<210> 9

<211> 965

<212> DNA

<213> Homo sapiens
<220>

<221> CDS

222> (79) ... (232)

<400> 9

43

Thr
10

Leu
Cys
Gly
Sasr
Asn
aQ

Val
Cys
Gln
Leu
Gly

170
&Glin

Gly
Leu
Val
Lys
Pro
75

Leu
Val
Axg
Tyr
Glu
1585
Lys

Thy

Pro
Thr
Ala
Thr
&Q

Gly
Asn
ile
Sex
Lys
140
Tyr

Val

Asp
&ia
Arg
45

Sexr
Asp
Sar
Glu
Tyr
i2s
bys
Gln

Ser

Leu

Glu
Arg
30

Lieu
Gln
Glu
Lau
Val
11Q
Leu
Ile
Glu

Glu

Glu
i5

Ile
Gln
Thr
Val
Asp
85

Lys
Mel
Ile
Lys

Gla
175

Ser
His
Asp
Trp
Trp
8¢

Glu
Val
Thr
Cys
Leu

160
Ile




gtagtgggee ccagbgtbtge getetotgge agticctiac actbtgetic aggetecagt 60
goaggggest agtgggat aty goo aac tog ggc tge aag gac gbo acg gob 111

Mat Ala Asn Serx Gly Cys Lys Asp Val Thr Gly

1 16
coa gab gag gag agt tit ohg tae LU goo fao QU agc aae oty oty 158
Fro Asp Glu Glu Ser Pha Leu Tyr Phe Ala Tyr Gly Ser Asn Leu Leu
15 20 25
aga gay agy ats cac cte oga aac oot toy gog gog tte tte tgt gty 207
Thr Glu Ang Ile His DLeu Arg Rsn Fro Ser Ala Als Pha Phe Cys Val
3D 38 4D
gec cge ctg cag gea aga agg ggbt t aaaagtggas tgtatgttgt 252
Als Arg Leu Gln Ala Arg Arxg Gly
45 50

aatagaagtt asaagtbgeaa ctoaagaagg aaqagaaata acctgtogaas gtiatotgat 312
gacaaattac gaasaghgete ceccatocee acagtataas aagatkattt geatgggtge 372
saargaadat ggtttgecge tggagtatoa agagaagita saagoastay saccasatga 432
ctatacagga aaggtctoay aagaaattga agacstcatc aaaaagugyy aaacagagac 482
tetttagaae ataacagaat atatotaagg gtattetatg tgetaatata aaabattttt 552
aacacttygayg aavagggatce tgggggatob ccacgttitga tocatrttica goaghgetot &12
gaaggagtat cttackttggy tgatboottg tttttagact atsasaagaa actgygatag 8§72
gagttagaca atttasaagy ggtgtatgag ggocctgmaat abtgtgacaaa btgastgtgay 732
tacccettolt gtgaacacty asagetatte totigaattyg atcttaagty tetecttget 793
chggtaasag atagatttgh agotcactty atgatggbtge tggtgaatty cteotgetoty 852
toetgagatit ttaasaatea gobtaatgag aghtastcochtge agacaattgs taataacatt 81z
ttgaaaatty geasgatggt atactgtbtt tagaggaata ascogbatibg tgyg 965

<210>
<211>

10
51
<212>
<213>

<400> 10

PRT

Homo sapiens

Met Ala Asn Ser Gly Cys Lys Asp val Thr Gly PBro Asp Glu Glu Ser

1

Phe Leu Tyx Phe Ala Tyr Gly Ser Asn Leu Leu Thr &lu Arg Ile His
20

Leu Arg Asn Pro Ser Ala Alzx Phe Phe Cys Val Ala Arg Leu Sln Ala

35
Arg Arg Gly

50

25

48

44

1%

30

435




<210> 11

<211> 658

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 11
tegagaggag ctgacagoet toctgoacoe cgaggagtga gghgggocas tgggtgekge 60
ceoctgoosa ggaccagoce chggtggaag coaaccacet gehgoacdad agogacasyy 128
acaaggacyy goggetyage asagoggaas tootgggbas ttggaacatg tttgtaggea 184G
gtoaggarac caactatggt gaggaccigs cooggoacea cgatgagely tgagoocego 240
geacntyoss cagooteaga ggocogeaca atgacedgay gaggagaeage wgtggtotay 380
ceccotecct gteocaggeon cgoaggagge agabtygcagte coaggeates toctgooaet 360
gggctoteag ggaccoecty ggtaggette tgtooccigte acacococas ccocagygag 420
gogetgteat agteoovagey gataagerat acotatttet gactgagted cocagoccag 48¢Q
aceraggyas cotygoocer agoeteagotes taagaacoyn cacoaacoee toeagotoos 540
aatectgagee tocaccacat agactgaasc tecechggeo ceagecctet sotgectgge Y
ctggectggy acacctante totgecagga ggcaatasaa gooagegeoy ggacotiyg 658

<210> 12

<211> 1507

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc feature

<222> 1047, 1301

<223>n =A, T, Cor G

<400> 12
ggaacgeaga goeggayegly gagagoggad ogaadetygga tascagggga cogatgatgt 60
ggegaccate agtiatgetyg cttctgtige tactgaggoa cggggoooag gggamgooat 136
ceooagacys aggoccteat ggocagygge gygtgoacra ggcggeeses ctgagoegacyg 180
ctogooatga tgacgoocas gggeaciiee agkacgacoa tgaggcektie chgggacagg 240
aagtggocaa ggasatiogas caactoaceo cagaggarag ooaggocegt chaggyodgygs 300
togtggsocg catggacoge gogggdgacy godacggoby ggtgtegety googagoette 3840
gegoegiggat cgogeacacy cageoagegye acatacggga stoggitgage goggoetggg 420
acacgtacga cacggasege gacgggegtyg tgagttygdda ggagotgoge aacgagacet 480
atggecacta ogogoeoggt gaagaatitte atgacgtyga ggatgcagag acctacaasaa 540
agatgoetygge togyggacgay cggogtitods gagtggeega ceaggatggy gactogatgg &00
coactaogaga ggagetgacs goottectge accoogagga gttoocteoacs atgogggana &0
tegtgattge tgasacooty gaggacctgy acagaaacaa agatggetat gtocagatgg 720
aggagtacat cgoggatety tacteageoog ageoctggqga ggaggageny gegtgggtygc FE&O
agacggagag geagecagtte cgggacttoo gggatobgaa caaggatggy cacctggaty 840
ggagtgaggt gyggesactgy gtgchkgecon ctgeoraggs ccagoeocety ghggaagoas 200
accacctgel guacgarags gacacgygaca aggrygagcy gotgagoaar goegsasatec 23]
tgggtaatig gaacatgttt gtgggecagta aggacaceas ctatggygay gacctgacac 1020
ggeaccacya tgagetgtga gomeogngoa cotgesaceay cotoagagye cogeacaaty 1080
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acoggaggag gggeogetgt ggtotggooe ectocotgbe caggocooge agyaggoaga 1140
tgoagtocea ggeatontoe tkocootggg ctotcaggga cocectyggl cggetbotgl 12900
cochgteaca cocccnacos caggeaggey ctgbeataght cocagaggat aageaatacs 12606
tatkbtetgae tgagtct:nc agretagact cagggaceet nggocccaag cteagotota 1329
agaacegoos caaccecteoe agotocaaat otgagectoc accacataga chtgasastec 1380
cotggeooca gooctotoot gootggoetg goectgggacs cotectobet gocaggagge 1440
2at3FA2POC AFLYCOQOGR 2332IARIAL BRAIIARRAE RAAAARIREE RAAIRISAQ 1580
azaaaan 1887
<210> 13
<211> 661
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<220>
<221> CDS
<222> (79) ... (376)
<400> 13
gyegeggtge agggototta agaacgaacyg gottgggoge ggactggtat coggggacty 1y
tgactigeay ggtoegoc akg gag oca gag sag aby cky gag gga cas acy 111
Met Glu Pro Glu Sln Met Leu Glu Gly &lm Thye
1 5 10
cay gkt goa gaa aat cok cac bet gag tac ggt cta aca gag aae gtbt 15%
Gin Val Ala Glu Asn PFro His Ser Glu Tyr Gly Lew Thx Rsp Asn Val
18 20 25
gag =aga ata gbta gasd aat gag 2ag att asst goa gaa aag tead toa aag 207
Glu Arg Ile Val Glu Asn Glu Lys Ile Asn Ala Glu Lys Ser Sexr Lys
30 35 4G
cag aay gba gal cte cag Lot thyg ooa act ogt guw tac oty gat cagy 255
GEin Lys Val Asp Leu $ln Ser Leu Pre Thr Arg Ala Tyr Leu Asp Gln
45 540 5%
awa gttt gty ook abe tika tia cag ggs okt goh gtg otk gea aag gaa 363
Thr Val Val Pro Ile Leu Leuw &in Gly Lew Ala ¥al Len Ala Lys Gln
80 85 70 75
aga ooa cca aal cce att gaa TLt ota goa tot tat ottt tta asa aac 351
Arg Pro Pro Asn Bro Ile Glu Fhe ITeuw Ala Ser Tyr Leu Lew Lys Asn
84 BS 26
aag goa cagy tit gas gat cga aac € gactiaalgy gaagaacaga 3946
Lys Ala &ln Phe Glu Asp Arg Asn
85
aasatitaght tgctactgba gatttacaty atteagagge agoetitaatt gecatgatca 456
thocotettt ttggatgtat sagascotte cggacaacayg ascchatiico tggasthgeoa 516
gaagataaca tatttcooctt attttgattt astcaccoata aaccatacet attlaatgag 578
tgtattobgt geoastibitt totesgattg tetitaactt tghitttasa atgaccetiea 636
aaatasacty tosasacsce attat 881

46



<210> 14

<211> 99

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14

Met Glu Pro Glu Glan Met Lew Glu &ly Gln Thr 6ln Val Ala Glu Asn

Pre His Ser Glu Tyr Gly Leu Thr Asp Asn Val Glu Arg Ile Val Glu

20 25 39
Asn Glu Lys Ile Asn Ala Glu Lys Ser Ser Lys Gln Lys Val Asp Leu
33 40 45
€ln Ser Leu Pro Thr Arg Als Tyr Leu Asp Gin Thr Val val Pro Ils
58 35 60
Leu Leu Gln Gly Leu Ala Val Leu Ala Lys Glu Aryg Pro PFro Asn Pro
&85 70 75 80
Ile Glu Phe Leu Ala Ser Tyr Leu Leu Lys Asn Lye Ala 6ln Phe Glu
85 30 85
Asp Arg Asn

<210> 15

<211> 1507

<212> DNA

<213> Homo sapiens
<220>

<221> misc_feature
<222> 1047, 1301

<223> n =A, T, C or G
<400> 15
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ggraggeaga goggagegty dadageggag cgaagobgga teacagggges cogatgatyt &0
pgogaccate agttoetgoty cbbeobgbtge tactgaggoa cggggocceay gogaagocat 120
coccagacge aggecckoat ggocagegga gggtgoacea ggoggoceos chgagogacg 180
stacacatga tgaggeccae ggyaacttoe aghtacgacoa tgaggettbe ctgggaegag 240
aagtggooaa ggaaticgac canctoacoo cagaggaaay coaggocoegh ctggggrggs 300
tegtggacoy catyggscege gogggggacy gogacggetg ggtgtogeby googagetto 380
gegegtggat cgogeacacy cagragogge acatacggga ctoggbtgage goeggestgay 420
acacgtacga cacgyaonge gacgggegty tgggtiggga ggagotgege aacgegacat 480
atggecacta cgegeooyggt gaagaatttc atgacgbgga ggatgoagag acctacaaas 540
agatgebgge togggacgay cgyegtttor gogiggecgr ocagygstyggy gactegatyy 600
coactogaga ggagobgacs gecttochygo accoogagya ghtecctoers atgogggaca &60
togtgatige tgaascocty gaggacchkyy acagaarcaa agatggotat ghoacaggtay TR0
aggagtacal cgoggatoety tactoagooyg agoctggona ggaggagany gogtgggtge 780
agacgyagay goageagite cgggacttoo gggatolgas caaggatggy cacctggatyg 840
ggagtgagyt gggecactgyg gtactgeces ctgoocagga coageecety ghyggaagosa 200
acgacctget goacgarage gacacdggaca aggaygaged gotgagoasa gogssaatono 360
tgggtaatiyg gaacatgttlt gtgggeagte aggecaccaa ctatggygag gacctgacoo 1020
gycaccacga tgagotghgs gamecgngea cotgocacagd cotcagagge cogoacaaty 1080
accggaggag gggoogebgt ggtotggoee cotoocotghe caggooocge aggaggoaga 1140
tgeagtocea ggoatoctor tkoooctgyg ctoteagyya ceccotgggt cggettctgh 1200
coctghoata Cotocaaces cagguagggy ctgtceataght cocagaggat aagoaatace 1280
tatttobgan tgaghotece ageccagace cagggacect nggecocaay choageteta 1320
agaacogene cagccoeter agotocaaat ctgagooteos acscacatags ctgsaasben 1388
cotggeeces gecctetook gootggooty goctgggaca cctoototot gocaggaggo 1440
aatasaaged agogooyyys SElaAaRARR ARRAICGETAR VALYV RAAR ARNARASEEEY 1500
3agadAn 1507
<210> 16

<211> 716

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CDS

<222> (16) ... (538)

<400> 16

chogategaa gogag atyg geg gac ghg ¢ka gat okt cac gag gobt ggy gee
Met Ala Asp Val beu Asp Liew His Glu Ala Gly Gly
i 5

14

51

48



gaa
Glu

aas
Lys

999
Gly
45

gge
Gly

gta
Val

ttao
Pha

cga

aag
Lys
125

gga
Gly

gge
Ely

wgt
Arg

gragoobtgy acarntagga ctggggbtyge astigotgty tttatatita astcotottaco
gtatatgeglt agtatittgag tigegaatas abgttocatlt thgbitttcta caaasasasa

IBa#

gat ttc goe aky gat
Asp Phe Ala Met Asp
15

gas 338 gOg 248G 2aa
Glu Lys Ala Lys Lys

toc cga gog ogy atyg
Ser Arg Ala Axg Mat
30

gat gaa coo ggR cca
Bsp Glu Pro Gly Pro
9

act gga gtc cat gag
Thr Gly Val His Glu
8O

gea gaa tat gy gaa
Ala Glu Tyr Gly Glu
&85

aca gga tat ctg asg
Thr Gly Tyr Leu Lys
1i¢

gaa go¢ cag got got
Glu Als Gln Ala Ala
130

cag o ate age gkt
Gln Pro Ile Sexr val
145

aay agg ag ggt ggw
Lys Arg Any Gly Gly
lg¢

gag gab g9y

Glu

cgg
Axiy
33

cgh
Arg

caa
Gln

gaa
Glu

att
Ile

999
Biy
115
atg

Mek

g
Asp

oga
Arg

Asp
20

any

Lys

gag
Glu

ege

Aryg

Gos
Ala

aax
Lys
100

tat
Tyx

gag
Glu

tygyg
Trp

aga
Arg

ege U gacaggteot ctghbigtoca

Aryg

2RI

Gly

ggt
Gly

gat
Asp

tok
Ser

L Lnedon
Thr
85

aag
Rsn

ack
Th

gaa
Gly

tgt
Cys

oy
Axy
188

gobgttctet teaagatten atittgaccat

gac
Asp

oge
Arg

tat
Ty

gt
Val
Eit

qaa
Slu

att
Iis

ocbta
Ly

cte
Leu

kit
Phe
150

age
Sex

gayg agc
Gly Ser

gge tht
Gly Phe
49

Jac age
Asp Ser
55

gaa gge
Glu Gly

gas gac
Glu Asp

zat che
His Leu

gttt gaa
Val Glu
124

aat gge
Asn Gly
i35

gtt cgyg
Val Arg

aga agt
Arg Sex

atk
Ile
25

age
GLly

gig
Val

tgg
Trp

ata
Ile

aaa
Asn
108

tat
Tyr

cay
Gin

agh
Gly

oer
Pro

cas
His

faed
Sex

gagy
Glu

att
Ile

Cag
His
90

eto
Leu

gaa
Glu

gat
Asp

oo’
Pro

gac
Asp
170

2ER
Lys

gaa
Gliun

cay
Gin

[l e
Leu
75

gag
Asgp

gac
Asp

aca
Thr

thg
e

foZar]
Bro
155

<gg
Arg

oty
Teemxy

gag
Glu

gar
Asp
&0

fe e
Phe

aan
Lys

agy
Arg

tac
Tyr

abkg
Met
146

aag

Lys

aga
Axg

28

147

185

291

339

387

483

531

588

648
708
718

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

17

174

PRT

Homo sapiens

17
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Met Ala Asp

¥Mebk Asp 6lu

Lys Lys Arg
38

Arg Mat Aig
50

val
Asp
20

Lys

Giu

Leu
Gly
Sly

Asp

Asp

Asgp

Tvr

Leu
Glu
Gly

Asp
55

His Glu

Ser Ile
28

Phe Gly

40

Sar Val

Ala Gly
His Lys
Ser Glu

Gilu &in

Gly
L
Glun

asp
60

Giu
Lys
Gly

45
Gly

Asp Fhe
15

Gilu Lys

Ser Axyg

Asp Glu

Ala
Ala
Ala

Pra

Bly Pro Gln
85

His Glu Glu
Gly Glu Ile

Lew Lys Gly
115
Ala Ala Met
130
Ser Val Asp
145
Gly Gly Arg

Arg
Ala
Lys
100
Ty
Glu
Trp
Arg

Sex
Thy
85

Asn
Thr
Gly
Cys

Arg
168

Val
e

61

{lie
Leu
Ley
¥he

150
Sar

Glu
Gla
His
Val
Asn
135
Val

Arg

Gly Trp
Asp Ile
Leu Asn
108
¢lu Tyr
120
Gly Glin
Arg Gly

Bar Pro

Iie Leu
His Asp
88

Leu Asp
Blu Thr
Asp Leu

Bxe PFro

Asp Aryg
130

Phe
Lys

Arg

Met
148
Lys

Val

Phe

Arg

Lys ¢

125
Gly

Gly

Arg Arxg

Gin Pro

Lys Arg Arg

Axy

<210> 18
<211> 763
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS

<222> (2) ...

<400> 18

(551)
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¢ atyg goo aagy cog togbt ggg ghg oge obtg ago ggy gaw goc o asa cag 43
Met Ala Lys Pra Qys Gly Val Arg Leun Ser Sly Slu Ala Arg Lys Gin
i 5 10 15
gky gag gty tio aga eag ast ottt the oag gag goet gag gas ttc cha g7
Val Glu Val Bhe Arg &ln Asn Leu Phe Gln Glu Ala Glu Glu Phe Leu
20 25 30
tac aga tte titg cea cag aaa ate ata tac cbtg aat cag cte ttg saa 143
Tyr Arg Fhe Lew Pro 6ln Lys Ile Ile Tyr Leu Asn Gln Leu Lew Gln
3% 40 45
gag gae too cie aal gty gobt gae bty act tec cte ogy goo cea chg 193
Glu Asp Ser Leu Asn Val Ala Asp Lew Thr Ser Leu Arg Ala Pro Leu
54 55 &0
gac atec coe ate cra gao ook ceow coc aag gat gat gag atg g:a aca 243
Asp Lle Preo Ile Pre Asp Pro Bro Pro Lys Asp Asp Slu Met Glu Thr
85 TG 75 8o
gat aag cag gag aag aar gaa gbte oot aag tgt gge tth cto oot ggg 289
Asp DLys Gln 8lu Lys Lys Glu val Pro Lys Cys Gly Phe Leu Pro Gly
8% 20 35
rat gagy aua gte oy toe ctg okt goo obg ght mRag coa gaw gte tgg 337
Asn Glu Lys Val Leu Ser Leu heuw Ala Leu Val Lys Pro Glu Val Tep
100 105 110
act obe asa gag aaa tgo att cbg ghg att aca tgg ate caa cac oty 388
The Leu Lys Glu Lys Cys Tle Leu Val Ile Thr Trp Ile Gln His Leu
115 120 125
ate oo mayg att gaa gab ggs sat gat ttt ggy gha goa ato cag gag 433
Ile Pro Lys Ile Glu Asp Gly Asn Asp Phe Gly Val Alas Ile 6lnm Slu
136 135 140
aag gty oty gag agy gby aat goo gto sag ace aza gty asy ottt tee 481
Lys Val Leu Glu Arg ¥Wal Asn Ala val Lys Thr Lys Val Lys Leu Ser
143 150 18% 180
aga caa cea bttt cox agh ack ot eag sac gty ggg aty obg tgg oeR 528
Axg Gin Pro Phe Pro Ser Thy Ser Gln Asn Val Gly Met Leu Trp Fro
163 176 1375
agy oot coa agg aga ote atg t astggathac cgggecttgy tgeatgagey 581
Arg Pro Pro Arg Arg Leu Met
188
agatgaggea gootataggyg ageteagage catggbgety gacctgaggg cobictatgae 641
tgagebttat catatcatoa geagoaacct ggagaaaatt gitoaacccaa agggtgaaga 701
asagecatet atgtactgaa cocgggacta gasggaaast aaatgstots tatgttgtgt 761
g9 TE3
<210> 19
<211> 183
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 19

Met

Val

Asn
Thy
Ile
Lys
145
Rryg

Axg

Als
Glu

Arg

0 Asp

50
Ile

Lys
Slu
Loy
Pro
136
Val
Gln

Pro

Lys
Wal
Phe
35

Ser
Pro
Gin
Liys

Lys
115

Lys 1

Lan

Poo

Bro

Pra Cys
Phe Arg
Leu Pro
Leu Asn
Ile Pro

la Lys

Gly
Gin
Gln
Val
Asp
Lys
Sax
Cya
Asp
Val
150
Sar

e

Lys
Ala
35

Bre
Glin
Len
Ile
Gly
135
AEn
Thr

Mebt

Leu
Leu
189
Asn
Ala

Sexr

Leu
Phe
25

Ila
Lirut
Bro
gro
Ala
168
Val
Asp
Val

Gl

sar
Gin
Tyx
Thr
Lys
Lys
Leu
Ile

£he

Asn
170

aly
&lu
Lew
Ser
Asp
15

Cya
Val
The
Gly
Thr

135
Val

Giu Ala Arxg

Ala Glu Glu
3o
Asn Sin Leu
45
Len Rrg Ala
a0
Asp Glu Met

Gly Phe Leu

Lys Pro Glu
110
Trp Ile Glun
128
Val Ala Ile
140
Lys Val Lys

Gly Melt Ly

hys
Phe
e
Bro
Glu
Pra
25

Val
His
Gln

Leu

Trp
175

Ty
Thy
890

GLly
Trp
Tt
Glu
Ser
160
Pro

<210> 20

<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
222>

790

DNA

Homo sapiens

CDS

(240) ...
<400> 20

(585)

acgttttaca
actttttgby
catctacace
fgaagttgge

1

gtotttaatt aageadataa aactglacta
agatteagat cocagtgbgl catttacaas
ttthgoacay ttottgaaga caasgteata
ctgaggotyy gatgggecag tgagattaag
aty bttt tee ata oge ate ote tek kek toa get

2

10

Mat Phe Ser Ile Axg Ile Leu Ser Ser Ser Als

YtEaatatat TTctcTatga
tebbtigbel ttettetyggt
atocoacott ettttasctlb
gagaggabtt cogeteaga

kgt ek tgt tes
Phe Cys Ser Cys Ser

15

1Y)
120
180
238
287
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tbe oty gec tge tet tea got okt tot tit tha akt bttt too aght tot 335
Fhe Lieu Ala Cys Sexr Ser Ala heu Ser Phe Leu Ile Phe Ser Ser Ser
20 . 28 30
goa aga aga geb goa gta bea tea toa tes okt tot bet toa aam tet 383
Ala Arg Arg Ala Ala Val Ser Ser Ser Ser Leu Ser Ser Ssr Lys Sex
35 40 45

tea bet toc tea tot gtt aga ggg tea tot gea toa agy tbg gog gea 431
Ser Ser Sex Sexr Ser Val Anxg 61y Ser Ser Ala Ser Ang beu Ala Rla
S0 55 80

gga ate tgy toet aac oghb gge bbb kbt gae act gaa gag gag gtt gta 478
Gly Ile Trp Ser Asn Arg Gly Phe Phe Asp Thr Glu Glu Glu Val Val
85 70 75 8¢

tgt tot cogyg gitl gga uga tow cta Lib the tot ottt goa goa get ote 527
Cys Ser Arxg Val Gly Arxg Ser Leu Phe Phe Ser Leu Ala Ala Ala Leu
a5 2% 85

tet ottt ot toe aac ket cto oty aag btoa cgyg tta ocga ace et fea 575
Ber Leu Ssar Ser Asn Ser Leu Leu Lys Ser Arg Leu Arg Thr Ser Ser
100 148 110

ggg goa oo ¢ gagtagbcetyg totghattit atotttgtat gagagggtag 625
Gly Ala Ser :
115

ghetetgott gastactgst tigasagtbg gobeasabon cottcteoott tiococtteo €85
acctotggea ggttearagy tiggeotgge tgebgtighe atettttatg actggeegay T45
ghoogatges goaggetecy sagatortac agacgecatt acsac T80

<210> 21

<211> 115

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 21

¥Mat Phe Ser Ile Arg Ile Leu 'Ser Ser %Ser Ala Phe Cys Ser Cys Ser
1 & 10 15
Phe Leu Ala Cys. Ser Ser Ala lLeu Ser Phe Leu Ile Phe Ser Ser Sex
20 25 30
Ala Arg Arg Ala Ala Val Ser Ser Ser Ser Leu Ser Ser Ser Lys Ser
a5 40 45
Sexr Ser Ser Ser Ser Val Arg Gly Ser Sar Ala Ser Arg Leun Ala Ala
50 55 &0
Gly Iie Txp Ser Asn Arg Gly Phe Phe Asy Thy Glu Glu Glu Val val
a5 70 75 B8O
Cys Ser Arg Val Gly Arg Ssx Leu Phe Phe Ser Leu Ala Ala Ala Leu
853 80 55
Ser Leu Ser Ser Asn Ser Leu Lew Lys Ser Ary Leu Arg Thr Ser Ser
la4a 165 110



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<400>

22
1939
DNA

Homo sapiens

CDS

(53) ...

22

(1700)

54



gtggegaecag cggaggeagy ttgotgigit tghgattcet tetacagoeea at atg aas &8

Met Ly=
i
agg cct aag tha say zas gea agt aza cge abyg ace tge cat aag ogyg 106
Arg Pro Lys Leu Lys Lys Ala Ser Lys Arg Met Thr Cys His Lys Arg
5 i¢ 15
tat aaa atc caa aza aag gtt ogs gaa cat cmt coga aaa tta aga aag 154
Tyr Lys Ile Gln Lys Lys Val Arxg Glu Bis His Arg Lys Leu Arxg Lys
20 25 30
gag got asa aag cag gat cac a8y sy oot agg asa gac cca gga gtt 262
Glu Ala DLys Lys Gln Gly His Lys Lys Pro Arg Lys Asp Pro 8ly Val
35 40 45 59
cca aac agt get cee bttt aag gag gob oftt ottt agy gaa gobt gag cta 250
Pro Azn Ssr Ala Pro Phe Lys Glu Ala Leu Leu Arg Glu Ala Glu Lew
3% 60 &85
agg aaa cag agg ctt gaa gaa ¢tka ama oag cag cag aaa ctt gac agg 298
Arg Lys Gln Arxg Leu Glu 6lu Leu DLys Gln Gln Gln Lys Leu Asp Arg
70 75 BO
cag aag gaa cba gaa asyg aaa aga aaa ctt gaa act aat cct gat atk 348
Gln Lys Glu Leu Glu Lys Lys Arg Lys Leu Glu Thr Asn Pro Asp Ile
85 oG 85
aag coa teca aat gtg gas cot atg gaa aag gag tit ggg ctt tge aaa 384
Lys Pro Ber Asn Val 8lu Pre Met Glu Lys Glu Phe Gly Leu Cys Lys
100 195 110
ack gag aac aaa goo aag tog 9gc aaa cag aab toas sag sag oty tac 442
Thr Glu Asn Lys Ale Lys Ser Gly Lys 6ln Asn Ser Lys Lys DLeu Tyy
1156 12¢ 125 130
tgo caa gka otl zaa aag gty att gaa gee tee gat ght gho ota gag 430
Cys GIn Slu Leu Lys Lys Val Ile Glu Ala Ser Asp Val Val leu Glu
135 140 143
gtg bty gat geo aga gabt cct ctt ggbt tge aga tgt ook cag gta gaa 538
Val Leu Asp Als Arg Asp Pro Leu Gly Cys Arxg Cys Pro Gln Val Glu
154 135 166
gag geo att gtc cag aght gga cayg ass aag okg gka otk ata tia aat 5886
Gla Ala Ile Val Gln Ser Gly Gln Lys Lys Leu Val Leu Ils lew Asn
1865 170 175
.aaa tea gat oty gta coa aag gag aat £ty gag age tgyg cha aat tat 634
Lys Ser Asp Leu Val Pro Lys 8lu Asn Leu Slu Ser Trp Leu Asn Tvr
180 188 180
tig aag aaa gaa Lig oo’ aca gty gty ftto aga goo toa aca aaa coa 682
Lew Lys Lys Glu Leu Pro Thr Val Val fhe Arg Ala Seyr Thr Lys Pre
185 200 205 210
aag gat asa g9y azg ata ace aag cgt ghy sag gom aag aag aabk got 130

Lys Asp Lys Gly Lys Ile Thr Lys Arg Vel Lys Ala Lys Lys Asn Ala
233 228 225



got
Alsa

faot i of
Togtx

gta
val

B3
Lys
215

g
Hex

e

oga
Arg

geg
Ala

gt
Val
353

aga
Axg

g
Al

tge
Cys

atk
Tis

s8C
Asn
43%

g

Ser

aay
Lys

e
Pra

o ok o
Teu

att
Ile
2648

caa
Slin

atyg
Met

AGS
Sex

agt
sSar

ate
Iie
340

fecdo =

Pre

ags
Axg

ang
Tys

cay
His

gty
Val
429

aat

£ 3% ol o
Phe

gga
Gy
245

gyt
&1y

gaa
alw

sas
&in

tie
Phe

oS
Bro
335

otk

Ly

gER
Gy

gyt
Sy

oty
Len

falnled
Pro
405

gta
Vil

goa

Ran Ala

ato
Ile

qac

ot o of
feez

ata
Ile

aga
Arg
230

ggt
Gly

o
Fhe

oay
G

gttt
Val

fo% ko]
Tls
310

goa

Lo
Sey

LA
Tyx

atyg
Mat

oty
T
386

oot
Bro

gag
Rsp

cay
Gln

butl e
Phe

for: ol
His
470

agu
Ser

Tt
Phe

frror:y
855 e

aty
Mat

gte
Wal
285

gte
Val

agt
Sey

cayg
Gin

299

cac
His
315

eis]
g

ATE
Tha

atg

Met

ALE
Seyx

sag
Gip
4585

gaa
Gl

gag
Glu

cag
8in

aat
Ben

tgt
Cys
280

fodatn]
Pro

Lot
pii=3

atlt
Ile

got
Ala

sak
BRan
350

caa
Gln

fax

fa ol
Bay

SaR
Ly

Aty
Ile
440

ot
Ser

gsa
Gln

gte
Val

gas
Glu

gty
Vel
265

aat
Asr

ttyg
Lew

e lnr]
Pro

gaa
Giu

gat
AsSD
345

tet

Sex

384
Liye

t gug

Blu

tay
Ty

|ge
Sar
4285

age,
Axg

Lo
Ser

thy
Leu

tge
Cys

anh
Thy
250

q99
Gly

gt
Val

gae
Asp

ot
L

gta
Val
330
gt
Ala

cbg
Tsess

ggt
Qly

tgg
Tep

ant
Thy
{18

ggs
Gly

goe

s

gyt
Gly

falt:1
Pro

vt ggg
Phe G8ly
235

g ags
Cys Ser

asa age
Lys Ssn

ggt gta
Gly ¥Val

SER Day
Lys Sin
6L

rat teo
Ban Ssr
315

gta aam
Val Lys

ogR cay
Arg Gin

wag bk
iy Phe

gga ate
Gly Ile
380

aca ggt
Thr Gy
IBG

fo o3 ol e of
Pro Pro

the aat
Phe Asn

At asy
Ile Lys

ohy aca
Leu The
480

s ooy
Lys Axg
47%

3488
Lys

ane
Lys

ayo
Say

g toted
Sex
Z8&

ake
Ile

tae
Beay

cog
Pre

gta
val

hea s &
Fhe
385

[olor- S
Pra P

goe ¢
Ala 8

SO
Pro

<ty
Iewn

gga
Gly
44%

aat
ARsn

aun
Ly

56

gag
Glw

goe
Ala

att
Ile
270

aty
Mt

Ava
Thy

o of
Ser

zkyg
Met

gta
Val
358

ach
Thy

tat
Ty

gaa
Gin
430

ot

Bro

gya
aly

gan
Siu

ggw
Gly

atk
Ile
255

Al
Ile

agy
Giy

abe
Ile

acy
als

gag
Led il
335

chy
fimu

Mct

gtt
Val

tta
Lau

ot
Phe
415
ga8
Gin

sat
Hig

ata
Y

agyg
Arg

[ ot o8
Ly
240

et e]
Axg

aat
Ben

obl
Len

ata
Iie

ettt
Lau
324

ger
Ala

38&
Iys

fodviel
BV

gas
Ea Y

jivi=
Ala
400

anl
Asn

oty
Len

g
Leu

ata
Iis

aag
Lys
480

tgg
Trp

gt
¥al

aga
Sarn

acg
Thy

gat
Bap
305

got
Als

goo
Ala

kat
Tyxr

gt
Ala

g4t
Gly
385

tae

Tye T

gag
Gl

qgay
Glu

geo
Adz

qag
Sla
4865

Cag
Gln

|SAR
Lys

gga
Gly

tEa
Leu

agg
29&
agt

Sex

oty
Leu

agh
Sex

agt
Thr

fa¥x g

Gl
36

got
Ala

tat
¥

agt
Sex

aag
Lys

aat
Ran
258
qaa
Glu

gag
&du

T8

828

874

822

570

1018

1066

1334

1182

1310

1258

1388

1402

1450

1498



<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

gag sgy yag gak gao aze gac aght gac cag gas act gtt gat gam gaa 1548
Glu Ary Glu Asp Asp Iys Asp Ser Asp Gln Glu Thr Vel ARsp Slw Glu
485 450 4393
gtt gat gaa ase age tor gge abtg ot got gea gar gay aca ggg gag 1594
¥al Asp Glu 3sn Ser Ser Gly Met Phe Ala Ala Glu Glu Thy &ly Glu
500 545 310
gea oty et gay geg act scs goa ggt gas o3¢ tot ads agg bobk it 1642
Ala Leu Jexr GIu Giw Thr The Als &Sly Glu Gle Rsr Thi Arg Ser Phe
515 520 325 530
ate thy gat ama abe ath gaa gag gab gat got tat gas tie agh aca 1848Q
Yie Leu Asp Lys Ile Ile Glu Glu Rsp Asp Als Tyr Asp Phe Sex Thr
33% 240 545
gat tat gtg ¢ aacagaacas bggobtbits bgattulibtt titbtascatt 1740
Rap Tyr Val
ttaageagae tgebasacty ttobobgbst sgttebogt atgestgsge totgtasatt 1800
thgtgaatat gtattatatt aazaccagge santtggaat cactasstie tgtaazaage 1860
crattoatet cattgtgagt ggasgtagtt atetggaats sssazagasg atacchtatvyg 1830
JARARARTAR AAZJIRSA 1839
23
549
PRT

Homo sapiens

23

Met
i
Lys
Aeg
Gly
Glu
&5 .
Asp
Asp
Tys
Ley
Leu
145
Val

e

Lys

Asn
225
Tep

Lys
Arg
Lys
Val

50
Len

Arg G

Ile
Lys
TyE

130
Glu

Glu &

Asn
TyE
Pra
218
Ala

Loys

Arg
Tyr
Glu

Pro

Fra
Lys
20

Ala

Asn

Ley

Gln

Ala
Arg
T8

Leu
Asn
Lys
hew
Ala
150
¥al
Leu
Glu
Gly
Arg

230
Gly

Lys
Lys
8in
Pro
5%

Lesu

Gy

Lys Ala
Iys Val
Gly His
Phe ILys
Glu Glu
Lys Lys
&lu Pro
Lys Sex
120
Lys Val
Asp Pruo
Ser Gly
Fro Lys
185
fro Thr
200
Ile Thr

Glu Vsl

« &ln Glu

Ser
Arg
Lys
@lu

253

Lys Arng
Biu His
Lys Fro

Bla Iew
&0

Lys 8ln

75

Lys Leu

alu Lye
Lys Glu
glu Ale
14¢
Gly Qys
15%
Lys Lys
Asn Ley
val Phe

Arg Val
220

3 Phe Gly

235
Lys Sex

Met
His
Arg
£3

Lexx
Gln
Gln
Glu
Asn
128
Sex
Axg
Leu
‘-\l“
Arg
2335
Lys
Lys
Lys

The
Rrg
30

Lys
Arg
Gln
Thy
Fhe
110
Ser
Agp
oys
Val
Sar
15¢
Ala
Alz
Glu

Als

cys
i5

Lys
Bsp

[SARTY

His
Daeu
Pro
Ala
Ley
B8&

Fro
Toaz

Lys

. Val

Gln
168
Ile
Lew
The
Lys
Len

240
Brg




Val Gly
Ser Leu

Thr Arg
23
Asp Ser

Ala Leuy
Alzs Sex
Tyr Thx

Ala Gln
370

Gly Ala

385

Tyr Tyx

Glu Ser
glu Lys

Ala Asn
450

Gluy Glu

465

Gin Glu

Slu Glu
Gly Glu
Ser Phe

530

Sex The
345

val
Lys
275
Sax
Pre
Arg
Ala
Val
385
Ary
Ala
Lys
Ile
Asn
435
Sax
Lys
glu
Val
Ala
515
Ile

Asp

Ile
280
Gin
Met
Ser
Ser
Ile
340
Pro
Axrg
Lys
His
Val
420
Asn
Ile
Rap
Arg
Asp
500
Leu

Ty

Tyx

Gry
Glu
Gin
Phe
Pro
325
Lew
Gly
Gly
Leu
Pro
485
Val
Ala

Lew

Glu
485
Glu
Ser

Asyp

Vgl

Phie
Gin
Val
Ile
3i¢
Ala
Ser
Tyr
Met
Ley
356G
Pro
Asp
Gln
Pha
His
470
Asp
Asn

Glu

Lys

Pro
Met
Val
285
Val
Ser
Gin
Axg
His
38
Tep
Thr
Mat
Ser
Gln
455
Siu
Asp
Sex
Glu

Ile
53%

Asxn
Cys
280
Pro
Ser
Ile
Rla
Asn
360
Gln
Sexr
Ser
Lys
Tle
£4Q
Ser
siu
Lys
Sex
Thx

520
Ile

Val 6ly
285

Asn Val
Leu Asp
Pro Leu

Glu Val
336
Asp Ala
345
Ser Leu

Lys Sly
Glu Txp

Trp Thr

410

Sar Gly
425
Arg Ala

Sar Gly
Leu Fro
Asp Ser
490
Gly Het
548
Thr Ala

Glu Glu

Lys
Gly
Lys
Asp
315
Val
Arg
GFlu
Gly
Thr
39§
Pro
Bhea
Ile
et
Lys
475
Asp
Phe
Gly

Asp

Ser
Val
Sin
300
Sex
Lys
Gin
Phe
Ile
380
GLy

Pro

Asn ]

Lys
Thr

460
Arg

Ala
Glu

Rsp
540

Ser
Ser
285
Tle
Ser
Pro
val
Phe

365
Pro

Ala

@ln
525
Ala

Ile
27¢
Mat

Thr

Sar

Met

Tyr
Glu
Pro
2Ly
Slu
Thr
Glu
510

Sex

Ty

Glu
335
Len

« Met

Val

= Ly

Phe
415
Glu
His
Ile
Arg
Yal
4835
Glu
Thr

Axp

Asn
Leu
Iia
Len
320
Ala
Lys
Lew
Glu
Al
£00
Asn
Laeu
Toentx
Ile
Lyas
480
Asp
Thr
Arg

Phe

<210> 24

<211> 503

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CDS

<222>
<400> 24

(10) ...

(400)

58



99y
Sly
5

aeo
Thr

asa
Lys

aag gtg att ggy acs saa abg

Met Ser Val Val A
1

Lys Val Ile Gly

agyg ott gttt ckyg
Arg Leu Val Leu

35

ace tac tit get
Thr Tyr Phe Ala

50

Thr Lys Mst
20

gat cooe tat
Asp Pro Tyr

cac gat goe
His Asp Ala

caa aag act get
Lys Thr Ala

Sin

tta
Leu

ot eg ot
I
55

tta aag tat
Leu Lys Tyr

40

cag cag tgo
&in Gln Cys

rg Ser Sex Val His
£

25

aan gtg
Lys Val

ttt aat aag

Phe Asn

aca gttt g9y
Thr Val Gly

&G

aga
Arg

Lys
45

ggocacgta atg tee gha gttt cge tea toc gho cat goo age tgg att gitg
Ala Arg Trp Ile Val
10

gty
Val
30

cqg
Arg

gat
Ry

51

238

147

195

atkt
Ile

gt
His

gty
Val
8%

gL
Sex

tot
Ser

aaa

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

gty
Val

gaa
Glu
80

aca
Thi

Loy
Sex

tea
Sax

25

ctt
Leu
&5

cty
Leu

ag=
Gly

gam
Glu

goa
Ala

130
PRT

che aga

gob

Leu Arg Ala

get gay
Ala Glu

aay cox
Lys Pro

a0C anc
Thy Thr
113

ate
Ile

tgt
Cys
160

S8y
Gin

tta
Leu

gtt
wval
8%

got

Ala

cha
Tty

eot
Pro
0

tto
Phe

gga
aly

agy
Ser

gtt
Val

aay
Lys

act
The

aaa
Lys

oea
Pro

gt
Yal

ace
Thy

aak
Asn
1240

cag L gragogagad tggaagsagg

&ln
130

Homo sapiens

25

cga
Arg

gga
Gly

tag
Tyx
165

oty
Leu

gea
Ala

aaa
Lys
30

oty
Leu

gaa
Glu

aay cat

Lys His
75

gte abta

Val Ile

gag agt
Gl Sex

gax bte
Glu Leun

gty
Val

gak
Asp

coy
Pro

FE-R
Asn
125

aan
Lys

e
Pra

ttg
Lew
110

ate
Iie

atotgaaggyg aazaactgac

59

atgbttatgt tatgyassas gaasttitbe tasghitoat cacaasaaas aaazaazaasa

243

291

33%

440

5Q0
503



Met Ser Val Val Arg Ser Serx Val His Ala Arg Prp Ile Val Gly Lys
i 5 10 15
val Ile Gly Thr Lys Met Gln Lys Thr Ala Lys Val Arg Val Thr Arg
20 25 30
Lieu Val Leu Asp Pro Tyr Leu Leu Lys Tyr Phe Asn Lys Arg Lys Thr
35 49 45
Tyr Phe Ala His Asp Ala Leu Gln &ln Cys Thr Val €ly Asp Ile Val
50 55 &0
Leu Lew Avg Ala Leu Pro Val Pro Arg Ala Lys His Val Lys His Glu
&5 70 78 8¢
Leu Ala Glu Ile Val Phe Lys Val Gly Lys Val Ile Asp Pro Val Thx
85 50 95
Gly DLys Pro Cys Ala Gly Thr Thr Tyr Leu Glu Ser Pro Leu Ser Sex
100 103 1i¢
&ly Thr Thr Gln Leu Ser Lys Asn Leu Glu Glu Leu Asn Ile Ssr Ser
115 120 125
Ala Gin
136
<210> 26
<211> 651
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 26
gaaattogge acgaggtogs ctectgtgag gtatggtget gggtgoagat goagtgtgge &l
tctggatage rochbtatggs cagtitgtgte cocasggaay gabgagaata gobactyaag 120
tectaaagay caagoeotane bomagocatt ggeavacagg cabliagacay Rasgohggas 180
gttgasatgy tggagtocsa shtgoohgga ceagettaat ggbtctgebte ctggtaacgt 240
bittateoat gygatgactty ottgggbaayg gacatgaags cagtboctgt catacotibit 308
aauggtatgy agagtoggoet tgactacact gtgtggagea agttttaaay aagoasagygs 360
ctcagaatte atgatigeag saatgoaggce asgacchtgtia tootaamacta gggtititaas 420
tguccacaas aagcaagoat goagettact geotibgaaagg gtettgecta acceangets 480
gagtgoagty goctitgaayg cthactacag cctcaasctt ctggygotoaa ghtgatoctos 540
gocteccagt ggtetitgta gackgoebga Lggagtobeos tggeoacaaygs agattaasac S0
agtybetera attbtaataa atttiigeaa tocsarazas kaasaaazasa a 651

<210> 27
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>

<400> 27

559
DNA

CDS
(324) ...

Homo sapiens

(519)

60



ggctotggat ageacecttat ggacaghtgt ghoccoaagg saggatgaga atagotacty &0
aagtoctaaa gagoaagoct aactcasgee atiggeacac aggeattaga cagasagotg 124
gaagttgaaa tggtggaghte caactitgeet ggaccagotbt aahggtietg cteotggtaa 180
cgtttttate cabtggatgac tigottgget atggagaghte ggottgacta cactgtghgy 248
ageaagbttt aasgaaguas aggactcaga atbeatgatt gaagsaatge aggeagacet 300
gttatectaa actagggbit tta atg ace aca swa age aag cabt gea got tac 353
Met Thr Thr Thr Ser Lys His Ala Ala Tyr
1 & io
tge thy asa ggg btob tge ote aco caa gob aga gty oag gy cot ttyg 401
Cys bheu Lys Gly Ser Cys Leu Thr Gln Ala Arg Val Gln Trp Fro Leu
15 20 25
aag ctt act ava goo tea aac tie tgyg got caa gitg atec cte age oto 443
Lys Leu Thr Thr Ala Ser Asn Phe Trp Ala Gln Val Ile Leu Ser Leu
3¢ 35 40
aca ghy ghe tbt gha gas bge ohg a2ty gag tob cab gge aca aga aga 48%
Pro Val val Phe Val Asp Cys Leu Met Slu Ser His Gly Thy Arg Ary
45 30 35
tta aaa cay tgt cteo caa bttt ¥ zataaatitt tgeastosas aaaazaldaan 549
Leuw Lys Gln Cys Leu S€ln Phe
&¢ 65
FEEEER G 558
<210> 28
<211> 65
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 28
Met Thr Thr Thr Ser Lys His Ala Ala Tyxr Cys Leu Lys Gly Sex Cys
kS 5 10 15
Len Thr Gin Ale Arg Val Sin Trp Pro Leu Lys Leu Thy Thx Ala Ser
20 28 30
Man Phe Trp Ala Gln Val Xle Leu Sexr Lew Fro Val Val Phe Val dsp
33 40 45
gys Leun Met Glu Sexr His Gly Thr Arg Arg Leuw Lys Gln Cys Lew Gln
5G 55 &0
Phe
63
<210> 29
<211> 623
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<220>
<223> sequéncia primer
<400> 29

61




tagagoggeo
gtgtggetet
actgaagted
gubggangtt
gtaacgttit
gtggagcaag
acobgttate
ttgaaaggyt
teaagetitet
gagtotoaty
cRaaaasaaa

gaoegggeay
ggatagcace
taaagagess
gaaatggtyg
tatocatgga
ttttaaagaa
ctaaactaygy
cttgeetoae
gaggcteasgt
gracaagnay
aaaaaana’as

gltgtegacte
ttatggacayg
goctaactea
agtocaaett
tgactbgett
goaaaggact
gtttttaatyg
coaagetaga
gatectoage
attaaaacag
-3-T:-1

ctgtgaggta
tigtgtocce
agocakiggn
goctggaces
gygtatgyag
cagaatteat
aCCaCAZCAR
gtgeaghygyge
whecoagtygy
tgtetecast

tggtgetggy
aaggaaggatb
acacaggeat
gettaatggt
agtuggettyg
gattgaagas
goragoatyge
ctttgaaget
totttghaga
tttaataaat

tgoagatgoa
gagaatagel
tagacagaaa
totgetoetyg
actacactgl
atgoaggeag
agcttactge
tactacagee
otgectgaty
ktttgorate

84
izd
isd
240
304
380
429
480
540
600
623

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

30
23
DNA

Sequéncia Artificial

Primer

30

aggagtttct gaggaccatg cac 23

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

31
22
DNA

Sequéncia Artificial

Primer

31

tcaagggttg gggatacaca cg 22

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

32
22
DNA

Sequéncia Artificial

sequéncia primer

32

cttgcttget ttcttctcetg gc 22
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<210> 33

<211> 24

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> sequéncia primer
<400> 33

agtctggaaa tccacatgac caag 24
<210> 34

<211> 23

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> sequéncia primer
<400> 34

cccaatgagg aacctaaagt tgc 2
<210> 35

<211> 23

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> sequéncia primer
<400> 35

ggtgccaaat ctggactctt gtc 23
<210> 36

<211> 23

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Primer

63



<400> 36

gatccatttt cagcagtgct ctg 23
<210> 37

<211> 25

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Primer

<400> 37

cagtgttcac agaaggggta ctcac 25
<210> 38

<211> 20

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Primer

<400> 38

acgagagcga cacggacaag 20
<210> 39

<211> 20

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Primer

<400> 39

tctgaggcetg tggcaggtgce 20
<210> 40

<211> 21

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial



<220>

<223> Primer

<400> 40

ccagtctttg ccaactcgtg ¢ 21
<210> 41

<211> 23

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> sequéncia primer
<400> 41

ttcgatcttc aaactgtgcecc ttg 23
<210> 42

<211> 20

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Primer

<400> 42

ttggcaacca gaccagcatc 20
<210> 43

<211> 22

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Primer

<400> 43

tttcccatag gtgtgagtgg cg 22
<210> 44

<211> 22
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<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Primer

<400> 44

gactggtgtt ttgttcgggg tc 22
<210> 45

<211> 21

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Primer

<400> 45

tttgtccaag gctgcatggt ¢ 21
<210> 46

<211> 22

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Primer

<400> 46

tgccctggtt aagccagaag tc 22
<210> 47

<211> 22

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Primer

<400> 47

agcttcactt tggtcttgac gg 22
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<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

48
22
DNA

Sequéncia Artificia

Primer

48

ggtcatctgc atcaaggttg gc 22

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

49
22
DNA

Sequéncia Artificial

Primer

49

ggttcgtaac cgtgacttca gg 22

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

50
21
DNA

Sequéncia Artificial

Primer

50

gcatcctttt ccagtcttcc g 21

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

51
20
DNA

Sequéncia Artificial

Primer
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<400> 51

tgcagcaaac atgcctgagc 20
<210> 52

<211> 22

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Primer

<400> 52

tgttccacga gcaaagcatg tg 22
<210> 53

<211> 22

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Primer

<400> 53

atccttcttc cactccecget te 22
<210> 54

<211> 22

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Primer

<400> 54

tcggcttgac tacactgtgt gg 22
<210> 55

<211> 22

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
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<220>

<223> Primer

<400> 55

tacaaagacc actgggaggc tg 22
<210> 56

<211> 24

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Primer

<400> 56

cgggaaatcg tgcgtgacat taag 24
<210> 57

<211> 24

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Primer

<400> 57

tgatctcctt ctgcatcctg tcgg 24
<210> 58

<211> 21

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Primer

<400> 58

tttggctaca gcaacagggt g 21
<210> 59

<211> 22

69



<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Primer

<400> 59

tgtgaggagg ggagattcag tg 22
<210> 60

<211> 16

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Primer

<400> 60

cgctgacctc aaccag 16

<210> 61

<211> 21

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Primer

<400> 61

ctgtttgcce gttcttatta ¢ 21
<210> 62

<211> 24

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Primer

<400> 62

cgggaaatcg tgcgtgacat taag 24
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<210> 63

<211> 24

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Primer

<400> 63

tgatctcctt ctgcatcctg tcgg 24
<210> 64

<211> 25

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Oligonucleotideo Antisense
<400> 64

atttgggcat cactggctac aagca 25
<210> 65

<211> 25

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Oligonucleotideo de controlo reverso
<400> 65

acgaacatcg gtcactacgg gttta 25
<210> 66

<211> 24

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Oligonucleotideo Antisense
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<400> 66

cagagaggtg agacactcgc cgca 24
<210> 67

<211> 24

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo de controlo reverso
<400> 67

acgccgctca cagagtggag agac 24
<210> 68

<211> 25

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 68

ttggtgtcat tgggtcaagg gttgg 25
<210> 69

<211> 25

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 69

ggttgggaac tgggttactg tggtt 25
<210> 70

<211> 24

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
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<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 70

acagggcaga tacggacctc ggtg 24
<210> 71

<211> 24

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 71

gtggctccag gcatagacgg gaca 24
<210> 72

<211> 25

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 72

ttgtgggtaa gcagtttcat gtcgc 25
<210> 73

<211> 25

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 73

cgctgtactt tgacgaatgg gtgtt 25
<210> 74

<211> 25
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<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 74

cctggatcag acgcaagtta tcggce 25
<210> 75

<211> 25

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 75

cggctattga acgcagacta ggtcc 25
<210> 76

<211> 25

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 76

ctactcccca cacttcatecg ccagg 25
<210> 77

<211> 25

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 77

ggaccgctac ttcacacccc tcatc 25
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<210> 78

<211> 25

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> 0Oligonucleotideo Sintético
<400> 78

ctcttgatac tccagcggca aacca 25
<210> 798

<211> 25

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 79

accaaacggc gacctcatag ttctc 25
<210> 80

<211> 24

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 80

gcgcccaage cgttcecgttcet taag 24
<210> 81

<211> 24

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> 0Oligonucleotideo Sintético
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<400> 81

gaattcttgce ttgccgaacc cgcg 24
<210> 82

<211> 25

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 82

ccaggtaggc acgagttggc aaaga 25
<210> 83

<211> 25

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 83

agaaacggtt gagcacggat ggacc 25
<210> 84

<211> 25

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 84

gccattgaag atgcccagat cccac 25
<210> 85

<211> 25

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
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<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 85

caccctagac ccgtagaagt taccg 25
<210> 86

<211> 24

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 86

cctgegtttg tccctccage atct 24
<210> 87

<211> 24

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 87

tctacgacct ccctgtttge gtcc 24
<210> 88

<211> 25

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 88

aagtcacagt ccccggatac cagtc 25
<210> 89

<211> 25
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<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 89

ctgaccatag gcccctgaca ctgaa 25
<210> 90

<211> 25

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 90

ttgtcgcttt ggcaggcata aaacc 25
<210> 91

<211> 25

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 91

tctggtcatc aacttgcttt ccgtg 25
<210> 92

<211> 25

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 92

cagtgtttcg tggtgtgctce tgtgg 25
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<210> 93

<211> 23

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> 0Oligonucleotideo Sintético
<400> 93

gctcaccatc cgggcaccaa gca 23
<210> 94

<211> 25

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 94

tgagagacag tgtttcgtgg tgtgc 25
<210> 95

<211> 25

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 95

tgccttcaca cgcttggtta tctte 25
<210> 96

<211> 25

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> 0Oligonucleotideo Sintético
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<400> 96

gacaacatcg gaggcttcaa tcacc 25
<210> 97

<211> 25

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 97

gttgaggctc tgaacaccac tgttg 25
<210> 98

<211> 25

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 98

gtttggcagc accttcaaca tttgg 25
<210> 99

<211> 24

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 99

agcagtttgg cagcaccttc aaca 24
<210> 100

<211> 25

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
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<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 100

cttctattgg ttcgcacact tccgt 25
<210> 101

<211> 25

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 101

ccactaactt cggaggctac aacag 25
<210> 102

<211> 25

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 102

gttgtcacca caagtctcgg agttg 25
<210> 103

<211> 25

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 103

ggtttacaac ttccacgacg gtttg 25
<210> 104

<211> 24
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<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 104

acaacttcca cgacggtttg acga 24
<210> 105

<211> 24

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 105

atctggcatg gacggatgag cgaa 24
<210> 106

<211> 24

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 106

gctgggtggt ttccgaactc aacg 24
<210> 107

<211> 25

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 107

gtcccaatca ccttccccac aatce 25
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<210> 108

<211> 25

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> 0Oligonucleotideo Sintético
<400> 108

tcagatcctt cttccactce cgett 25
<210> 109

<211> 25

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 109

tgctcgtgga acaggtaaag ctctg 25
<210> 110

<211> 24

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 110

aagcgagtag gcaggtacgg tcta 24
<210> 111

<211> 24

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> 0Oligonucleotideo Sintético
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<400> 111

gcaactcaag cctttggtgg gtcg 24
<210> 112

<211> 25

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 112

cctaacaccc cttccactaa ccctg 25
<210> 113

<211> 25

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 113

ttcgccctceca ccttettect agact 25
<210> 114

<211> 25

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 114

gtctcgaaat ggacaaggtg ctcgt 25
<210> 115

<211> 25

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial
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<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 115

agcttcactt tggtcttgac ggcat 25
<210> 116

<211> 24

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 116

cggagggaag tcaagtcagc caca 24
<210> 117

<211> 24

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 117

cggcattcac cctctccagce acct 24
<210> 118

<211> 23

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 118

cctccacctg tttgeggget tcc 23
<210> 119

<211> 25
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<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 119

ccacattgag ggagtcctct tgcaa 25
<210> 120

<211> 25

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 120

tacggcagtt ctggtttcac ttcga 25
<210> 121

<211> 24

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 121

acaccgactg aactgaaggg aggc 24
<210> 122

<211> 24

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo Sintético
<400> 122

tccacgacct ctcccactta cgge 24
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<210> 123

<211> 23

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> 0Oligonucleotideo Sintético
<400> 123

ccttecgggeg tttgtccacce tecc 23
<210> 124

<211> 24

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Oligonucleotideo sintético
<400> 124

ccccgaacaa aacaccagtc aacg 24
<210> 125

<211> 24

<212 > DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> oligonucleotideo sintético
<400> 125

gcaactgacc acaaaacaag cccc 24
<210> 126

<211> 25

<212> DNA

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> oligonucleotideo sintético
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<400>

126

ggccattgag tccctccata gcage 25

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

127
25
DNA

Sequéncia Artificial

oligonucleotideo sintético

127

cgacgatacc tccctgagtt accgg 25
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REIVINDICACOES

1. Um método de deteccdo de células cancerosas do cdlon
compreendendo:

- O contacto da amostra obtida a partir de uma célula de

teste do cbdlon, com uma sonda para deteccdo de um produto

genético de um gene expresso diferencialmente no cancro do

cbdlon, sendo que o gene contém a sequéncia de SEQ ID NO: 1,

sendo o dito contacto por um tempo suficiente para ligacéo

da sonda ao produto genético; e

- comparacdo do nivel de ligacdo da sonda a amostra com o

nivel de ligacdo da sonda a uma amostra de controlo obtida a

partir de uma célula de controlo do cdélon, sendo que a

célula de controlo do célon ¢é de estado canceroso

reconhecido;
caracterizado por um nivel de ligacdo da sonda na amostra de
células de teste do cdlon, semelhante ao nivel de ligacdo numa
amostra de controlo, ser indicadora do estado canceroso da célula
de teste do cdlon.

2. O método, de acordo com a reivindicacdo N°.1,
caracterizado por a sonda ser uma sonda polinucleotidica e o
produto genético ser um acido nucleico.

3. @) método, de acordo com a reivindicacéo N°.1,
caracterizado por o produto genético ser um polipeptideo.

4. @) método, de acordo com a reivindicacédo N°.1,
caracterizado por o produto genético se encontrar imobilizado
numa matriz.

5. 0O método, de acordo com a reivindicacédo N°.1,

caracterizado por a sonda se encontrar imobilizada numa matriz.



6. Um método de identificacdo de células do c¢dlon
cancerosas, compreendendo o método os passos de:

deteccdo de, pelo menos, um produto genético expresso

diferencialmente, sendo o produto genético codificado por um

gene contendo a sequéncia de SEQ ID NO: 1 numa amostra de
teste, sendo a amostra de teste obtida a partir de uma
célula de teste suspeita de ser uma célula do cbdlon

cancerosa; e

comparacdo do nivel de expressdo do produto genético

expresso diferencialmente detectado, com o) nivel de

expressdo do produto genético expresso diferencialmente numa

amostra de controlo, sendo a amostra de controlo obtida a

partir de uma célula do cdlon cancerosa;
caracterizado por a deteccdo do nivel de expressdo do produto
genético  expresso diferencialmente na amostra de teste,
semelhante ao nivel de expressdo do produto genético na amostra
de controlo, indicar que a célula de teste é uma célula do cdlon
cancerosa.

7. O método, de acordo com a reivindicacédo N°.6,
caracterizado por a dita deteccdo ser feita por hibridacdo da
amostra de teste com uma matriz de referéncia, a matriz de
referéncia compreendendo um polinucleotideo contendo pelo menos
12 nucleotideos consecutivos da sequéncia de SEQ ID NO: 1.

8. O método, de acordo com a reivindicacédo N°.6,
caracterizado por o produto genético detectado ser um
polipeptideo.

9. Um método de identificacdo de uma célula do cdlon
cancerosa, compreendendo o método os passos de:

deteccdo de, pelo menos, um produto genético expresso

diferencialmente, sendo o produto genético codificado por um



gene compreendendo a sequéncia de SEQ ID NO:1 numa amostra

de teste, sendo a amostra de teste obtida a partir de uma

célula de teste suspeita de ser uma célula do cdlon

cancerosa; e

comparacdo do nivel de expressdo do produto genético

detectado, expresso diferencialmente, com o nivel de

expressdo do produto genético expresso diferencialmente numa

amostra de controlo, sendo a amostra de controlo obtida a

partir de uma célula do célon normal;
caracterizado por a deteccgdo de um aumento no nivel de expressdo
do produto genético expresso diferencialmente na amostra de
teste, relativamente ao nivel de expressdo do produto genético na
amostra de controlo, indicar que a célula de teste é uma célula
do célon cancerosa.

10. 0O método, de acordo com a reivindicacdo N°.9,
caracterizado por a deteccdo de um nivel de expressdo do produto
genético expresso diferencialmente na amostra de teste, maior do
que o nivel de expressdo do produto genético na amostra de
controlo, indicar que a célula de teste é uma célula cancerosa do
cdblon.

11. O método, de acordo com a reivindicagdo N°.9,
caracterizado por a deteccdo de um nivel de expressdo do produto
genético, expresso diferencialmente, na amostra de teste, que é
maior do que o nivel de expressdo do produto genético na amostra
de controlo, indicar que a célula de teste é uma célula
metastatica de tumor do cdlon.

12, Um método de identificacdo de uma célula do cbdlon
cancerosa, caracterizado por compreender os passos de:

- deteccdo de, pelo menos, um produto genético expresso

diferencialmente, sendo a deteccdo feita por deteccdo da



hibridacdo de um polinucleotideo contendo a sequéncia de SEQ
ID NO: 1 numa amostra de teste, sendo a amostra de teste
obtida a partir de uma célula de teste suspeita de ser uma
célula do cdlon cancerosa; e
- comparacdo do nivel de hibridacdo do produto genético,
detectado, expresso diferencialmente, com o nivel de
hibridacdo do produto genético expresso diferencialmente
numa amostra de controlo, sendo a amostra de controlo
proveniente de uma célula do cbélon cancerosa;
caracterizado por a deteccdo de um aumento no nivel de hibridacéo
do produto genético expresso diferencialmente, na amostra de
teste, relativamente ao nivel de hibridacdo do produto genético
na amostra de controlo indicar gue a célula de teste é& uma célula
do célon cancerosa.
13. Um método de identificacdo de uma célula do cbdlon
cancerosa, compreendendo o0s passos de:
- deteccdo de, pelo menos, um produto genético, expresso
diferencialmente, em que a deteccdo é feita por deteccdo da
hibridacdo de um polinucleotideo contendo a sequéncia de SEQ
ID NO: 1 numa amostra de teste, sendo a amostra de teste
obtida a partir de uma célula de teste suspeita de ser uma
célula do célon cancerosa; e
- comparacdo do nivel de hibridacdo do produto genético
detectado, expresso diferencialmente, com e} nivel de
hibridacdo do produto genético expresso diferencialmente numa
amostra de controlo, sendo a amostra de controlo obtida a
partir de uma célula do cdélon normal;
caracterizado por a deteccdo de um aumento no nivel de hibridacédo
do produto genético expresso diferencialmente na amostra de

teste, relativamente ao nivel de hibridacdo do produto genético



na amostra de controlo, indicar que a célula de teste é uma
célula do cdélon cancerosa.

14. Utilizacdo de um polinucleotideo antisense, para
inibicdo da expressdo de um gene contendo a sequéncia de SEQ ID
NO: 1, <caracterizada por ser utilizada no fabrico de um
medicamento para suprimir ou inibir um fendtipo canceroso de uma
célula do cdélon cancerosa.

15. A wutilizacdo, de acordo com a reivindicacdo N°.14,
caracterizada por o fendétipo canceroso ser uma metdstase.

16. A wutilizacdo, de acordo com a reivindicacdo N°.14,
caracterizada por o fendétipo canceroso ser uma proliferacédo
celular aberrante relativamente a uma célula normal.

17. A wutilizacdo, de acordo com a reivindicacdo N°.14,
caracterizada por o fendtipo canceroso ser a perda da inibicédo
por contacto do crescimento celular.

18. Utilizacdo de um polinucleotideo antisense, para
inibicdo da producdo de um produto genético codificado por um
polinucleotideo contendo a sequéncia de SEQ ID NO: 1, ou de um
anticorpo que se liga especificamente a um polipeptideo
codificado por um polinucleotideo contendo a sequéncia de SEQ ID
NO: 1, caracterizada por ser utilizado no fabrico de um
medicamento para inibir o crescimento do tumor do c¢cbdblon, num
sujeito com um tumor do cdbdlon, gue expressa um gene contendo a
sequéncia de SEQ ID NO: 1.

19. Um método de identificacdo de um produto genético como
alvo para uma terapéutica do cancro, compreendendo o método:

- contacto entre uma célula do cbdblon cancerosa que expressa

um produto genético candidato com um agente anti-cancerigeno,
sendo que o produto genético candidato corresponde a sequéncia

de SEQ ID NO: 1; e



- analise do efeito do agente anti-cancerigeno sobre a
expressdo do produto genético candidato e sobre um fendtipo
canceroso da célula cancerosa;

caracterizado por a modulacdo da actividade bioldégica do produto
genético candidato, e a modulacdo do fendétipo canceroso da célula
cancerosa, indicar gque o produto genético candidato é um alvo
para uma terapéutica do cancro.

20. O método, de acordo «com a reivindicacgdo N°.19,
caracterizado por o) agente anti-cancerigeno ser um
oligonucleotideo antisense.

21. 0O método, de acordo com a reivindicacdo N°.19,
caracterizado por o fendétipo canceroso ser proliferacdo celular
aberrante relativamente a uma célula normal.

22. O método, de acordo <com a reivindicacdo N°.19,
caracterizado por o fendtipo canceroso ser a formagdo de coldnias
devido a perda da inibicdo por contacto do crescimento.

23. Um método de identificacdo de agentes que diminuem a
actividade bioldgica de um produto genético exXpresso
diferencialmente numa célula cancerosa, compreendendo o método:

- contacto entre um agente candidato com um produto genético

expresso diferencialmente, sendo gque o produto genético

expresso diferencialmente ¢é um produto genético mRNA
codificado pela sequéncia de SEQ ID NO: 1, um produto
genético cDNA preparado a partir do produto genético mRNA,
ou um produto genético polipeptidico expresso pelo produto

genético mRNA ou cDNA; e

- deteccdo de uma diminuicdo na actividade Dbioldgica do

produto genético, relativamente a um nivel de actividade

bioldégica do produto genético, na auséncia do agente

candidato.



24 . O método, de acordo <com a reivindicacdo N°.23,
caracterizado por a dita deteccdo ser feita por deteccdo de uma
diminuicdo na expressdo de um produto genético expresso
diferencialmente.

25. Um polinucleotideo isolado, caracterizado por conter a
sequéncia nucleotidica de SEQ ID NO: 1.

26. Uma matriz, caracterizada por conter o polinucleotideo,
de acordo com a reivindicagdo N°.25.

27. Uma matriz contendo pelo menos dois polinucleotideos
diferentes, caracterizada por os polinucleotideos compreederem
uma sequéncia contendo a sequéncia de SEQ ID NO: 1.

28. Uma célula hospedeira recombinante, caracterizada por
conter o polinucleotideo, de acordo com a reivindicacdo N°.25.

29. Um polipeptideo isolado, caracterizado por ser
codificado pelo polinucleotideo, de acordo com a reivindicacédo
N°.25.

30. Um anticorpo, caracterizado por se ligar especificamente
a um polipeptideo, de acordo com a reivindicagdo N°.29.

31. Um polinucleotideo, caracterizado por conter a sequéncia
nucleotidica de uma insercdo contida no clone SK-1, depositado na
ATCC como Adesdo No. PTA-1360.

32. Um polinucleotideo isolado contendo a sequéncia
codificadora do polipeptideo de SEQ ID NO: 2.

33. A composicdo farmacéutica, caracterizada por conter um
polinucleotideo antisense para inibicdo da producdo de um produto
genético codificado por um polinucleotideo contendo uma sequéncia
de SEQ ID NO: 1.

34. A composicdo farmacéutica, de acordo com a reivindicacédo

N°.33, caracterizada por o polinucleotideo antisense compreender



uma sequéncia seleccionada do grupo consistindo das SEQ ID NOS:

68, 70, 72, e 74.

Lisboa, 28 de Agosto de 2008
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Fig. 1 Nivels de Mensagem do Gene Correspondente a c9083

A N LR AR
R NN

HHRYY

usTIMG
5 oroee
ey POy

RNt DLt
RS comin

HoTIS

HOF118
SWIARY

RS HY8

LR

TR veivet
! swado

e i T

i MOMARSIB

MOASIS231




b D TR

SyeauD s
IR il S i VAR B A
SV wile
LA oolie
¥ vy £ i p Rt PR g ‘ bt Ciegr 2 THRI SYPaBs
3 i i 3 i 3. ’$ ! g

2/8

e

0TS

LIRS 3P i ot C360 SV D DL £ B SV EROG Sspraovpnnoge sup appy 2y

LHOGE AP PUOINCG HEIAP L



3/8

pa & 2}

paw g 210

pau g B

paus | B

pew g By

1 OH 8 8IHO

BY P YIHD ~
B e oo

g

00k

o0g

4002

0052

Quoe

HsE

i3t 4




4/8

paus p BI pawg e pRu z B . pow L e paurgRIg

038

LAk

WY |

SR~} e

- 000}

0%k

0307

008z

hse

Go0F

OZGAAS seinjo) 9P DJUBUHDISOLD ou GO8RIE
opesswoifie 02 BUBPUCSBLIOD BUID O RIUOD BSUVSIUY BUBD OP O3 § Bl

g0y

~ 0%

4




Fig. 6
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Fig.8
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-Colénia.s de BWE20 em Agar Nole normalizadas a WBT1
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