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RESUMO

"INFIDELIDADE DA TRANSCRIGAO, SUA DETECGAO E UTILIZAGOES"

O presente invento estd relacionado com a iden-
tificacdo de um novo mecanismo de infidelidade da trans-
cricdo nas células. O 1invento proporciona composicdes e
métodos para detectar o nivel de infidelidade da trans-
cricdo numa amostra, assim como a sua utilizacdo, e.g.,
para terapéutica, diagndéstico, farmacogenética ou desenho
de farmacos. Como serd descrito, o invento ¢é parti-
cularmente adequado para a deteccdo, monitorizacdo ou
tratamento de disturbios proliferativos celulares, para o
desenho e/ou rastreio de farmacos, para estabelecimento do
perfil de doentes ou doencas, previsdo da gravidade das

doencas e avaliacido da eficédcia de férmacos.
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DESCRICAO

"INFIDELIDADE DA TRANSCRIGAO, DETECGAO E SUAS UTILIZAGOES"

O presente invento estd relacionado com péptidos
e composicdes para terapéutica, diagndéstico, farmacoge-
nética ou desenho de farmacos. Como serd descrito, o inven-
to é particularmente adequado para a deteccdo, monitori-

zacdo ou tratamento de disturbios de proliferacdo celular.

Introducdo ao invento

O DNA e o RNA sdo macromoléculas gue servem para
armazenar informacdo gendmica no nucleo da célula (DNA) e
para transferir a informacdo gendmica para o citoplasma,
apbs um processo designado transcricdo gque gera RNA
mensageiro de forma a produzir proteina. Ambos s&o poli-
meros lineares compostos por mondmeros designados nucle-
6tidos. O DNA e o RNA representam combinacdes de qguatro
tipos de nucledtidos. Todos o0s nucledtidos tém uma
estrutura comum: um grupo fosfato ligado por uma ligacédo
fosfodiéster a uma pentose gque por sua vez estd ligada a
uma base orgdnica: adenina, citosina, timina e guanina (A,
C, T, G) para o DNA e adenina, citosina, uracilo e guanina
(A, C, U, G) para o RNA. No RNA, a pentose é& ribose e no
DNA é desoxirribose. A molécula de DNA estd organizada como

uma cadeia dupla de nucledtidos ordenados, arranjados como
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uma dupla hélice. As moléculas de RNA sido polinucledtidos
de cadeia simples que, essencialmente, ddo 4 tipos de
moléculas: 1) RNA mensageiro (mRNA), que sdo nucledtidos de
cadeia simples transcritos a partir do DNA e traduzidos em
proteinas no citoplasma, 2) RNA de transferéncia (tRNA),
que adopta uma estrutura tridimensional bem definida e se
liga a aminoécidos especificos (AD), 0s quais séo
transferidos para as cadeias polipeptidicas para formar
proteinas com sequéncias especificas de aminoacidos num
processo designado traducdo, 3) RNA ribossomal (rRNA), os
quais sdo moléculas maiores gque, em conjunto com proteinas
especificas, constituem o ribossoma, uma estrutura qgue
permite a montagem dos AA em proteina seguindo a informacédo
proporcionada pela sequéncia especificada por coddes (um
coddo = 3 nucledtidos) presentes numa determinada ordem no
mRNA e 4) pequenos RNAs reguladores referidos como RNA ndo

codificador (ncRNA).

A sequéncia de mRNA ¢é entdo transformada numa
linguagem diferente, i.e. a linguagem dos AA, através de um

processo referido como traducdo.

Demonstramos aqui pela primeira wvez que a
fidelidade da transcricéo, i.e., a transferéncia da
informacdo do DNA para mRNA, é dramaticamente reduzida em
células patoldgicas, particularmente nas células de cancro.
Esta auséncia de fidelidade da transcricdo nas células de
cancro é um fendmeno geral que afecta todos os cancros e a

maioria dos genes testados nos exemplos descritos, assim
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como a maioria dos transcritos presentes em bases de dados
disponiveis e que tem varias implicacdes imediatas e
importantes. Em particular, a descoberta da infidelidade da
transcricdo permite a melhoria das abordagens usadas na
protedmica e na transcriptémica para a investigacdo de
condicdes patoldégicas. A descoberta de infidelidade da
transcricdo também permite uma melhor classificacdo das
doencas relativamente a sua gravidade e melhora o
prognéstico do efeito terapéutico e permite desenhar novos
métodos para o rastreio da eficidcia de farmacos com base na
sua capacidade para corrigir uma auséncia ou modificacdo da
fidelidade da transcricdo. O presente invento possui assim
grandes implicac¢®es e wutilidade no diagndéstico e no
desenvolvimento de farmacos, assim como no tratamento,

deteccdo e monitorizacdo de doentes e eficédcia de féarmacos.

Para compreender o impacto da descoberta descrita
abaixo, é importante reconhecer que, actualmente, se pensa
ser necessaria fidelidade absoluta na transcricdo do DNA
para RNA para o funcionamento normal da célula. No entanto,
actualmente persiste uma questdo importante por resolver.
De facto, a sequenciacdo e anotacdo do genoma humano levou
a nocdo de gue sdo codificados 30-40 milhares de genes.
Esta estimativa fica bastante abaixo do numero de proteinas
que podem ser identificadas pelos métodos de protedbmica:
até 300 mil proteinas foram identificadas. Para conciliar
estas diferencas, € proposto gue um Unico gene possa
produzir varios mRNAs codificadores de proteinas diferentes

através de um processo designado "splicing"™ alternativo. O
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"splicing" alternativo remove diferentes partes do RNA pré-
mensageiro (pmRNA) , conduzindo assim a remocdo de
diferentes elementos correspondendo a intrdes especificos,
e produz diferentes mRNAs maduros. A anédlise da base de
dados RefSeq indica que contém 11259 transcritos corres-
pondendo a 6946 genes. Assim, o "splicing" alternativo pode
aumentar a heterogeneidade dos transcritos em 76%. O
mecanismo que € aqui descrito é diferente do "splicing"
alternativo e induz uma heterogeneidade de proteinas muito
maior. De facto, demonstramos a ocorréncia de modificacdes
ndo aleatdérias da sequéncia de mRNA gue resultam em
alteracdes nos AA codificados, introducdo de coddes de
paragem prematuros que ddo 1isoformas mais curtas das
proteinas, alteracdes dos coddes de paragem naturais
implicando introducdo de novas sequéncias codificadoras que
originam isoformas de proteinas de maiores dimensdes. A
introducdo de espacos e de insercdes modifica assim a
grelha de leitura do mRNA e cria sequéncias proteicas
desconhecidas. Os dados descritos neste invento mostram que
este fendmeno da infidelidade da transcricdo estd presente
em células normais mas dramaticamente aumentado em células
patolégicas, tais como células derivadas de cancro. E assim
proposto que a infidelidade da transcricdo (TI) contribua
para a diversificacdo da informacdo transferida do DNA para
o RNA. Os nossos resultados ainda estabelecem que a
infidelidade da transcricdo ndo ocorre ao acaso mas segue
regras especificas em qgue é importante o contexto envol-

vente das bases afectadas pelo evento de TI.
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Poderd ser posta ainda a hipdtese de um outro
mecanismo para explicar que a heterogeneidade do RNA nédo
ocorre ao nivel gendmico mas antes ao nivel do RNA: a
edicdo de RNA. No entanto, a edicdo de RNA ndo consegue
explicar dois tipos de acontecimentos TI, introducdo de um
espaco e 1insercdo. A edicdo de RNA caracteriza-se por
alteracdes de bases pds-transcricdo no mRNA e no tRNA em
eucariotas. A grande maioria dos acontecimentos @ de
substituicdo por edicdo consiste em conversdes de C para U
ou de A para I (lido como G) (Gott, J.M. & Emeson, R.B.
(2000) Annu Rev Genet 34, 499-531 - Maas, S & Rich, A.
(2000) Bioessays 22, 790-802. - Niswender, C. M. (1998)
Cell Mol Life Sci 54, 946-64). Ver também Klimek-Tomzak et
al., British J. of Cancer Vol. 94, 10 (2006) pp 586-592);
Cappione et al., AJHG vol. 60, 2 (1997) pp 305-312; ou Maas
et al., PNAS vol. 98, 25 (2001) pp 14687-14692). Diferentes
trabalhos tém mostrado que estas conversdes surgem através
de mecanismos de desaminacdo, catalisados por desaminases
de adenosina e de citidina. Um outro evento de substituicédo
por edicdo € a conversdo de "U" para "C". Apesar da teoria
da reversibilidade microscépica ditar gque a reaccdo da
desaminase de citidina possa ocorrer em sentido inverso
para gerar esta conversdo, também foi proposto gque uma
actividade do tipo sintetase de CTP possa ser responséavel.
Foi demonstrado em varios exemplos que a edicdo de RNA pode
ser especifica das células do cancro versus células
normais. Ainda, a taxa deste fendmeno pode ser afectada nas

condic¢des de cancro.
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No contexto do cancro, observamos ao nivel do
cDNA 5,7% de alteracdes C-T, 9,2% de T-C e 4,7% de A-G.
Assim, a edicdo de mRNA ndo pode ser responsavel por mais
de 20% das substituicdes de bases isoladas aqui descritas.
De facto, as substituicbdes de bases mais comuns sé&do: A-C
(24,6%) e T-G (16,8%) as quais representam alteracdes de
familias de bases que ndo sdo explicadas por processos

enzimdticos de edicdo de RNA humanos conhecidos.

Ainda, espera-se que a infidelidade da trans-
cricdo cause delecbes de bases e/ou insercdes através de um
mecanismo (ou mecanismos) diferentes da edicdo de mRNA.
Ainda, um estudo recente mostra que o numero de registos de
dbSNPs (base da dados Single Nucleotide Polymorphism
database) é de facto locais de edicdo (Eisenberg, E. et al.
(2005) Nucleic Acids Res. 33 (14), 4612-7). ©Na nossa
abordagem ndo consideramos todos os SNPs da dbSNP, sendo
portanto excluidos SNPs conhecidos ou falsos SNPs
correspondendo a locais de edicdo. O mecanismo para
explicar a heterogeneidade de mRNA no cancro é assim a

infidelidade da transcricéo.

Um outro estudo (Ruiz et al., 2004, Clinical
Cancer research 10(8), 2560-2567) estd relacionado com a
identificacdo de determinantes de células T auxiliares do
antigénio carcinoembriondrio, considerados potenciais
ligandos das moléculas HLA-DR. No entanto, este documento
ndo descreve sequéncias nem um péptido sintético, como

reivindicado pelos inventores.
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Sumdrio do presente invento

O presente invento estd relacionado com péptidos
sintéticos, composicdes e utilizacdes dos mesmos para fins
terapéuticos e de diagndstico, e.g., para detectar e/ou
tratar doencas causadas por proliferacdo celular. O objecto
deste invento estd relacionado com o uso de um péptido

sintético como definido nas reivindicacdes.

O invento também divulga a wutilizacd&o de um
composto que altera (e.g., reduz ou aumenta) a taxa de
infidelidade da transcricdo de um gene de mamifero para a
producdo de wuma composicdo farmacéutica para usar num
método de tratamento de um ser humano ou animal, parti-
cularmente para o tratamento de doencas tais como dis-
tirbios de proliferacdo celular incluindo sem limitacdes,
cancros, doencas imunoldgicas, doencas inflamatdrias ou

envelhecimento.

O invento também divulga métodos e produtos (tais
como sondas, sequéncias iniciadoras, anticorpos ou seus
derivados) para a deteccdo ou medicdo (o nivel de) da
infidelidade da transcricdo numa amostra, assim como o0s

kits correspondentes.

O invento também divulga métodos de identificacéo
de sequéncias de infidelidade da transcricdo em proteinas

ou Aacidos nucleicos, assim como a sua utilizacdo, e.g.,
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como marcadores, imunogénios e/ou para gerar ligandos

especificos.

Neste contexto, o invento divulga um método de
identificacdo e/ou producdo de biomarcadores, o método
compreendendo a identificacéo, numa amostra de um
individuo, da ©presenca de locais de infidelidade da
transcricdo numa proteina ou &cido nucleico alvo e,
facultativamente, determinacdo da sequéncia dos referidos

locais de infidelidade da transcricéo.

O invento também descreve um método de identifi-
cacdo e/ou producdo de um ligando especifico para uma
caracteristica ou condicdo patoldgica, o método compreen-
dendo a identificacdo, numa amostra de um individuo tendo a
referida caracteristica ou condicdo patoldgica, da presenca
de pelo menos um local de infidelidade da transcricdo numa
ou mais proteinas ou &cidos nucleicos alvo, facultati-
vamente determinacdo da sequéncia de pelo menos um desses
locais de infidelidade da transcricdo e producdo de um
ligando que se liga especificamente a referida proteina (ou
dominio) ou &cido nucleico criado pela infidelidade de

transcricdo.

O invento é particularmente adequado para a iden-
tificacdo de biomarcadores de disturbios de proliferacéo
celular, tais como cancros, doencas imunoldgicas, doencas
inflamatérias ou envelhecimento. E particularmente util

para a producdo de ligandos gque sdo especificos de tais
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distuirbios em seres mamiferos, em particular ligandos que
possam detectar a presenca ou gravidade de um disturbio de

proliferacdo celular num individuo.

Este invento também divulga um ligando que se
liga especificamente a uma proteina (ou dominio) ou acido
nucleico criado por infidelidade da transcricdo. O ligando
pode ser um anticorpo (ou qualguer fragmento (como seja
Fab, Fab', CDR, etc.) ou seu derivado, como descrito mais a
frente), que se liga especificamente a uma proteina (ou
dominio) criado por infidelidade da transcricdo. O ligando
pode também ser um Aacido nucleico que se liga especifica-
mente a um A&cido nucleico criado pela infidelidade da
transcricdo (e.g., sonda, sequéncia iniciadora, RNAi (RNA

de interferéncia), etc.).

Este invento também divulga um péptido
compreendendo um dominio de uma proteina criada por
infidelidade de transcricéao, particularmente de uma
proteina de mamifero, mais de preferéncia de uma proteina
humana. O péptido é tipicamente um péptido sintético, i.e.,
um péptido que foil preparado artificialmente, e.g., através
de sintese quimica, sintese de aminoadcidos e/ou extensao,
digestdo de proteinas, montagem de péptidos, expressdo
recombinante, etc. O péptido tipicamente compreende a
sequéncia de um fragmento C-terminal da referida proteina.
O péptido de preferéncia compreende menos de 100, 80, 75,
70, 65, 60, 50, 45, 40, 35, 30, 25 ou mesmo 20 aminoacidos

(ainda que noutras realizacdes, o comprimento do péptido
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possa ser maior). A proteina pode ser uma proteina da
superficie celular (e.g., um receptor, etc.), uma proteina
secretada (e.g., uma proteina do plasma, etc.) ou uma

proteina intracelular.

Um outro aspecto deste invento reside na
utilizacdo de um péptido criado por infidelidade da

transcricdo como definido atréds, como imunogénio.

Um outro objecto do invento reside no uso de um
péptido sintético como definido atréds, de 100 ou menos
aminoadcidos de comprimento, e, em particular, compreendendo
uma sequéncia seleccionada entre SEQ ID NOS: 1 a 5, 7 a 13,
15 a 18 e 20 a 32 para deteccdo ou monitorizacdo de

disturbios de proliferacédo celular.

O invento também descreve uma composicdo de
vacina compreendendo uma parte de uma proteina criada por
infidelidade de transcricdo. Um outro objecto do invento
reside numa composicdo de vacina compreendendo um péptido
sintético, como definido atras, de 100 ou menos aminoacidos
de comprimento, compreendendo uma sequéncia seleccionada
entre SEQ ID NOs: 1 a b5, 7 a 13, 15 a 18 e 20 a 32 e,
facultativamente, um veiculo, excipiente e/ou adjuvante

adequado.

Este invento também descreve um métpdp de
producdo de um anticorpo, 0 método compreendendo a

imunizacdo de um mamifero ndo humano com um péptido criado
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pela infidelidade de transcricdo. Um outro objecto deste
invento reside num método de producdo de um anticorpo, o
método compreendendo imunizacdo de um mamifero ndoc humano
com um péptido sintético de 100 ou menos aminoédcidos de
comprimento, compreendendo uma sequéncia seleccionada entre
SEQ ID NOs: 1 a 5, 7 a 13, 15 a 18 e 20 a 32, como definido
atrds, e recuperacdo dos anticorpos gque se ligam ao
referido péptido, ou correspondentes células produtoras de
anticorpo. Facultativamente, podem ser produzidos derivados

do anticorpo.

O invento também divulga um método de producdo de
um anticorpo, o método compreendendo (i) identificacdo de
um dominio de uma proteina criado por infidelidade da
transcricdo e (ii) producdo de um anticorpo que se liga
especificamente ao referido dominio. Facultativamente,

podem ser produzidos derivados do anticorpo.

O invento também divulga um anticorpo gque se liga
especificamente a uma parte de uma proteina criada por
infidelidade da transcricéao, ou um derivado de tal
anticorpo tendo substancialmente a mesma especificidade de
antigénio. Em particular, o invento reside num anticorpo,
ou seu derivado, que especificamente se liga a um péptido
sintéticos de 100 ou menos aminodcidos de comprimento,
compreendendo uma sequéncia seleccionada entre SEQ ID NOs:
1 a5, 7 a 13, 15 a 18 e 20 a 32. O anticorpo pode ser
policlonal ou monoclonal. O termo derivado inclui qualqguer

fragmento (como seja Fab, Fab', CDR, etc.) ou outros
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derivados tais como anticorpos de cadeia simples,
anticorpos bifuncionais, anticorpos humanizados, anticorpos

humanos, anticorpos quiméricos, etc.

Um outro aspecto deste invento estd relacionado
com um anticorpo ou seu derivado, como definido atras, que
¢ conjugado com uma molécula. A molécula pode ser um
farmaco, uma marca, uma molécula toéxica, um 1isdétopo

radioactivo, etc.

O invento também divulga a utilizacdo de um
anticorpo, ou seu derivado como atrds definido, para a
deteccdo ou quantificacdo (e.g., in vitro) da infidelidade

da transcricdo de um gene.

O invento também estd relacionado com a utili-
zacdo de um anticorpo conjugado, ou seu derivado como defi-

nido atrds, como medicamento ou reagente de diagndstico.

O invento também divulga um dispositivo ou
produto compreendendo, imobilizado no suporte, um reagente
que se liga especificamente a uma proteina ou acido nuclei-
co criado pela infidelidade de transcricdo. O reagente pode

ser, e€.g., uma sonda ou um anticorpo ou seu derivado.

Este invento também divulga um método para causar
ou induzir ou estimular a infidelidade da transcricdo numa
célula ou tecido ou organismo. Tal método pode compreender,

tipicamente, a introducdo de um local de infidelidade da
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transcricdo em sequéncias gendmicas normais, e€.g., por meio
de um vector de terapia génica. Tal modificacdo pode
resultar na destruicdo de uma célula ou tecido. Em
particular, é possivel criar uma grelha de leitura aberta
em qualguer sequéncia de um gene que resulte na producdo de
proteinas ou compostos téxicos para a célula. E igualmente
possivel induzir a expressdo, numa célula doente (ou alvo),
de um biomarcador especifico que pode ser atingido usando
moléculas tdéxicas ou terapéuticas. Usando esta abordagem, é
assim possivel causar morte celular ou terapia guando a
infidelidade de transcricdo ocorre ou excede uma determi-

nada taxa.

Este invento também divulga a utilizacdo de um
dcido nucleico que possui locais de infidelidade da
transcricdo para a producdo de uma composicdo farmacéutica
para usar num método de tratamento de um ser humano ou
animal. O gene pode ser qualgquer gene, incluindo um gene de
mamifero ou um gene de um agente patogénico, como seja um
gene viral, um gene bacteriano, etc. Neste contexto, o
invento estd relacionado com um método de tratamento de uma
doenca causada por um agente patogénico, o método
compreendendo a inducdo ou a estimulacdo da infidelidade de
transcricdo de um gene codificado pelo referido agente

patogénico.

Numa realizacdo particular, o 1nvento esta
relacionado com uma molécula de &cido nucleico sintético

codificadora de um péptido de 100 ou menos aminodcidos de
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comprimento, compreendendo uma sequéncia seleccionada entre
SEQ ID NOs: 1 a 5, 7 a 13, 15 a 18 e 20 a 32 para a
deteccdo ou monitorizacdo de disturbios de proliferacéo

celular.

O invento também divulga métodos de producdo de
polipéptidos recombinantes in vitro com infidelidade de
transcricdo reduzida. Tais métodos permitem uma reducdo na
micro-heterogeneidade dos polipéptidos recombinantes. O
método compreende a utilizacdo de <células hospedeiras
compreendendo um acido nucleico recombinante com utilizacéo
de coddes adaptada, para reduzir a ocorréncia de
infidelidade de transcricdo. O método pode também incluir a
utilizacdo de qualgquer composto ou tratamento que reduza a
ocorréncia de infidelidade da transcricdo. 0O método pode
ser usado em células hospedeiras procaridticas ou

eucaridticas, e.g., em estirpes de E. coli ou CHO.

O invento pode ser wusado num ser mamifero,
particularmente um ser humano, para detectar, monitorizar
ou tratar uma variedade de condic¢des patoldgicas associadas
a disturbios de proliferacdo celular (e.g., cancros) e/ou
para produzir, desenhar ou testar fadrmacos terapeuticamente

activos.

Legendas das Figuras

Fig. 1: Principio da construcdo de bibliotecas de

cDNA e sequenciacéo.
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Fig. 2: (a-gq) sequéncias de mRNA de referéncia
usadas na andlise. Para evitar a distorcdo do "blast", a
cauda poli(A) das sequéncias de mRNA de referéncia foram
sistematicamente removidas. Fig. 2 apresenta uma lista dos

genes testados.

Fig. 3: ficheiros tipicos gerados com MegaBLAST.

Fig. 4: Percentagem de desvio da sequéncia de
nucledétidos em gqualquer posicdo para cada um dos genes

estudados.

Fig. 5: TPT1, VIM = numerco de ESTs e andlise do

teste de proporcdes.

Fig. 6: Variacdes em ESTs antes e apds a
aplicacdo sequencial de filtros electrdnicos. Clip 400 e

efeitos de remocdo de linhas celulares.

Fig. 7: Contexto do DNA: a) Efeito da composicéo
de bases do pmRNA na heterogeneidade de bases b0. b)
Composicdo de bases substituintes para cada base substi-
tuida. c¢) Reparticdo de bases afectadas e substituintes
dentro de testes estatisticamente significativos C>N. d)
Efeito da composicdo de bases do pmRNA na correspondente

base substituinte para repeticido de b-1 ou b+l

Fig. 8: mRNA virtual variante e proteina para

VIM.
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Fig. 9: Impacto codificador

Fig. 10: Proteinas de interesse = sequéncias de

aminoadcidos quando o coddo de paragem é estatisticamente

afectado.

Fig. 11: DHPLC = principio e limites da deteccéo.

Fig. 12: DHPLC = sequéncias iniciadoras e

produtos de PCR esperados.

Fig. 13: Lista de 60 proteinas estudadas.

Fig. 14: Producdo de anticorpos.

Fig. 15: Resultados de DHPLC.

Fig. 16: sensibilidade de Sanger.

Fig. 17: Deteccdo de APOAII e APOCII PSP em

plasma de doentes cancerosos.

Fig. 18: PSP potencial nas proteinas do plasma.

Fig. 19: Avaliacdo das previsdes de substituicdes

da sequéncia de mRNA.
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Descrig¢do detalhada do invento

Definicdes

Infidelidade da transcricédo

O termo infidelidade de transcricdo designa um
novo mecanismo pelo qual varias moléculas de RNA distintas
sdo produzidas numa célula a partir de uma uUnica sequéncia
de gene. Este novo mecanismo identificado afecta potencial-
mente qualquer gene, & aleatdrio e segue regras particu-
lares, como serd agqui descrito. Como se mostra nos exem-
plos, a infidelidade da transcricdo pode introduzir substi-
tuicdes, delecdes e insercdes em moléculas de RNA, criando
assim uma diversidade de proteinas a partir de um unico
gene. A infidelidade da transcricdo pode também afectar as
sequéncias de RNA ndo codificadoras, modulando assim as
suas funcdes. Medicdo, modulacdo ou eliminacdo da infide-
lidade de transcricdo representa assim uma nova abordagem
para a deteccdo ou tratamento de disturbios, assim como

para o desenvolvimento de farmacos.

Local de infidelidade da transcricdo

O termo local de infidelidade da transcricéo
designa uma sequéncia e/ou posicdo afectada pela infide-
lidade da transcricdo. Isto pode ser um &cido nucleico ou
dominio de aminoéacidos que possui pelo menos uma
modificacdo gerada como resultado da infidelidade da

transcricdo. Tal modificacdo pode resultar e.g., de uma



PE2468885 - 18 -

mudanca da grelha de leitura (insercdo e/ou delecdo), da
introducéo ou supressao dos coddes de paragem, da
introducdo de um novo coddo de paragem, da substituicido de
um ou mais nucledtidos (implicando ou ndo alteracdo de AA),
etc. Um local de infidelidade da transcricdo pode
compreender uma ou varias variacdes de sequéncias
resultantes da infidelidade de transcricdo. Um local de
infidelidade de transcricdo pode compreender desde, e.g., 1
residuo de nucledtido ou aminodcido modificado até, e.g.,
150 residuos de nucledtidos ou aminocdcidos modificados, ou
mesmo mais. O local de infidelidade de transcricéo
tipicamente difere da sequéncia resultante da transcricdo
fiel em pelo menos uma modificacdo de nucledtido ou de
aminoadcido (e.g., substituicdo, delecdo, insercido, inver-
sdo, etc.). Uma proteina ou um dominio criado por
infidelidade da transcricéo (proteina TI) tipicamente
compreende entre 1 e 50 aminocdcidos (ou mesmo mais), com
pelo menos um residuo de aminocdcido modificado. Uma
sequéncia de acido nucleico de infidelidade da transcricéo
tipicamente compreende entre 1 e 150 nucledtidos (ou mesmo

mais), com pelo menos um residuo de nuclebdtido modificado.

Regras e identificacdo de infidelidade da trans-

cricédo

Com base em técnicas especificas de deteccgdo e/ou
regras particulares de infidelidade da transcricdo como
definido no presente pedido de patente, é agora possivel
prever e identificar para qualquer gene ou proteina, Locais

de Infidelidade da Transcricdo. Estes locais podem também



PE2468885 - 19 -

ser obtidos através do alinhamento de sequéncias disponi-
veis para um determinado RNA e identificacido das substitui-
¢Oes de bases. Podem em ultima andlise ser validadas por
vdrias técnicas, e.g., através da utilizacdo de ligandos

especificos para uma proteina TI tedrica.

Um método particular para identificacdo de um
local de infidelidade da transcricdo compreende:

- obtencdo da sequéncia de um determinado gene,
molécula de RNA ou de cDNA, ou uma porc¢do da mesma e

- identificacdo, dentro da referida sequéncia, da
presenca de uma alteracdo de nucledtido (e.g., substitui-
cdo, delecdo, insercdo, inversdo) resultante da infidelida-
de da transcricdo, seguindo as regras de infidelidade da

transcrigdo, e.g., como discutido em (iii) abaixo.

Um outro método particular para a identificacéo
de um local de infidelidade da transcricdo compreende:

- obtencdo da sequéncia de uma determinado pro-
teina ou porcdo da mesma e

- identificacdo, dentro da referida sequéncia, da
presenca de uma alteracdo de aminoadcido (e.g., substitui-
cdo, delecdo, insercdo, inversdo) resultante da infideli-
dade da transcricdo, seguindo as regras de infidelidade da

transcrigdo, e.g., como discutido em (iii) abaixo.

A presenca de uma alteracdo resultante da infi-
delidade da transcricdo numa molécula pode ser identificada

num processo de trés passos compreendendo:
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(i) identificacdo de 1locais de infidelidade da
transcricdo com uma magquina de aprendizagem baseada na
discriminacdo quadratica em factores de Andlise Factorial
de Maltipla Correspondéncia (MCFA)

(ii) ddentificacdo da categoria dos locais de
infidelidade da transcricdo (b-1 ou b+l ou outros) com o
mesmo método e

(iii) previsdo da base de substituicdo usando as

seguintes regras de infidelidade da transcricédo:

Para qualgquer base presente como evento singular
("singleton"), i.e., qualquer base que ndo & precedida ou
seguida por si, entdo a base substituida é com grande
probabilidade idéntica & base anterior aquela que &
substituida (no caso da categoria b-1) ou idéntica a base
seguinte aquela que ¢é substituida (no caso da categoria
b+1). Por exemplo, CAT tornar-se-& CCT (regra b-1); ATG

tornar-se-4 AGG (regra b+l);

Quando as substituicdes ocorrem dentro de trés A
consecutivos, a substituicdo do segundo A vai preferencial-

mente para C;

Quando as substituicdes ocorrem em trés T conse-
cutivos, a substituicdo do segundo T vai preferencialmente

para C, depois para A, depois para G;

Os segmentos de C e de G sdo raramente substi-

tuidos na segunda posicdo, mas se houver gqualgquer substi-
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tuicdo, o segundo C ird preferencialmente para A e

substituicdo do segundo G vail preferencialmente para C;

Para os outros casos, a base da substituicdo é

preferencialmente C.

Outros métodos para identificar locais de infide-
lidade da transcricdo dentro da sequéncia de gualquer
proteina ou acido nucleico alvo compreendem, e.g., compa-
racdo da marca da sequéncia expressa existente (ESTs), am-
plificacdo directa das sequéncias identificadas e sequen-
ciacdo dos produtos de amplificacdo com método de sequen-
ciacdo especifico (Sanger, quimica, piro-sequenciacdo). Tal
abordagem produz sequéncias variantes gue envolvem altera-
¢cdes de AA, modificacdes do comprimento da proteina, etc.
Podem ser desenhados oligonucledtidos que selectivamente
correspondam a locais de infidelidade da transcricéo
existente em mRNA ou em cDNA com locais de infidelidade da
transcricdo a partir de um conjunto de sequéncias. Podem

ser igualmente produzidos anticorpos contra a proteina TI.

Como alternativa, é possivel identificar um local
de infidelidade da transcricdo por meio de andlise de
sequéncias ou de regras de bioinformdtica. A sequéncia
resultante pode ser clonada em qualgquer vector de trans-
feccdo. E igualmente possivel desenhar uma construcio
compreendendo tal sequéncia de infidelidade da transcricéo
na mesma grelha de leitura de um gene repdrter, gue sera

transcrito e traduzido apenas se ocorrer infidelidade da
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transcricdo. O gene repdrter pode ser uma enzima ou
proteina fluorescente ou gqualquer gene que torne a célula

alvo sensivel ou resistente a exposicdo a uma toxina.

Um método detalhado gque permite a identificacéo
de locais de infidelidade da transcricdo (ou substituicdes)

inclui o método TDG como descrito abaixo:

Uma técnica descrita por Pan e Weissman e Liu et
al. (PNAS, 2002, 99(14), 9346-9351 e Anal Biochem., 2006
Sep 1;356(1):117-24) pode ser adaptada para deteccdo dos
locais de infidelidade da transcricdo em RNA. Esta técnica
baseia-se na utilizacdo de uma enzima, glicosilase de timi-
dina do DNA (TDG) gque é capaz de separadamente enrigquecer
duplas cadeias de DNA contendo desemparelhamentos a partir
de misturas complexas. Estas enzimas reconhecem especifi-
camente desemparelhamentos de nucledtidos e geram locais
abédsicos (a ligacdo entre a desoxirribose e uma das bases
do DNA ¢é clivada). Em seguida, TDG pode ligar reversivel-
mente estes locails abidsicos e assim pode ser usada para
purificacdo por afinidade de fragmentos de DNA contendo de-
semparelhamentos. Numa experiéncia tipica, o RNA é extraido
a partir de dois tipos de células (normais e cancerosas) e
sujeito a transcricdo reversa para preparar cDNA de cadeia
dupla. Apds desnaturacdo por aguecimento e renaturacdo
lenta para cada amostra, € gerado cDNA com desemparelha-
mentos e pode ser separado a partir de duplas hélices per-
feitas. Este cDNA pode entdo ser analisado por sequenciacéo

directa ou comparado por DHPLC (ver mais a frente).
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S&o descritas outras técnicas que podem ser
adaptadas para identificar 1locais de 1infidelidade da
transcricdo ou mutacdes, e.g., em US 6329147; US 4979330;
WO 02/077286 ou US 6120992.

Tipicamente, o0s métodos de identificacdo dos
locais de infidelidade da transcricdo ainda compreendem um
passo de validacdo da sequéncia do local de infidelidade da
transcricdo através da producdo de uma molécula compreen-
dendo a sequéncia identificada, geracdo de um ligando que
especificamente se liga a referida molécula e verificacéo,
numa amostra bioldgica, da presenca de um antigénio

especificamente reconhecido pelo referido ligando.

Uma sequéncia de infidelidade da transcricéo
tipica de um &cido nucleico é uma sequéncia entre 1 e 150
nucledétidos de comprimento compreendendo a substituicédo,
delecdo ou adicdo de pelo menos uma base causada pela
infidelidade da transcricdo, de preferéncia seguindo uma
regra como descrita no Exemplo 5. A sequéncia de infi-

delidade da transcricdo pode ser maior.

Um dominio de uma proteina TI €& uma sequéncia de
aminoadcidos entre 1 e 50 aminodcidos de comprimento compre-
endendo a substituicdo, delecdo ou adicdo de pelo menos um
aminocadcido (ou mais alteracdes devido a modificac&o na
grelha codificadora resultante da delecdo ou insercdo de
bases) causada pela infidelidade da transcricéo, de

preferéncia seguindo uma regra como descrita no Exemplo 5.
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O dominio de uma proteina TI pode ser maior. Exemplos de
dominios das proteinas TI sdo proporcionados na seccgdo

experimental, e.g., nas Figuras 13 e 14.

Detecgdo ou medicdo da infidelidade da trans-

cricgao

Este invento baseia-se na descoberta inesperada
de uma taxa elevada de anormalidades da sequéncia natural
que ocorre durante ou logo apds a transcricdo do DNA para
RNA. O processo pode existir nas células normais mas
aumenta grandemente nas células patoldgicas, e.g., células
cancerosas. A descoberta de gque a transcricdo DNA em RNA
introduz variacdes da sequéncia seguindo regras gue séo
diferentes das definidas por complementaridades de bases
uma a uma permite o desenho racional de novos reagentes
(e.g., sondas, sequéncias iniciadoras, anticorpos, aptame-
ros, etc.) que sdo especificos de 4acido nucleico ou
proteina c¢riada por infidelidade da transcricdo. Tais
reagentes podem assim permitir detectar ou medir infi-
delidade da transcricdo e discriminar entre condicdes
normais ou de doenca, assim como direccionar moléculas para

células gque apresentem infidelidade da transcricéo.

Ainda, 0 invento também permite o desenho
racional de reagentes (e.g. sondas, sequéncias iniciadoras,
anticorpos, aptdmeros) que sdo preditivos da gravidade da
doenca (e.g., cancro). De facto, espera-se gque uma maior

taxa de infidelidade da transcricdo esteja correlacionada
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com a gravidade da doenca e esta taxa aumenta progressi-
vamente a medida que mais e mais produtos de genes séao
afectados. A medicdo directa da infidelidade da transcricéo
em células doentes usando métodos aqui descritos ou
qualguer outra tecnologia permite detectar células em
diferentes fases de ©progressdo da doenca em qgqualqguer
tecido. A medicédo precisa destas variacdes na expressdo de
genes (transcritos e proteinas) também melhora a capacidade
de avaliar a eficadcia de farmacos relativamente a gravidade
da doenca. Actualmente, varias técnicas de microarranjos
permitem a medicdo de alteracdes na expressdo de genes. No
entanto, a capacidade e, mais importante, a reprodutibi-
lidade destes resultados normalmente ndo sdo suficientes.
Podemos agora postular que uma grande gquantidade de
variabilidade destas experiéncias de transcriptdmica é
causada em parte pela infidelidade da transcricdo conforme
descoberto pelos inventores. Assim, a descoberta deste
fendbmeno comum permite o desenho de reagentes para a
expressdo de genes que sejam minimamente afectados pela
infidelidade da transcricdo ou que directamente reflictam a
infidelidade da transcricdo que ocorra em sequéncias espe-

cificas seguindo as regras descritas no presente pedido.

E igualmente possivel e mesmo provavel que a
infidelidade da transcricdo seja modulada pela taxa de
transcricdo. Especulamos gue uma maior expressdo de um
determinado gene em condic¢des patoldgicas aumente a TI e

assim aumente a heterogeneidade da proteina.
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A infidelidade da transcricdo pode ser detectada
ou medida usando uma série de técnicas conhecidas per se na
adrea, as quais podem ser adaptadas ao presente invento. Em
particular, a infidelidade da transcricdo pode ser medida
usando reagentes especificos para 4cido nucleico ou
proteina criados pela infidelidade da transcricdo, tais
como sondas especificas, sequéncias iniciadoras ou anti-
corpos, por electroforese, andlise da migracdo em gel,
espectrometria, etc., que permitem a deteccdo entre varias
formas de uma proteina ou &cido nucleico. A taxa de
infidelidade da transcricdo pode ser determinada através da
avaliacdo do numero de genes numa célula gque estdo sujeitos
a infidelidade de transcricdo e/ou o numero de locais de
infidelidade de transcricdo gerados para um determinado
gene. Tal taxa pode ser determinada por comparacdo do nivel
de &cido nucleico ou proteina criado pela infidelidade de
transcricdo numa amostra a testar com o obtido numa amostra

de referéncia.

Deteccdo da infidelidade da transcricdo ao nivel

dos 4acidos nucleicos

Como discutido atras, a infidelidade da trans-
cricdo introduz wvariacdes da sequéncia nas moléculas de
RNA. A deteccdo ou medicdo da infidelidade da transcricédo
pode assim ser conseguida através da deteccdo da presenca
ou guantidade (absoluta ou relativa) de tais variacdes da
sequéncia em RNAs codificadores de um ou VvArios genes ou

numa célula completa ou tecido ou amostra. A deteccdo da
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infidelidade da transcricdo em &cidos nucleicos pode ser
realizada por vaArias técnicas tais como hibridacé&o,

amplificacdo, formacd&o de heteroduplexes, etc.

Virtualmente todas as tecnologias usadas para a
identificacdo de nucledtidos presentes em diversos tipos de
tecido baseiam-se num processo designado de hibridacdo. A
hibridacdo ¢é critica para tecnologias tais como micro-
arranjos usadas para 1dentificar polimorfismos e pesquisa
de variacdo na expressdo de genes. Esta técnica é aplicada
para medir o nivel de expressdo de genes. A hibridacdo de
sondas oligonucleotidicas é igualmente usada para subtrair
sequéncias de gene abundantemente expressos de forma a
permitir um estudo mais adequado dos mensageiros com menor
abundéncia - este procedimento ¢é designado hibridacéo
subtractiva. A hibridacdo é igualmente o primeiro passo da
reaccdo de amplificacdo de genes normalmente usada nas
reaccdo de PCR na forma directa ou apds aplicacdo de
transcriptase reversa para converter a sequéncia da men-

sagem de uma sequéncia tipo RNA para uma tipo DNA.

O mecanismo béadsico subjacente a hibridacdo é que
uma sequéncia de nucledtidos de cadeia simples se pode
ligar a uma outra desde gque as respectivas sequéncias sejam
complementares. Tanto o comprimento como a ordem especifica
de cada uma das 4 bases definem a eficidcia da hibridacdo e
a especificidade da sequéncia. Isto implica gque cada base
especifica se liga numa forma ndo covalente a sua base

complementar: A a T e C a G e vice versa. Esta ligacdo néo
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covalente numa combinacdo de sequéncia é condicionada pela
ordem das bases. Assim, na pratica, uma sequéncia definida
de bases liga-se a uma sequéncia complementar uUnica. Esta
reaccdo de ligacdo especifica proporciona a Dbase da
hibridacdo e permite a identificacdo de gualquer sequéncia
complementar em qualquer mistura de nucledtidos. A eficéacia
da hibridacdo é determinada pelo numero de bases que, na
ordem apropriada, emparelham umas com as outras (& tolerado
alguma grau de desemparelhamento) e determinada pelas
condicdes da experiéncia tais como a restringéncia do
tampdo de ligacdo, o teor relativo de CG versus TA - CG e
TA sdo ligados por 3 e 2 ligacdes de hidrogénio,
respectivamente - e pela temperatura de fusdo, i.e. a
temperatura que €& necessaria para permitir a dissociacédo de

50% do DNA de cadeia dupla.

A deteccdo da infidelidade da transcricdo usando
hibridacédo tipicamente compreende colocacdo de uma amostra
em contacto com uma sonda de &cido nucleico que é espe-
cifica para uma sequéncia com infidelidade de transcricéo e
deteccdo da presenca (ou quantidade) de hibridos formados,
a referida presenca ou quantidade sendo uma indicacéo
directa da presenca ou taxa de infidelidade da transcricéo.
Numa realizacdo preferida, o método usa uma série de sondas
de 4cido nucleico que sido especificas para sequéncias com
infidelidade transcricdo distintas de um ou varios genes,
respectivamente. As sondas de Aacidos nucleicos especificas
para uma sequéncia com infidelidade de transcricdo podem

ser preparadas para gqualquer gene usando a informacdo da
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sequéncia e as regras de substituicdo, insercédo ou deleccédo
de nucledtidos descritas no presente pedido de patente

(ver, e.g., Exemplo D).

Uma "sonda" de &cido nucleico refere-se a um
adcido nucleico ou oligonucledétido tendo uma sequéncia
polinucleotidica que é capaz de hibridar selectivamente com
uma sequéncia com infidelidade de transcricdo ou com o seu
complemento e que é adequada para a deteccdo da presenca
(ou quantificacdo da mesma) numa amostra contendo a
referida sequéncia ou complemento. As sondas sdo, de
preferéncia, perfeitamente complementares de uma sequéncia
com infidelidade de transcricdo, no entanto pode ser
tolerado algum desemparelhamento. As sondas tipicamente
compreendem Acidos nucleicos de cadeia simples entre 8 e
1500 nucledétidos de comprimento, por exemplo entre 10 e
1000, mais de preferéncia entre 10 e 800, tipicamente entre
20 e 700. Deverd ser entendido que podem ser igualmente
usadas sondas mais longas. Uma sonda preferida deste
invento é& uma molécula de &cido nucleico de cadeia simples
com 8 a 400 nucledtidos de comprimento, que pode hibridar
especificamente com uma sequéncia tendo infidelidade de

transcricdo.

Tipicamente, uma sonda de &cido nucleico hibrida
selectivamente com uma regido de uma molécula de Aacido
nucleico gue ndo possui uma sequéncia de infidelidade da

transcricéo.
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A selectividade, quando usada em associacdo com
hibridacdo de &cido nucleico, indica que a hibridacido da
sonda com a sequéncia alvo é distinta da hibridacdo da
referida sonda com uma outra sequéncia. Neste contexto,
ainda que a complementaridade perfeita entre a sonda e a
sequéncia alvo ndo seja necessaria, deve ser suficiente-

mente alta para permitir a hibridacéo.

As sondas tipicamente compreendem uma segquéncia
que ¢é complementar de uma sequéncia de infidelidade da
transcricdo numa molécula de RNA gque codifica uma proteina
da superficie celular ou uma proteina secretada. Exemplos
especificos de sondas deste invento possuem uma segquéncia
complementar de uma sequéncia com infidelidade de
transcricdo ou codificadora de uma sequéncia peptidica de

qualgquer uma de SEQ ID NOS: 1 a 32.

A sequéncia das sondas pode ser modificada, e.g.,
quimicamente, de forma a, e.g., aumentar a estabilidade dos
hibridos (e.g., grupos intercalantes ou modificados, tais
como alcoxirribonucledtidos 2') ou para marcar a sonda.
Exemplos tipicos de marcas incluem, sem limitacdo, radio-
actividade, fluorescéncia, luminescéncia, marcacdo enziméa-
tica e similares. A sonda pode ser hibridada com o acido
nucleico alvo em solucdo, suspensdo ou ligada a um suporte
s6lido, como seja sem limitacdo, uma esfera, coluna, placa,
substrato (para produzir arranjos ou chips de 4&cidos

nucleicos), etc.
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A infidelidade de transcricdo pode ser detectada
ou medida através de amplificacdo selectiva usando
sequéncias iniciadoras especificas. A deteccéo da
infidelidade de transcricéo através de amplificacéo
selectiva tipicamente compreende colocacdo de uma amostra
em contacto com uma sequéncia iniciadora de acido nucleico
que especificamente amplifica uma sequéncia com
infidelidade de transcricdo e deteccdo da presenca (ou
quantidade) dos produtos de amplificacdo formados, a
referida presenca ou quantidade sendo uma indicacdo directa
da presenca ou taxa de infidelidade de transcricdo. Numa
realizacdo preferida, o método usa uma série de sequéncias
iniciadoras de &cido nucleico que permitem a amplificacdo
especifica da sequéncia com infidelidade de transcricdo
distinta de um ou varios genes, respectivamente. A
amplificacdo pode ser realizada de acordo <com varias
técnicas conhecidas per se na 4&rea, tais como, sem
limitacdo, reaccdo em cadeia da polimerase (PCR), reaccéo
em cadeia da ligase (LCR), amplificacdo mediada por
transcricdo (TMA), amplificacdo por deslocamento de cadeias
(DAS) e amplificacdo baseada em sequéncias de Aacidos

nucleicos (NASBA).

As sequéncias iniciadoras de 4cido nucleico
especificas para uma sequéncia com infidelidade da
transcricdo podem ser preparadas para qualquer gene usando
a informacdo de sequéncias e as regras de substituicéo,
insercdo ou delecdo de nucledtidos descritas no presente

pedido de patente (ver, e.g., Exemplo 5).
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O termo "sequéncia iniciadora" designa um &cido
nucleico ou oligonucledtido tendo uma sequéncia poli-
nucleotidica que é capaz de hibridar selectivamente com uma
sequéncia com infidelidade de transcricdo ou com um seu
complemento, ou com uma regido de um A&acido nucleico que
flanqueia um local de infidelidade da transcricdo e que é
adequado para a amplificacdo da totalidade ou de uma porcio
do referido local de 1infidelidade da transcricdo numa
amostra contendo a referida sequéncia ou o seu complemento.
Sequéncias iniciadoras tipicas deste invento sdo moléculas
de 4&cido nucleico de cadeia simples de aproximadamente 5 a
60 nucledtidos de comprimento, mais de preferéncia cerca de
8 a cerca de 50 nuclebétidos de comprimento, ainda prefe-
renclialmente cerca de 10 a 40, 35, 30 ou 25 nucledtidos de
comprimento. Prefere-se a complementaridade perfeita para
assegurar elevada especificidade. No entanto, pode ser
tolerado algum desemparelhamento, como discutido atras para

as sondas.

O termo "flanqueia" indica que a regido deveré
estar localizada a uma disténcia do local de infidelidade
da transcricdo que seja compativel com as actividades de
polimerase convencionais, e.g., ndo acima de 250 pb, de
preferéncia nao excedendo 200, 150, 100 ou, mais

preferencialmente, 50 pb a montante do referido local.

Este invento também divulga pelo menos um par de

sequéncias iniciadoras de acido nucleico, em que o referido
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par de sequéncias 1iniciadoras compreende uma sequéncia
iniciadora com sentido e uma sequéncia iniciadora inversa e
em gque as referidas sequéncias iniciadoras com sentido e
inversas permitem a amplificacdo selectiva de uma sequéncia
com infidelidade de transcricdo ou da sequéncia exactamente

complementar. (e.g., na Fig 12).

A infidelidade de transcricdo ¢é medida por
Cromatografia Liquida de Alta Resolucdo Desnaturante
(DHPLC). O principio deste método estd descrito e.g., na
Fig 11. Basicamente, o0s produtos de amplificacdo séo
desnaturados e re-emparelhados. Durante o) re-
emparelhamento, sdo formados homoduplexes e heteroduplexes,
como resultado da presenca de sequéncias com infidelidade
da transcricdo. A mistura é entdo analisada por DHPLC. Uma
vez que as estruturas de DNA dos heteroduplexes e dos
homoduplexes sdo diferentes a temperatura da analise, séo
eluidos diferencialmente e a sua quantidade (relativa) pode

ser avaliada.

Como verificacdo das sequéncias com infidelidade
da transcricdo existentes em células de cancro com maior
frequéncia que em células normais, as infidelidades da
transcricdo previstas para genes seleccionados (ENO1,
GAPDH, TMSB4X) foram amplificadas por RT-PCR usando o©s
oligonucledétidos indicados (ver Exemplo 6). As variacdes
dos homo- e heteroduplexes foram verificadas (Fig. 15).
Qualquer outra técnica adequada para a deteccdo de &acidos

nucleicos pode ser usada ou adaptada para usar no presente
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invento, ©para detectar, quantificar ou monitorizar a

infidelidade de transcricéo.

Deteccdo da infidelidade de transcricdo ao nivel

das proteinas

Devido a infidelidade da transcricdo conduzir a
alteracdes na sequéncia proteica, a presenca ou nivel de
infidelidade de transcricdo pode também ser medida através

da deteccdo da presenca ou quantidade de proteinas TI.

Varias técnicas conhecidas per se na 4rea podem
ser usadas e/ou adaptadas para medir a infidelidade da
transcricdo em proteinas. Em particular, uma vez gque a
infidelidade da transcricdo causa modificacdes das pro-
teinas conduzindo a alteragdes directas no seu compor-
tamento, estas alteracdes podem ser detectadas por e.qg.,
electroforese em gel bidimensional e espectrometria de
massa ou por desorcdo/ionizacdo a laser estimulada na
superficie. Como uma verificacdo de que a proteina TI esté
presente no plasma  humano, mostramos o perfil de
espectrometria de massa de um péptido localizado antes do
coddo de paragem candnico de ApoAII. Os dados de
espectrometria de massa mostram que a Arginina substitui um
coddo de paragem candnico. Ainda, uma vez Jque a
infidelidade da transcricd@o causa a ocorréncia de isoformas
da proteina mais longas e mais curtas (celular e
plasmdtica) (como resultado do coddo de paragem prematuro

devido a substituicd&o de bases ou a uma alteracdo da grelha
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de leitura no caso das delecdes ou insercdes), tais
isoformas podem ser detectadas ou gquantificadas usando
ligandos especificos das mesmas e/ou estratégias de
sequenciacdo de proteinas. Neste contexto, demonstramos que
as alteracdes no comprimento da proteina e a sequéncia de
AA primdria ocorrem predominantemente no dominio do extremo
carboxilo da proteina. Assim, as estratégias de sequen-
ciacdo deverdo ser dirigidas para o extremo C das protei-
nas, uma regido anteriormente insuspeita (de facto, os
métodos de sequenciacdo directa de proteinas presentemente
usados podem ser conseguidos apenas comecando nos AA do

extremo NH») .

A deteccdo da infidelidade da transcricdo usando
ligandos especificos tipicamente compreende a colocacdo de
uma amostra em contacto com um ligando que é especifico de
um dominio de uma proteina TI e deteccdo da presenca (ou
quantidade) do complexo formado, a referida presenca ou
quantidade sendo uma indicacdo directa da presenca ou taxa
de infidelidade da transcricdo. Numa realizacdo preferida,
o método usa uma série de ligandos que sdo especificos de
dominios distintos de uma ou varias proteinas TI, respec-
tivamente. Os ligandos especificos para estes dominios
podem ser preparados para dJqualgquer proteina usando a
informacdo de sequéncias e as regras de substituicdo de
aminocadcidos descritas no presente pedido de patente (ver,
e.g., Exemplo 5). 0 ligando pode ser usado na forma soluvel

ou como revestimento de uma superficie ou suporte.
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0 invento também divulga ligando que
selectivamente se ligam a um dominio de uma proteina TI.
Diferentes tipos de ligandos podem ser considerados, tais
como anticorpos especificos, moléculas sintéticas,

aptémeros, péptidos e similares.

O ligando pode ser um anticorpo ou um fragmento
ou derivado do mesmo. Assim, um aspecto particular deste
invento reside num anticorpo que se liga especificamente a

um dominio de uma proteina TI.

Dentro do contexto deste invento, um anticorpo
designa um anticorpo policlonal, um anticorpo monoclonal,
assim como fragmentos do mesmo ou seus derivados tendo
substancialmente a mesma especificidade de antigénio.
Fragmentos incluem, e.g., Fab, Fab's, regides CDR, etc. Os
derivados incluem anticorpos de cadeia simples, anticorpos
humanizados, anticorpos humanos, anticorpos polifuncionais,

etc.

Os anticorpos contra dominios das proteinas TI
podem ser produzidos segundo procedimentos conhecidos de um
modo geral na area. Por exemplo, o0s anticorpos policlonais
podem ser produzidos através da injeccdo do dominio da
proteina TI (e.g., como proteina ou péptido), sozinho ou
acoplado a uma proteina adequada, num animal ndo humano.
Apbds um periodo adequado, o animal ¢é sangrado, © SOro
recuperado e purificado por técnicas conhecidas na A&rea

(Paul, W.E. "Fundamental Immunology"™ Second Ed. Ravenn
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Press, NY, p. 176, 1989; Harlow et al., "Antibodies: A
laboratory manual", CSH Press, 1988; Ward et al. (Nature
341 (1989) b544). Os péptidos com a mesma sequéncia das
proteinas TI podem ser ©produzidos por procedimentos
conhecidos de um modo geral na Aarea. Tais péptidos podem
ser acoplados a um suporte adequado e usados para a
deteccédo de auto-anticorpos presentes em amostras biold-

gicas (por exemplo fluidos corporais).

Os anticorpos monoclonais contra dominios das
proteinas TI podem ser preparados, por exemplo, pela
técnica de Kohler-Millstein (2) (Kohler-Millstein, Galfre,
G., e Milstein, C, Methods Enz. 73 p. 1 (1981)) envolvendo
a fusdo de um linfécito B imune com células de mieloma. Por
exemplo, um imunogénio como atrds descrito pode ser injec-
tado num mamifero n&o humano como descrito. Subsequen-
temente, o0 baco é removido e a fus&o com mieloma realizada
de acordo com uma variedade de métodos. As células de
hibridoma resultantes podem entdo ser testadas relativa-
mente a secrecdo de anticorpos contra dominios de proteinas

TI.

Um anticorpo "selectivo" para um dominio parti-
cular de proteinas TI designa um anticorpo cuja ligacdo ao
referido dominio (ou um seu fragmento contendo o epitopo)
pode ser discriminado de forma reprodutivel de entre
ligacdo ndo especifica (i.e., da ligacdo a um outro anti-
génio, particularmente a proteina nativa ndo contendo o

referido dominio). Os anticorpos selectivos para os domi-
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nios das proteinas TI permitem a deteccdo da presenca de

proteinas contendo tais dominios numa amostra.

Diagnéstico

O presente invento divulga a realizacdo de
ensaios de deteccdo ou diagnéstico que podem ser usados,
entre outras coisas, para detectar a presenca, auséncia,
predisposicdo, risco ou gravidade de uma doenca a partir de
uma amostra derivada de um individuo. O termo "diagndstico"
deverd ser entendido como incluindo métodos de farmaco-

genética, progndéstico, etc.

O invento divulga um método de deteccdo in vitro
ou ex vivo da presenca, auséncia, predisposicdo, risco ou
gravidade de doencas numa amostra bioldbégica, de
preferéncia, uma amostra bioldgica humana, compreendendo a
colocacdo da referida amostra em contacto com um ligando
que especificamente se liga a um local de infidelidade da

transcricdo e determinacdo da formacdo de um complexo.

O invento também divulga um método de deteccdo da
presenca auséncia, predisposicdo, risco ou gravidade de
cancros num individuo, © método compreendendo a colocacéo
in vitro ou ex vivo de uma amostra do individuo em contacto
com um ligando que se liga especificamente a um local de
infidelidade da transcricdo expresso pelas células de

cancro e determinacdo da formacdo de um complexo.
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Este invento também divulga um método de
avaliacdo da resposta de um individuo a um tratamento de
cancro, o método compreendendo deteccdo da presenca ou taxa
de infidelidade da transcricdo numa amostra do individuo em

diferentes tempos antes e durante o curso do tratamento.

Este invento também divulga um método de
determinacdo da eficdcia de um tratamento de uma doenca de
cancro, o método compreendendo (i) obtencdo de uma amostra
de tecido do individuo durante ou apdés o referido
tratamento, (ii) determinacdo da presenca e/ou taxa de
infidelidade da transcricdo na referida amostra e (iii)
comparacdo da referida presenca e/ou taxa da gquantidade de
infidelidade da transcricdo com uma amostra de referéncia
do referido individuo retirada antes do tratamento ou numa

fase inicial deste.

A  presenca (ou aumento) da infidelidade da
transcricdo numa amostra é indicativo da presenca, predis-
posicdo ou fase da progressdo de uma doenca de cancro.
Assim, o invento permite o desenho de intervencido terapéu-
tica adequada, o qual é mais eficaz e ajustado. Igualmente,
esta determinacdo ao nivel pré-sintomdtico permite gque seja

aplicado um regime preventivo.

Os métodos de diagndéstico do presente invento
podem ser vrealizados in vitro, ex vivo ou 1in vivo, de
preferéncia in vitro ou ex vivo. A amostra pode ser

qualguer amostra bioldgica derivada de um individuo, a qual
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possui &cidos nucleicos ou polipéptidos, conforme adequado.
Exemplos de tails amostras incluem fluidos corporais,
tecidos, amostras de células, o6érgdos, biopsias, etc. As
amostras mais preferidas s&o sangue, plasma, soro, saliva,
urina, fluido seminal e similares. A amostra pode ser
tratada antes da execucdo do método, de forma a permitir ou
aumentar a disponibilidade dos 4cidos nucleicos ou
polipéptidos a testar. Os tratamentos podem incluir, por
exemplo um ou mais do seguinte: lise celular (e.qg.,
mecanica, fisica, quimica, etc.), centrifugacdo, extraccéo,

cromatografia em coluna, e similares.

Um método divulgado no presente invento consiste
na determinacdo da presenca em amostras humanas de
anticorpos dirigidos contra os novos péptidos produzidos
pela infidelidade da transcricdo e geracdo de estimulacéo
imunitdria conduzindo a producdo de anticorpos. Um segundo
método do invento é dirigido a deteccdo de <células
portadoras de estrutura imunoldégica dirigida contra

péptidos da infidelidade da transcricédo.

Desenho de farmacos e terapia

Como discutido atrds, o invento permite o desenho
(ou rastreio) de novos farmacos através da avaliacdo da
capacidade de uma molécula candidata para modular a
infidelidade da transcricdo. Tais métodos incluem o©s
ensaios de ligacdo e/ou ensaios funcionais (actividade) e
podem ser realizados in vitro (e.g., em sistemas celulares

ou em ensailos ndo celulares), em animais, etc.
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Este invento divulga um método de seleccéo,
caracterizacdo, rastreio ou optimizacdo de um composto
biologicamente activo, o referido método compreendendo a
determinacdo in vitro se um composto a testar modula a
infidelidade da transcricdo. A modulacdo da infidelidade da
transcricdo pode ser avaliada relativamente a um gene ou
proteina particular, ou relativamente a uma série pré-

definida de genes ou proteinas, ou globalmente.

O presente invento também divulga um método de
seleccdo, caracterizacdo, rastreio ou optimizacdo de um
composto biologicamente activo, 0 referido método
compreendendo a colocacdo in vitro de um composto a testar
em contacto com um gene e determinacdo da capacidade do
referido composto a testar para modular a producdo, a
partir do referido gene, de moléculas de RNA contendo

locais de infidelidade da transcricédo.

O presente invento também divulga um método de
seleccdo, caracterizacdo, rastreio e/ou optimizacdo de um
composto biologicamente activo, o) referido método
compreendendo o contacto de um composto a testar com uma
célula e determinacdo, na referida célula, se o composto a

testar modula a infidelidade da transcricédo.

Os ensaios de rastreio atrads referidos podem ser
realizados em gqualgquer dispositivo adegquado, como sejam

placas, tubos, frascos, etc. Tipicamente, o ensaio é reali-
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zado em placas de microtitulacdo de multiplos alvéolos.
Usando o presente invento, varios compostos a testar podem
ser testados em paralelo. Ainda, o composto a testar pode
ser de origem, natureza e composicdo diversa. Pode ser
gualquer substédncia orgdnica ou inorgdnica, como sejam 1i-
pidos, péptidos, polipéptidos, éacidos nucleicos, moléculas
pequenas, isolados ou misturados com outras substincias. Os
compostos podem constituir a totalidade ou parte de uma

biblioteca combinatdéria de compostos, por exemplo.

Os compostos que modulam a infidelidade da
transcricdo do presente invento possuem muitas utilidades,
tais como utilidades terapéuticas, para reduzir ou aumentar
a infidelidade da transcricdo numa célula. Tais compostos
podem ser usados para tratar (ou prevenir) doencas causadas
ou associadas a infidelidade anormal da transcricdo, tais
como disturbios proliferativos (e.g., cancros), doencas

imunonolébégicas, envelhecimento, doencas inflamatdrias, etc.

Outros compostos do presente invento sdo com-
postos que tém como alvo a infidelidade da transcricéo,
i.e., compostos que selectivamente se ligam a locais de
infidelidade da transcricdo. Tais compostos (e.g., anti-
corpos, RNAi, etc.) podem ser usados como reagentes de
diagndéstico ou como agentes terapéuticos, por si sbs ou

conjugados com uma marca.

Os compostos gque modulam ou tém como alvo a

infidelidade da transcricdo do presente invento podem ser



PE2468885 - 43 -

administrados por qualgquer via adequada, incluindo a oral,
ou por entrega sistémica, injeccdes intravenosas, intra-
arteriais, intracerebrais ou intratecais. A dosagem pode
variar dentro de limites largos e terd de ser ajustada as
necessidades individuais em cada caso particular,
dependendo de varios factores conhecidos dos familiarizados
com a éarea. Pode ser usada qualquer forma de dosagem
aceitdvel em termos farmacéuticos conhecida na A&area, como
seja qualquer solucdo, suspensado, pd, gel, etc., incluindo
solucdo isotdnica, solucdes tamponadas e salinas, etc. Os
compostos podem ser administrados sozinhos, mas sé&o
geralmente administrados com um veiculo farmacéutico, de
acordo <com a préatica farmacéutica convencional (como
descrito em Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack
Publishing). Os anticorpos podem ser administrados de
acordo com métodos e protocolos conhecidos per se na area,
0s quals sd8o presentemente usados em ensaios clinicos e

terapias com seres humanos.

Efeito da infidelidade da transcricgéao no

funcionamento normal da célula

De modo geral, ¢ aceite gque as proteinas sé&o
responsadveis pela maioria das fungdes celulares. No
entanto, é igualmente claro que o RNA, conhecido como RNA
ndo codificador, s&o também moléculas funcionais por si
sbés. Estes transcritos, cuja importancia foi anteriormente
subestimada, estdo presentes em muitos organismos e regulam

uma série de funcdes celulares. Entre eles, pode-se
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encontrar rRNA, tRNA, TtmRNA (RNA transmensageiro), mas
também outro RNA ndo codificador (snoRNA, snRNA, etc.) que
intervém nas modificacdes pds-transcricdo do RNA, no
"splicing™ e noutras funcgdes celulares. As funcgdes do RNA e
das proteinas podem ser afectadas ©pela auséncia de
fidelidade da transcricdo descrita neste pedido. A
sequéncia de DNA é transcrita em mRNA no nucleo pela accgdo
de uma proteina designada polimerase II do RNA que
reconhece a sequéncia da molécula de DNA e sintetiza um
polimero de nucledtidos de cadeia simples que é
complementar da matriz de DNA original. A ordem e tipo de
bases do RNA em qualguer posicdo é determinada pela ordem e
tipo de bases presentes na cadeia de DNA gue serve de
matriz. O extremo 5'do RNA transcrito, o gqual corresponde a
primeira base do mRNA, estd ligada a 7-metilguanilato
ligado ao nucledétido inicial constituindo assim o CAP 5'
que protege o RNAS da degradacdo. Esta modificacdo ocorre
antes da transcricdo estar completa. O processamento no
extremo 3' do transcrito primdrio envolve a clivagem por
uma endonuclease para dar um grupo hidroxilo 3' livre a que
¢ adicionado um segmento de residuos de adenina por uma
enzima designada polimerase de poli(A). A cauda poli(A)
resultante contém 100-250 nucledétidos. O passo final do
processamento é o "splicing", o gual consiste na clivagem
do transcrito primdrio dos elementos correspondentes as
sequéncias intrénicas seguido de ligacdo dos exdes. Este
processo ¢é controlado por numerosas proteinas e ncRNA,
algum do qual se liga ao RNA. E possivel que esta ligacéo

seja um passo que possa ser afectado pela falta de
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fidelidade da transcricdo. De facto, todas estas proteinas
sdo elas préprias codificadas por RNA especifico; a funcéo
destas proteinas é assim potencialmente afectada pela falta
de fidelidade da transcricdo. O processo altamente complexo
da maturacdo do RNA leva a producdo de mRNA gue sera
exportado do nucleo de forma a ocorrer traducdo. E
importante reconhecer gque, nesta fase, nem todos os
tripletos de nucledtidos que estdo presentes no mRNA maduro
serdo traduzidos em AA. O RNA mensageiro maduro possui
regides ndo codificadoras referidas como regides néo
traduzidas 5' e 3' que sdo importantes em termos funcionais
na determinacdo da estabilidade global do mRNA e noutros
papéis na traducdo. De forma a eficientemente copiar a
informacdo contida no DNA na sequéncia correcta de AA da
proteina, é necessaria fidelidade absoluta da transcricéao.
De facto, qualquer erro que ocorra durante os processos de
transcricéio, ou durante a maturacao, potencialmente
resultardo na introducdo de alteracdes na estabilidade do
mRNA e, finalmente, numa variacdo na sequéncia primaria de
AA. Estas variacdes na sequéncia proteica devem pois
exacerbar o fendmeno de infidelidade da transcricdo através
da alteracdo da sequéncia da proteina envolvida na
iniciacd&o da transcricdo, na prépria transcricdo, na adicéo
do cap 5' do RNA, na poliadenilacdo 3', no "splicing" de
RNA e/ou na exportacdo do RNA. Assim, a demonstracdc neste
invento que a infidelidade da transcricdo afecta um grande
numero de genes isolados de células de cancro abre a
possibilidade que o fendmeno possa exacerbar-se conduzindo

ao aumento progressivo da gravidade da doenca. A variacédo
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nas sequéncias de RNA introduzida pela infidelidade da
transcricdo pode ter consequéncias imediatas na funcéo
celular. De facto a introducdo de bases no transcrito
primdrio de RNA que ndo sdo complementares das da matriz de
DNA tem consequéncias potenciais imediatas na sequéncia
primaria de AA da proteina resultante. Quando a alteracédo
afecta as primeiras 2 bases do coddo, tipicamente, exerce
um impacto directo na sequéncia de AA. Variacdes que
afectam a terceira base do coddo terdo um impacto menor na
sequéncia de AA da proteina devido ao cdédigo genético ser
degenerado. Assim, as alteracdes das bases localizadas na
terceira posicéo do codéo podem nao influenciar
directamente a sequéncia de AA da proteina. Com base nos
dados descritos abaixo, pensamos que a infidelidade da
transcricdo seja um fendmeno que afecta todas as bases
independentemente da sua posicdo no coddo e assim tém
impacto na sequéncia primaria de AA da proteina. As
alteracdes na proteina podem ser neutras ou causar uma
modificacdo da funcdo da proteina, seja o aumento ou a
perda de actividade. O fendmeno da infidelidade da
transcricdo é predominantemente observado apds completada a
codificacdo de pelo menos as primeiras 400-500 bases de
mRNA maduro; o extremo 5' do mRNA & relativamente menos
afectado. Pensamos que fragmentos mais curtos assim como
fragmentos mais longos da proteina estardo presentes em
células de cancro, assim como no plasma de doentes com
cancro. Estas isoformas mais curtas e mais longas podem ser
directamente deduzidas das regras de infidelidade da

transcricdo descritas abaixo. Isto permite a producdo de
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métodos desenhados racionalmente para a identificacdo de
marcas especificas de cancro ou de gravidade de doenca
imunoldgica. Devido a taxa de transcricdo da maioria dos
genes ser controlada para se adaptar as necessidades
celulares, ¢é proposto que a infidelidade da transcricédo
cause alteracdes directamente na expressdo de genes devido
a funcdo excessiva ou nula da proteina. Assim, o fendmeno
da infidelidade da transcricdo exerce um efeito profundo na
capacidade celular para realizar a sua funcao. A
identificacdo deste defeito como uma caracteristica comum a
maioria dos genes isolados a partir de todos os tipos de
células de cancro proporciona assim uma procura racional de
novos métodos que permitem a medicdo quantitativa da taxa
de infidelidade da transcricédo em qualquer célula
determinada. Este ensaio de rastreio permite testar os
novos farmacos capazes de limitar a infidelidade da
transcricdo, prevenindo assim a progressdo da doenca e

restaura a funcado celular normal.

Infidelidade da transcricdo e patologia

O presente invento mostra gue a infidelidade da
transcricdo conduz a alteracdes importantes na sequéncia da
proteina. A funcdo de gqualquer proteina é determinada pela
sua estrutura tridimensional que esté directamente
dependente da sua sequéncia de AA. Proteinas com um AA
variante, proteinas mais curtas ou proteinas mais longas
devem resultar numa modificacdo profunda da actividade

proteica ou ndo ter qualquer efeito. Foram descritos
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exemplos de proteinas modificadas gque inibem signifi-
cativamente a funcdo dos seus hombélogos normais. A infi-
delidade da transcricdo é um fendmeno que afecta um grande
nimero de genes, originando assim um grande nuUmero de
proteinas. Devido a varias destas proteinas participarem na
manutencdo da estrutura de DNA estdvel e participarem na
reparacdo de DNA, uma funcdo defectiva destas proteinas
pode resultar em reparacdo defectiva do DNA e resultar numa
capacidade significativamente diminuida das células para
reparar com éxito qualquer DNA danificado. Devido a
fidelidade da transcricdo em células normais ser devida a
actividade de varios complexos proteicos gque controlam a
transcricdo, ¢ muito possivel qgue pequenas alteracdes
iniciais destas proteinas possam progressivamente exacerbar
o fendmeno. Isto resultard em Ultimo caso numa maior taxa
de infidelidade de transcricdo gque consequentemente supriré
o estatuto de diferenciacdo celular e conduzird a formas
cada vez mais graves da doenca. A demonstracdo gque a
infidelidade da transcricdo de facto ocorre em células de
cancro e conduz a uma larga diversificacdo de proteinas
codificadas por qualgquer gene abre uma nova 4rea para o
rastreio de novas sondas de diagndéstico e desenho de novos

alvos terapéuticos.

O presente invento divulga um novo fendmeno gque
contribui para a diversificacdo da informacdo presente no
DNA e que segue regras especificas. Este processo aleatdrio
de infidelidade da transcricdo é grandemente exacerbado em

células de cancro mas também ocorre em células normais
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seguindo as mesmas regras. Este mecanismo introduz novas
bases no mRNA causando assim alteracdes profundas na
mensagem Jque serd traduzida ao nivel dos ribossomas. Com
grande probabilidade, o fendmeno ¢é muito geral devido a
estar presente na maioria dos genes testados. A conse-
gquéncia imediata da infidelidade da transcricdo €& gque um
Unico gene possa produzir muito mais proteinas do que o
suspeito. Assim, a nossa descoberta tem o potencial para
explicar, em parte, a discrepéncia relativa entre o numero
limitado de genes presentes no genoma e o0 grande numero de
proteinas presentes em amostras bioldgicas. Mostramos que a
infidelidade da transcricdo é um processo ndo aleatdrio e é
governado por regras especificas, algumas das quais ja& aqui
foram descritas. Algumas serdo reveladas através de uma
melhor caracterizacdo do processo usando métodos biocinfor-
maticos e bioldgicos. Focdmos aqui a implicacdo da
infidelidade da transcricdo no cancro. No entanto, pensamos
que o processo é geral e qgque este pode contribuir para
gerar diversidade de proteinas. Esta diversificacdo de pro-
teinas deve exercer uma influéncia significativa na capa-
cidade do sistema 1imunitdrio para reconhecer um padrio
proteico especifico. Neste contexto, pensamos que a infi-
delidade da transcricdo desempenha um papel na patogénese
de doencas imunoldgicas. Considerdmos aqui os eventos de
infidelidade da transcricdo que conduzem a substituicido de
bases i1soladas. Focdmo-nos nas substituicdes de bases
isoladas devido a este mecanismo ter poucas probabilidades
de causar destabilizacdo significativa da estrutura do
mRNA. Assim, as substituicdes de bases isoladas ndo deverdo

interferir com a traducdo, mas serdo reconhecidas como uma
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nova mensagem auténtica. Veremos ainda dque se espera
igualmente que a infidelidade da transcricdo cause delecdes
e/ou 1insercdes de bases. O mesmo método descrito atréas
detectard mecanismos alternativos de infidelidade da
transcricdo. O novo processo descrito neste pedido possui

varias aplicacdes praticas imediatas.

Optimizagcdo de experiéncias de protedmica para
identificar novos biomarcadores especificos de doenca e
desenhar novos anticorpos dque serdo dirigidos contra

proteinas especificas de doenca

Com base nos ensinamentos do presente pedido, é
agora possivel prever as alteracdes que podem ocorrer em
gqualquer sequéncia proteica como resultado da infidelidade
da transcricdo e assim prever alteracdes nas propriedades
fisicoquimicas tais como massas moleculares aparentes e
pontos isoceléctricos. Isto pode originar padrdes proteicos
modificados em géis bidimensionais e em espectrometria de
massa. Devido a infidelidade da transcricdo afectar a
maioria dos genes, ¢é agora possivel focar numa Ssérie
limitada de proteinas e caracterizar as suas alteracdes de
forma a identificar biomarcadores especificos de doenca
(e.g., cancro). Os algoritmos de infidelidade da transcri-
cdo podem acelerar o processo de descoberta de biomar-
cadores. Como alternativa, é possivel desenhar anticorpos
especificos dirigidos contra dominios de proteinas TI,
i.e., os dominios das proteinas que possuem AA modificados,

assim como novos AA adicionais que prolongam a proteina
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nativa gerados pela infidelidade da transcricdo. Os anti-
corpos dirigidos contra estes dominios ser&o especificos da
variante proteica e portanto dirigidos a proteinas especi-
ficas da doenca (e.qg., cancro) presentes em fluidos
corporais, na superficie celular ou dentro de células de
cancro. Estes anticorpos serdo usados para detectar pro-
teinas caracteristicas de uma condicdo patoldgica em
fluidos corporais, para detectar células doentes circu-
lantes no plasma, para identificar células doentes em amos-
tras histoldgicas, para avaliar a gravidade da doenca e
também para dirigir medicacdes para células doentes espe-
cificas. Isto pode ser conseguido através de transferéncia
genética da sequéncia susceptivel de infidelidade da trans-
cricdo através de um vector de terapia génica, e.g.
adenovirus, lipossomas, etc. Como alternativa, desenhamos
péptidos especificos tendo a mesma sequéncia que um dominio
resultante de TI. Eles podem ser usados para detectar auto-
anticorpos especificos e naturais dirigidos contra os

dominios de proteinas TI presentes nos fluidos corporais.

A infidelidade da transcricéo ocorre nao
aleatoriamente e frequentemente afecta os coddes de paragem
do mRNA numa maior proporcdo dos genes testados. Ainda,
devido a poder-se estimar que até 6% de gqualquer populacdo
determinada de mRNA contém estas sequéncias adicionais,
pode-se portanto detectar numa determinada célula de cancro
uma populacdo especifica de proteinas gque apresenta uma

nova Sequéncia no extremo carboxilo. Atingir estas

sequéncias ndo era até agora concebivel devido a ndo haver
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um processo descrito, excepto para raras doencas genéticas
que afectam o DNA, capaz de introduzir em grelha sequéncias
gue imediatamente se seguem a coddes de paragem candnicos.
A existéncia destas sequéncias escondidas ndo era até agora
suspeita. A descoberta da infidelidade da transcricédo
conducente a substituicdo de bases isoladas ocorrendo em
coddes de paragem candnicos revela a existéncia de tais
sequéncias codificadoras e ainda mostra gue a sua presenca
estd aumentada nas células de cancro devido ao aumento da
infidelidade da transcricdo nestas células. Assim, &
possivel identificar e atingir estas sequéncias normalmente

ocultas para desenhar novos farmacos especificos de cancro.

A TI relacionada com delecdo ou insercdo de bases
isoladas que ocorre na sequéncia codificadora leva a uma
mudanca da grelha de leitura. Como convergéncia, as sequén-
cias na proteina correspondente sdo modificadas (alteracéo
na sequéncia de AA e no comprimento da proteina). Pode-se
assim detectar numa determinada célula de cancro uma
populacdo especifica de proteinas gue apresenta uma nova
sequéncia. Assim, € possivel identificar e atingir estas
sequéncias normalmente escondidas para desenhar novos

farmacos especificos de cancro.

Devido a existéncia de novas sequéncias de
proteina ou de sequéncias modificadas, e considerando que
estas alteracdes estdo presentes na proteina presente na
superficie da célula, € proposto usar estas sequéncias de
forma a vacinar contra sequéncias especificas de doenca.

Estas vacinac¢des serdo usadas para induzir respostas
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imunitidrias em doentes diagnosticados com qualguer forma de
doenca (e.qg., de cancro) ou para 1niciar —respostas
imunitdrias preventivas em doentes com risco aumentado de
desenvolver doencas especificas (e.g., cancro) devido a
predisposicdo genética ou devido a um aumento da exposicdo

a uma toxina ou risco ambiental.

Assim, este invento também divulga um método de
deteccdo da presenca ou fase de uma doenca num individuo, o
método compreendendo avaliacdo (in vitro ou ex vivo) da
presenca ou taxa da infidelidade da transcricdo numa
amostra do referido individuo, a referida presenca ou taxa
sendo uma indicacdo da presenca ou fase de uma doenca no
referido individuo. A amostra pode ser qualquer tecido,
célula, fluido, biopsia, etc., contendo &cidos nucleicos
e/ou proteinas. A amostra pode ser tratada antes da
reacg¢do, i.e., por diluicdo, concentracdo, lise, etc. O
método tipicamente compreende avaliacdo da infidelidade da
transcricdo numa série de genes ou proteinas distintos,
tais como proteinas do plasma, proteinas da superficie

celular, etc.

Este invento divulga um método de tratamento de
um individuo necessitado do mesmo, o método compreendendo a
administracdo ao referido individuo de uma quantidade
eficaz de um composto que altera (e.g. reduz ou aumenta) a

taxa de infidelidade de transcricdo de um gene de mamifero.
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Este invento também divulga a utilizacdo de um
composto que altera (e.g., reduz ou aumenta) a taxa de
infidelidade da transcricdo de um gene de mamifero para a
producdo de uma composicdo farmacéutica para usar num
método de tratamento de um ser humano ou animal, parti-
cularmente para o tratamento de um distirbio de proli-

feracdo celular, como sejam cancros e doencas imunitéarias.

O invento também divulga um método de avaliacéo
da eficédcia de um farmaco ou candidato a farmaco, o método
compreendendo um passo de avaliacdo se o referido farmaco
altera a taxa de infidelidade da transcricdo de um gene de
mamifero, tal alteracdo sendo uma indicacdo da eficédcia do

farmaco.

O invento ainda divulga métodos e produtos (tais
como sondas, sequéncias iniciadoras, anticorpos ou
derivados dos mesmos), para deteccdo ou medicdo (o nivel
de) infidelidade de transcricdo numa amostra, assim como oS

kits correspondentes.

0 invento também divulga um método de
identificacdo e/ou producdo de Dbiomarcadores, o método
compreendendo a identificacdo, numa amostra de um indi-
viduo, da presenca de locais de infidelidade da transcricéo
numa proteina alvo, RNA ou gene e, facultativamente,
determinacdo da sequéncia dos referidos 1locais de infi-

delidade da transcricdo. Numa realizacdo particular e
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preferida, a proteina alvo é uma proteina da superficie
celular ou uma proteina secretada, particularmente uma

proteina da superficie celular ou uma proteina do plasma.

O invento divulga um método de producdo ou
identificacéo de ligandos especificos para uma
caracteristica ou condicdo patoldgica, o método envolvendo
a identificacdo, numa amostra de um individuo tendo a
referida caracteristica ou condicdo patoldgica, a presenca
de locais de infidelidade da transcricdo numa ou mais
proteinas alvo, RNA ou gene, facultativamente determinacédo
da sequéncia dos referidos 1locais de infidelidade da
transcricdo e producdo (a) de ligandos que especificamente
se ligam aos referidos locais de infidelidade de

transcricéo.

O invento ¢é particularmente adequado para a
identificacdo de biomarcadores de disturbios de prolife-
racdo celular, tais como cancros, doencas imunitéarias,
inflamacdo ou envelhecimento. E particularmente util para a
producdo de ligandos que sejam especificos de tais
distirbios em mamiferos, em particular ligandos que possam
detectar a presenca ou gravidade de um disturbio de

proliferacdo celular num individuo.

Em particular, este invento divulga um péptido
(sintético) compreendendo um local de infidelidade da

transcricdo de uma proteina, particularmente de uma
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proteina de mamifero, mais de preferéncia de uma proteina
humana. O péptido tipicamente compreende um fragmento
interno de proteina ou a sequéncia de um fragmento C-
terminal da referida proteina. O péptido preferencialmente
compreende menos de 100, 80, 75, 70, 65, 60, 50, 45, 40,
35, 30, 25 ou mesmo 20 aminodcidos. A proteina pode ser uma
proteina da superficie celular (e.g., um receptor, etc.),
uma proteina secretada (e.g., uma proteina do plasma) ou
uma proteina intracelular. S&o proporcionados exemplos de
tais proteinas do plasma, e.g., na Fig. 13, e incluem
apolipoproteinas (e.g., AI, AII, CI, CII, C(CIII, D, E),
componentes do complemento (e.g., CIs, C3, C7), proteina C
reactiva, inibidores de peptidases serpinas, fibrinogénio
(e.qg., FGAL, FGAZ), plasminogénio, transferrina,
transtirretina, etc. Exemplos de receptores da superficie
celular incluem e.g., receptores de citocinas e receptores
de hormonas, etc. Numa realizacdo especifica, o invento
estd relacionado com um péptido sintético compreendendo um
local de infidelidade da transcricdo de uma proteina humana
abundante, do plasma ou receptor da superficie celular como

listado atrés.

Exemplos especificos de tais péptidos estéo
descritos nas Figura 10, 14 e 18. Mais especificamente,
exemplos de péptidos sintéticos do presente invento
compreendem a totalidade ou um fragmento das sequéncias de

aminoadcidos que se seguem:
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Um outro aspecto deste invento reside na uti-

lizacdo de um péptido de 100 ou menos aminocacidos de
comprimento, compreendendo uma sequéncia seleccionada entre
SEQ ID NOS: 1 a 5, 7 a 13, 15 a 18 e 20 a 32 para deteccéao

ou monitorizacdo de disturbios de proliferacdo celular.

Um outro aspecto deste invento reside no uso de

um péptido, como descrito atrds, como um imunogénio. O



PE2468885 - 58 -

invento também descreve uma composicéo de vacina
compreendendo um péptido compreendendo um local de infi-
delidade da transcricdo, como definido atrés, e facultati-

vamente um veiculo, excipiente e/ou adjuvante adequado.

O invento também divulga um dispositivo ou
produto compreendendo, imobilizado num suporte, um reagente
que especificamente se liga a um local de infidelidade da
transcricdo. O reagente pode ser e.g., uma sonda ou um

anticorpo ou seu derivado.

O invento pode ser usado em gqualgquer individuo
mamifero, particularmente qualgquer individuo humano, para
detectar, monitorizar ou tratar uma variedade de condicdes
patoldgicas associadas a disturbios de proliferacdo celular
(e.g., cancros), e/ou produzir, desenhar ou testar farmacos

terapeuticamente activos.

Produc¢do e utilizac¢do de agentes que visam atin-

gir locais de infidelidade da transcrigéo

Usando os ensinamentos do presente invento, é
possivel produzir agentes que podem atingir locais de
infidelidade da transcricdo, e.g., que se ligam a proteinas
ou A&cidos nucleicos contendo um local de infidelidade da
transcricdo ou a células ou tecidos contendo ou expressando
tais proteinas ou acidos nucleicos. O agente com este alvo
pode ser um anticorpo (ou um derivado do mesmo), uma sonda,
uma sequéncia iniciadora, um aptéamero, etc., como descrito

atrés.
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Tals agentes para atingir alvos podem ser usados
e.g., como agentes de diagndéstico, para detectar, monito-
rizar, etc. a infidelidade da transcricdo numa amostra,
tecido, individuo, etc. Para esse fim, o agente pode ser
acoplado a um grupo marcador, como sSeja uma marca
radicactiva, uma enzima, uma marca fluorescente, um corante

luminescente, etc.

Este invento divulga um método de producdo de um
agente que tem como alvo a infidelidade da transcricdo, o
método compreendendo (i) identificacdo de um local de
infidelidade da transcricdo de uma proteina ou Aacido
nucleico e (ii) producdo de um agente que selectivamente se
liga ao referido local. O local de infidelidade da
transcricdo pode ser identificado e.g., através do
alinhamento de sequéncias disponivel para uma determinada
molécula de RNA e identificacdo de variacdes da sequéncia,
particularmente no extremo 3'. Os locais de infidelidade da
transcricdo podem também ser identificados através da
aplicacdo das regras de infidelidade da transcricido, como
descrito no presente pedido (ver e.g., Exemplo 5) ou novas
regras posteriormente descritas, a qualgquer seguéncia de
gene. A molécula de ©péptido ou de é&cido nucleico
compreendendo o referido local identificado pode ent&o ser
produzida wusando métodos convencionais. Numa realizacdo
preferida, o passo (i) do método compreende a identificacdo
de um local de infidelidade da transcricdo de uma proteina

secretada ou da superficie celular (e.g., um receptor,
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etc.) ou de um &cido nucleico. De facto, as proteinas
secretadas e as proteinas da superficie celular podem ser
facilmente atingidas usando um agente que as tem como alvo,
o qual ¢é colocado em contacto com uma célula ou
administrado a um individuo. Exemplos de dominios de tais

proteinas TI estdo descritos nos exemplos.

Produgdo e utilizacdo de uma vacina que provoca
ou estimula ou inibe uma resposta imunitaria contra um

dominio de uma proteina TI

Usando os ensinamentos do presente invento, &
possivel produzir uma composicdo de wvacina que induz ou
inibe uma resposta imunitdria contra proteinas TI ou contra
células ou tecidos contendo ou expressando tais proteinas

TI ou correspondentes acidos nucleicos.

Tipicamente, a composicdo de vacina compreende,
como imunogénio, uma molécula compreendendo a sequéncia de
um local de infidelidade da transcricd&o. A composicdo de
vacina pode compreender qualquer veiculo, excipiente ou
adjuvante farmaceuticamente aceitavel. A composicdo de
vacina pode ser usada para gerar uma resposta imunitéria
contra uma célula ou tecido doente expressando proteinas
TI, resultando numa destruicdo da referida célula ou tecido
pelo sistema imunitdrio. Como alternativa, a composicdo de
vacina pode ser usada para induzir uma toleréncia
relativamente aos locais de infidelidade de transcricédo

envolvidos em doencas auto-imunes.
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O invento também divulga um método de producdo de
um imunogénio que causa, estimula ou inibe uma resposta
imunitdrias contra um dominio de proteinas TI, ou contra
uma célula ou tecido expressando tal proteina, o método
compreendendo (i) identificacdo de um local de infidelidade
da transcricdo de uma proteina ou acido nucleico e (ii)
producdo de um péptido compreendendo esse local ou variante
do mesmo. O local de infidelidade da transcricdo pode ser
identificado e.g., através do alinhamento de sequéncias
disponiveis para uma determinada molécula de RNA e
identificacdo de variacdes de sequéncias, particularmente
no extremo 3'. O local de infidelidade da transcricdo pode
também ser identificado através da aplicacdo das regras de
infidelidade da transcricdo, como descrito no presente
pedido de patente (ver e.g., Exemplo 5) ou novas regras
mais tarde descritas, a qgualquer sequéncia de gene. A
molécula de péptido compreendendo o referido local
identificado pode entdo ser ©produzida wusando métodos
convencionais. Numa realizacdo preferida, o invento esté
relacionado com um método de producdo de um anticorpo,
compreendendo imunizacdo de um mamifero ndo humano com um
péptido de acordo com o invento, e recuperacdo dos
anticorpos que se ligam ao referido péptido ou

correspondentes células produtoras dos anticorpos.

Redugdao da infidelidade da transcrigcdo em siste-

mas produtores de proteinas recombinantes
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Este invento também divulga um método de
prevencdo ou reducdo da infidelidade da transcricdo que
pode ocorrer em sistemas de producdo recombinantes,
particularmente em sistemas de producdo de ©proteinas
terapéuticas. De facto, tal infidelidade da transcricédo
pode baixar o rendimento da producdo do sistema ou resultar
na producdo de misturas ou de proteinas ndo caracterizadas
que podem apresentar varios perfis de actividade. E assim
recomendado e altamente importante ser capaz de reduzir a
ocorréncia ou taxa de infidelidade da transcricdo em
sistemas de producdo recombinantes, como sejam sistemas de
producdo bacterianos (se as regras de infidelidade da
transcricdo forem as mesmas para oS Sistemas procaridti-
cos), como sistemas de producdo eucaridticos (e.g., leve-
duras, células de mamifero, etc). Tal reducgdo pode ser
conseguida e.g., através da adaptacdo da segquéncia da
molécula de A&acido nucleico codificadora e/ou através da
inibicdo de moléculas de RNA geradas através da infide-
lidade da transcricdo. Como alternativa, as proteinas
contendo locais de infidelidade da transcricdo podem ser

removidas do meio.

Reducdo da sensibilidade a infidelidade da trans-

crigdo para um gene

Este invento também divulga um método de
prevencdo ou reducdo de TI gue pode ocorrer num gene. De
facto, tal TI pode afectar a expressdo ou a actividade de

uma proteina, ou resultar na producdo de misturas de
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proteinas ndo caracterizadas gque podem apresentar varios
perfis de actividade. E ©pois recomendado e altamente
importante ser capaz de reduzir a ocorréncia ou taxa de TI
para o referido gene. Tal reducdo pode ser conseguida e.g.,
através da modificacdo da sequéncia do gene (terapia
génica) e/ou através da 1inibicdo de moléculas de RNA
geradas através de infidelidade da transcricdo. Como
alternativa, as proteinas contendo locais TI podem ser
especificamente degradadas (e.g., especificamente marcadas

para degradacdo) .

Medicdo da infidelidade da transcrigdo ao nivel

do RNA

A transcriptdémica é a ciéncia que mede a variacdo
nos niveis de RNA (de preferéncia mRNA) numa variedade de
condicdes patoldgicas, de entre as quais o cancro é a mais
frequente. A transcriptdédmica baseia-se na hibridacdo de
cDNA com uma Série especifica de oligonucledtidos que
identificam sub-séries pré-definidas de genes. A eficécia
de hibridacdo estd dependente de sequéncias especificas de
qualguer RNA determinado gque serd sujeito a transcricéo
reversa para cDNA. A introducdo de variacdo de seguéncias
insuspeita num determinado RNA reduzird a eficédcia da
hibridacdo e portanto causard variacdo no sinal emitido
pelos chips transcriptdmicos. A descoberta de que a
infidelidade da transcricdo causa alteracdes da seguéncia

de bases do RNA tem duas consequéncias imediatas: primeiro,
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permite a optimizacdo dos chips transcriptdémicos de forma a
minimizar a consequéncia do desemparelhamento de bases
devido a infidelidade da transcricdo e assim melhora a
precisdo da experiéncia transcriptdédmica. De facto, a actual
limitacdo das experiéncias de transcriptémica é a sua falta
de reprodutibilidade entre estudos. Presentemente pensamos
gue uma parte importante da referida variabilidade seja
causada pela infidelidade da transcricdo. A compreensdo das
regras de infidelidade da transcricdo como descrito atras
permite agora o desenho de chips de micro-arranjos dJque,
especificamente, medem a taxa da infidelidade da
transcricdo em qualgquer mistura de cDNA obtida a partir de
células normais ou doentes. A monitorizacdo da taxa de
infidelidade da transcricdo ao nivel do RNA permite o
rastreio, num elevado numero de amostras, da taxa relativa
de infidelidade da transcricdo que ocorre numa determinada
célula. Isto proporciona informacéo essencial para
determinar a gravidade da doenca, define as estratégias
terapéuticas e classifica as células doentes de acordo com
o seu perfil de sensibilizacdo farmacoldédgica. O mesmo
rastreio também permite testar a eficdcia de novos

farmacos, e.g., na terapia de cancro.

Outras aplicag¢des da infidelidade da transcrigao

A infidelidade da transcricdo ¢é um mecanismo
natural agora descoberto gque adiciona diversificacdo ao bem
estabelecido cbédigo genético. Observamos que a infidelidade

da transcricdo ocorre, ainda que em taxas baixas, mesmo em
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tecidos normais. Propomos que a infidelidade da transcricéo
contribua para explicar a baixa abundéncia relativa de
genes identificados no genoma e uma muito maior diversidade
de proteinas presentes nas c¢élulas vivas de fluidos

bioldgicos e tecidos.

Propomos que a infidelidade da transcricd&o sirva
uma funcdo especifica ao nivel imunoldgico. Propomos ainda
gque © sistema 1munitadrio se baselia em parte numa
determinada taxa de infidelidade da transcricdo que afecta
preferencialmente genes especificos de forma a identificar
o que é préprio. Assim, a anormalidade na taxa de
infidelidade da transcricdo que ocorre por razdes ainda
desconhecidas contribui para a patogénese de doencas auto-
imunes e alérgicas. As diferencas inter-individuais na
infidelidade da transcricdo deverdo ser também condici-
onadas pelos polimorfismos de genes do sistema imunitéario,
determinando portanto a taxa de infidelidade da transcricéo
nas células circulantes do sistema imunitéario, e.qg.,
linfécitos T ou B, e deverdo também contribuir para a
avaliacdo da adequabilidade do dador e do aceitador dos
enxertos na determinacdo da gravidade das doencas de

enxerto versus hospedeiro.

Também postulamos que a infidelidade da trans-
cricdo ocorra numa taxa mais elevada durante o processo de
envelhecimento normal. Isto poderd criar condicdes de redu-
cdo progressiva do desempenho que afecta todas as enzimas

em geral e, mails especificamente, as proteinas que estédo
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envolvidas na replicacdo celular, reparacdo de DNA e
manutencdo da taxa normal da fidelidade da transcricdo. O
conceito atrds descrito deverd portanto redireccionar a
pesquisa para mecanismos de envelhecimento. Métodos bio-
guimicos, protedmicos, transcriptdmicos e outros gque permi-
tem o rastreio de sequéncias de mRNA e de cDNA e fidelidade
relativamente ao especificado pelo DNA deverd portanto ser
usado para quantificar a taxa de infidelidade da trans-
cricdo gue ocorre num determinado individuo. A avaliacdo de
novas moléculas que reduzem a taxa de infidelidade da
transcricdo serd pois susceptivel do rastreio bioldgico e
conduzird ao desenvolvimento de farmacos redutores da

velocidade de envelhecimento.

Outros aspectos e vantagens do invento seréo

descritos na seccgdo experimental que se segue.

Seccdo experimental

Exemplo 1. Principio da construgcdo de uma bibli-

oteca de cDNA tipica e sequenciacdo (ver Fig. 1)

O primeiro passo na preparacdo de uma biblioteca
de DNA complementar (cDNA) é isolar o mRNA maduro a partir
do tipo de célula ou tecido com interesse. Devido a sua
cauda poli(A), ¢é fécil obter uma mistura de todo o mRNA
celular através de hibridacdo com oligo dT complementar
ligado covalentemente a uma matriz. O mRNA ligado é entéo

eluido com um tampdo de baixo teor de sal. A cauda poli (A)
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do mRNA hibrida ent&do com oligo dT na presenca de uma
transcripase reversa, uma enzima que sintetiza uma cadeia
de DNA complementar a partir de uma matriz de mRNA. Isto da
origem a nucledtidos de cadeia dupla contendo a matriz de
mRNA original e a sua sequéncia de DNA complementar. O DNA
de cadeia simples é em seguida obtido através da remocdo da
cadeia de RNA por tratamento com bases ou pela accdo da
RNase H. Uma série de dG é entdo adicionada ao extremo 3'
do DNA de cadeia simples pela accdo de uma enzima designada
transferase terminal, uma polimerase de DNA gue ndo requer
uma matriz mas que adiciona desoxioligonucledtido ao
extremo 3' livre de cada cadeia de cDNA. O oligo dG hibrida
com oligo dC, o gual actua como uma sequéncia iniciadora
para sintetizar, através da polimerase de DNA, uma cadeia
de DNA complementar da cadeia de ¢DNA original. Estas
reac¢bes produzem uma molécula de DNA de cadeia dupla
completa correspondendo as moléculas de mRNA encontradas na
preparacdo original. Cada uma destas moléculas de DNA de
cadeia dupla é normalmente referida como cDNA, cada um
contendo uma cadeia dupla oligo dC-oligo dG num extremo e
uma regido de cadeia dupla oligo dT-oligo dA no outro
extremo. Este DNA é entdo protegido por metilacdo em locais
de restricdo. Pequenos elementos de ligacdo para restricéo
sdo entdo ligados a ambos o0s extremos. Estes sdo segmentos
de DNA sintéticos de cadeia dupla que possuem o local de
reconhecimento para uma enzima de restricdo particular. A
ligacdo é efectuada pela ligase de DNA do bacteridéfago T4
que pode ligar moléculas de DNA de cadeia dupla "com

extremos cerses". O DNA de cadeia dupla com extremos cerses
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resultante, com um local de restricdo em cada extremidade,
é entdo tratado com enzima de restricdo gue cria um extremo
coesivo. O passo final na construcdo das bibliotecas de
cDNA é a ligacdo de cadeia dupla cortada com enzimas de
restricdo com um plasmideo especifico que ¢é usado para
transfectar uma bactéria. As bactérias recombinantes séo
entdo crescidas para produzir uma biblioteca de plasmideos
- na presenca de antibidticos correspondendo a resisténcia
a antibidticos especificos do plasmideo. Cada um dos clones
é portador de um cDNA derivado de uma Unica parte do mRNA.
Cada um destes clones é entdo isolado e sequenciado usando
métodos de sequenciacdo cléssicos. Uma corrida tipica de
sequenciacdo comeca no local de insercdo e da sequéncias de
400 a 800 pares de bases para cada clone. Esta sequéncia
serve como matriz para o 1inicio da segunda corrida de
sequenciacédo. Esta progressdao para a frente leva a
sequenciacdo progressiva do inserto completo do plasmideo.
Os resultados de sequenciacdo de numerosas cDNAs designados

ESTs foram depositados em varias bases de dados publicas.

Exemplo 2. Anotac¢do das bases de dados

As Dbases de dados EST possuem informacdo de
sequéncias gque correspondem a sequéncia de cDNA obtida a
partir de bibliotecas de <c¢DNA e portanto correspondem
essencialmente a sequéncia de mRNA individual presente em
gqualquer altura no tecido que foil usado para produzir estas
bibliotecas. A qualidade destas sequéncias foi guestionada

por varios motivos. Primeiro, como atrads descrito, o
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processo de producdo de bibliotecas de c¢cDNA inicialmente
baseou-se bastante na presenca de uma cauda poli(A) no
extremo 3' do mRNA eucaridético. Segundo, os mRNAs sé&o
moléculas muito frageis que sdo facilmente digeridas por
nucleases fortemente abundantes designadas RNases. Tercei-
ro, enquanto se construiram e sequenciaram estas biblio-
tecas, foli prestada pouca atencdo a gqualidade do material
original usado e ao seu armazenamento. Devido a isto, as
sequéncias ESTs foram usadas para anotar informacéao
gendmica, 1i.e., para determinar se um segmentos identi-
ficado e totalmente sequenciado do DNA gendmico codifica
qualguer mRNA especifico. Neste contexto, as sequéncias
ESTs foram Uteis de forma a identificar as sequéncias
gendmicas codificadoras. No entanto, foil dada pouca atencdo
a informacdo gerada pela prépria sequéncia EST. De facto, a
sequéncia de DNA gendmico €& considerada muito mais fiavel,
com fortes argumentos técnicos gue apoia esta posicédo.
Especulamos que a diversidade incluida em sequéncias EST
deverad conter informacdo biologicamente, analiticamente ou
clinicamente relevante. De facto, as bases de ESTs foram
produzidas por uma série de investigadores gue usaram todos
varios métodos: 1sto levou-nos a especular qgue cada
enviesamento metodoldgico deva contribuir para um nivel de
ruido de fundo com um determinado numero de erros. No
entanto, caso existam diferencas nos erros devido a fonte
de material usado para gerar a biblioteca, entdo a
diferenca na taxa de erros estard directamente relacionada

com a fonte subjacente.
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Para testar 1isto, analisédmos a base de dados
est_human disponivel do sitio NCBI ftp. Seleccionamos estas
bases de dados devido a estas sequéncias ndo estarem anota-

das ou curadas por ferramentas humanas ou bioinformadticas.

Usamos um sistema de identificacdo de biblioteca
para determinar se uma EST foi obtida a partir de um tecido
canceroso ou um normal. Cada biblioteca foi designada
normal ou cancerosa. Fazendo corresponder o numero de
acesso de cada EST ao identificador da biblioteca respec-
tiva, classificdmos 2,6 milhdes de ESTs como as obtidas a
partir de tecidos cancerosos e 2,8 milhdes de ESTs como as
obtidas a partir de tecidos normais. Para obter os
alinhamentos de EST, usamos o programa megaBLAST 2.2.13
disponivel ao publico (Basic Local Alignment Search Tool,
Zheng Zhang. A greedy algorithm for nucleotide sequence
alignement search, J Comput Biol, 2000) e especificado

pelos seguintes parametros:

-d est human : base de dados ara pesquisa contra (todos os
ESTs humanos de dbEST),

-i sequences.fasta : formato de ficheiro FASTA contendo a
sequéncia de referéncia correspondente aos genes

abundantemente expressos (Fig 2),

-D 2 : resultado tradicional do "blast"

-qg -2 : pontuacdo de -2 para um desemparelhamento e
nucledtido,

-r 1 : pontuacdo de 1 para um desemparelhamento isolado de
nucledtido,

-b 100000 : numero méximo de sequéncias para as gquais o
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alinhamento é descrito,

-p 90 : percentagem de identidade minima entre EST e a
sequéncia de referéncia,

-5 3 : tem em consideracdo ESTs que correspondem
exactamente a sequéncia de referéncia,

-W 16 : comprimento do melhor emparelhamento perfeito para
comecar com a extensdo do alinhamento

-e 10 : Valor expectavel (valor de E), numero de
alinhamentos que se espera encontrar apenas pPOor acaso para
uma determinada sequéncia e uma determinada base de dados,
de acordo com o modelo estocastico de Karlin e Altschul
(1990),

-F F : ndo filtracdo da sequéncia de referéncia.

-0 NonFiltre Test 90.out : ficheiro do relatdério megaBLAST

EEE

-v 0 : numero maximo de sequéncias para mostrar numa linha
de descricéo,

-R T : (T para Verdadeiro) : resultado da informacdo do log
no final de cada resultado do megaBLAST,

-I T : mostra GI's em linhas de definicdo ("deflines")

[T/F]

A linha de comando para o "blast" é:

Megablast -d est human -iC:\SeqRef\TPTI\sequences.fasta

-o C:\blast\NonFiltre test 90.out -R T -D 2 -I T -q -2 -r 1

-v 0 -b 100000 -p 90.00 -S 3 -W 16 -e 10.0 -F F

Figura 2 (a-g) mostra as 17 sequéncias usadas para
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a andlise; de forma a evitar a distorcdo do "blast", a
cauda poli(A) das sequéncias de mRNA de referéncia foram

sistematicamente removidas.

Fig 2r proporciona uma lista de genes que foram

usados para testar a ocorréncia de variacdes de sequéncias.

Exemplo 3. Identificag¢do de variagbdes de sequén-

cias entre ESTs de origem normal e cancerosa.

Foram seleccionados 17 genes com base na sua
larga representacdo nas bases de dados. Cada sequéncia EST
foi entdo alinhada contra a sua sequéncia de mRNA curada
(RefSeq) do NCBI usando o MegaBLAST. Isto cria uma matriz
em gque qualquer base determinada é definida pelo numero de
ESTs que tém uma base igual nesta posicdo. Medimos entdo a
proporcdo de ESTs que se desviam de RefSeg em qualqguer
outra posicdo. A comparacdo das sequéncias EST alinhadas de
acordo com o tecido de origem levou-nos a identificar
variacdes de sequéncias gue ocorrem em cada posicdo de base
no grupo cancro ou no grupo normal. A Figura 4 mostra uma
representacdo grafica destas variacdes que ocorrem nas
séries de tecido normais e de <cancro para 17 genes
relacionados. O exame visual na série de cancro revelou que
a variacdo das sequéncias ocorreu mais frequentemente na
série de <cancro e ainda que o fendémeno surgiu mais
predominantemente em locais especificos do mRNA. A maioria
das observacdes situa-se entre 400 e 500 bases apds o

comeco da sequéncia de mRNA, portanto predominantemente na
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parte 3' do gene. O numero muito elevado de variacdes ndo
poderd ser explicado por SNPs. No grafico estdo apresen-
tados SNPs putativos (0) e SNPs biologicamente validados
(0); estes SNPs foram obtidos a partir da base de dados
NCBI (dbSNP, construida em 12 de Setembro de 2006) (Sherry,
S.T., et al. (2001) Nucleic Acids Res 29, 308-11). Tanto
SNPs putativos como biologicamente validados conducentes a
variacdes de ESTs (n = 442) foram excluidos de andlise
posterior (assim locais de edicdo de RNA (falsos SNPs)

foram também excluidos).

O passo seguinte desta andlise foi testar a
significéncia estatistica das diferencas na variacdo de
sequéncia que ocorrem entre ESTs de cancro e normais. Para
cada posicdo, compardmos a proporcdo da base REfSeq com as
das trés outras bases entre grupos normais e de cancro
usando um teste de proporcdo bilateral. Este teste foi
sistematicamente aplicado desde que fossem preenchidas as
seguintes condig¢des: n>70 e (ni.* ny)/n >5 1 =1,2; jJ = 1,2
(em gque n = numero de ESTs de cancro e normais para um
gene, ni. = numero de ESTs de cancro, nz. = numero de ESTs
normais, n.1 = nuUmero de ESTs tendo a RefSeqg, n.» = numero
de ESTs tendo uma substituicdo). Um teste estatistico é
referido como sendo positivo no nivel de patamar de 5% em
gque o valor de P correspondente é inferior a 0,05; neste
caso, a hipdbdtese nula (i.e. ambas as proporcdo sdo iguais)

é rejeitada.

Ainda, foram considerados os dolis testes de
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proporcdo unilaterais que se seguem, de forma a precisar em
qual a série a variabilidade era maior. O primeiro permitiu
concluir gque as variabilidades eram diferentes em ambos os
grupos gquando o teste estatistico era positivo, entdo neste
caso mediu se a variabilidade era estatisticamente maior na
série de cancro. Ao contrario, o segundo teste verificou a
hipdtese de a wvariabilidade ser significativamente mais
elevada na série normal. Ambos os testes unilaterais foram
realizados sempre que as mesmas condicdes dos testes

bilaterais eram encontradas.

A Figura 3 mostra uma descricdo de resultados
tipicos de "blast". Como se mostra nas Figuras 5a e b5b,
para o gene representativo TPT1, o numero de ESTs em
gualquer posicdo no gene é semelhante em ambos os grupos de
cancro e normal. A Figura 5c mostra que 489 de 830 testes
de proporcdo possiveis preenchem os critérios atribuidos.
Os testes de proporcdo que foram estatisticamente signi-
ficativos ao nivel de 5% estdo apresentados na Figura 5d.
Pode ser calculada uma estimativa de erro resultante de
maltiplos testes, definido pelo Location Based Estimator
(C. Dalmasso, P. Broet (2005) Journal de la Societé Fran-
caise de Statistigque, tome 146, nl-2, 2005). 26 testes de
proporcdes positivos sdo devidos a substituicdes de bases
que ocorrem no tecido normal (N>C) na Figura 5d (n = 26;
LBE = 33). Isto contrasta com a acumulacdo de testes de
proporcdes estatisticamente significativa que ocorre devido
as variacdes de sequéncias no grupo de cancro (C>N), (n =

145; LBE = 15). Uma anédlise semelhante foi realizada para
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um segundo gene VIM (Fig. b5e-5h). Novamente o numero de
ESTs em gualquer posicido determinada do gene é sobreponivel
nos grupos de cancro e normal. 752 de 1847 testes de
proporcao preenchem os critérios. Novamente, observamos

uma grande diferenca no numero de testes de proporcdes

positivos: n = 78 variacdes sdo devidas ao grupo normal
(LBE = 50) e n = 269 wvariacdes sdo devidas ao grupo de
cancro (LBE = 24). Repetimos a mesma andlise em 17 genes

que estdo abundantemente presentes na base de dados ST.
Fig. 5i é um resumo dos resultados estatisticos obtidos. De
entre 17 genes testados, 15 apresentaram maiores variacdes
de sequéncias em ESTs obtidos a partir de tecidos de cancro
(Fig. 53j). Nesta fase, a andlise estatistica cobriu apenas
9 a 91% das posicdes de cada gene (uma média de 32%) devido

a constrangimentos do teste estatistico.

A conclusdo deste primeiro ciclo de andlises é
gue as ESTs do mesmo gene eram diferentes guando comparadas
de acordo com a fonte de tecido (normal versus cancro) de
onde o mRNA foi extraido. Assumindo que a taxa de erros
técnicos que dé& a variacdo na sequéncia EST ndo é diferente
de acordo com as origens normal ou cancerosa do tecido e
considerando o facto de 15 dos 17 genes testados mostrarem
variacbdes devido a fonte de tecido, propomos gue estas
diferencas resultem directamente do estatuto - normal
versus canceroso - das células a partir das quails as ESTs

foram produzidas.

Experiéncias semelhantes foram realizadas para
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estudar insercdes e delecdes. Os resultados foram obtidos
apds aplicacdo do filtro F3 (ver Exemplo 4). Uma condicédo
mais restringente foi usada para evitar eventos ndao
bioldgicos (erros de sequenciacdo, alinhamentos mal feitos
com o Megablast ..): um espaco ou uma insercdo foi apenas
considerado caso ndo existissem outras modificacgdes numa
janela de -10/+10. Para cada posicéo, comparamos a
proporcdo de Jjanelas com delecdo (ou insercdo) com outras
janelas entre grupos normais e de cancro usando um teste de
proporcdes bilateral como atrds descrito. Fig. 5k é um
resumo dos resultados estatisticos obtidos. Dos 17 genes
testados, 14 (ou 10 para insercdo) apresentaram mais
variacdes da sequéncia (delecdes e insercdes) em ESTs

obtidas de tecidos de cancro (Fig 51).

Exemplo 4: Verificag¢do do excesso de variac¢do na

série de cancro C>N versus na série normal N>C

As bibliotecas derivadas de amostras de cancro ou
normais foram processadas essencialmente da mesma forma.
Assim, o0s erros aleatdrios resultantes da construcdo das
bibliotecas ou da sequenciacdo dos clones espera-se qgue
ocorram com a mesma taxa em ambas as séries e néo
contribuam para as diferencas observadas entre o0s grupos de
EST normal e de cancro. A andlise matemdtica é consistente
com esta interpretacdo (Brulliard M., e tal PNAS May 1,
2007 wvol. 104 n° 18 7522-7527 - wver Fig. 7 do material

suplementar) .
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Em seguida procurdmos eliminar outras fontes de
heterogeneidade de EST através da aplicacdo sequenciada de
procedimentos de filtracdo com a base lbdgica que se segue.
Os nossos requisitos iniciais foram gque EST alinha com
RefSeqg com 100% de identidade em pelo menos 16 bases
consecutivas e com 290% de identidade em pelo menos 50
bases. Como se mostra na Figura 6b, isto da, guando se
compara séries de cancro e normais para os 17 genes, 2281 e
725 diferencas estatisticamente significativas para C>N e
N>C respectivamente (coluna Fl) e distintas dos SNOs
putativos ou biologicamente wvalidados. O segundo filtro
(F2) requer que esta EST alinhe com RefSeg continuamente em
mais de 70% do seu comprimento. O terceiro filtro (F3)
removeu ESTs com sequéncia mais estreitamente relacionada
com paraldgos e pseudogenes do que com RefSeqg bona fide. O
qgquarto filtro (F4) eliminou da andlise as 50 primeiras e
ultimas bases de cada alinhamento de ESTs. Usamos este
filtro para remover desemparelhamentos nas fronteiras 3' e
5' de EST que possam ser criados pelo programa MegaBLAST
para optimizar mais os alinhamentos e/ou resultantes de
acumulacdo de erros nas extremidades das ESTs alinhadas.
Este ultimo filtro (F5) normalizou os comprimentos das
sequéncias ESTs para cada gene de forma a remover gualguer
diferenca de comprimento entre séries normais e de cancro.
De facto observamos apds aplicacido dos primeiros 4 filtros,
que a média do comprimento de ESTs no cancro era superior a
de ESTs normais (640 * 248 e 554 + 229 bases, respecti-
vamente). No entanto, observadmos significativamente maior

heterogeneidade de ESTs no cancro em b5 genes em que O
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comprimento das ESTs ndo era diferentes entre as séries

normal e de cancro (TPT1, VIM, HSPA8, LDHA, CALMZ2).

O nuUmero de testes estatisticamente significa-
tivos C>N manteve-se superior ao numero de testes N>C, mas

a taxa C>N decresceu de 3,15 (Fl) para 2,05 (F5) (Fig 6c).

Para melhor confirmar que a heterogeneidade de
ESTs no cancro ndo era devida a acumulacdo de erros no
final das corridas de sequenciacdo, tivemos em consideracdo
apenas a informacdo proporcionada pelas primeiras 50 bases
e ndo mais de 450 bases de qgualquer <corrida de
sequenciacdo. Apds esta filtracdo dréastica, testes C>N
estatisticamente significativos foram 455 (LBE = 92) e
testes N>C foram 292 (LBE = 119) para os 17 genes. Pode
pois ser razoavelmente assumido que as variacdes das
sequéncias causadoras de maior heterogeneidade de ESTs na
série de cancro sdo um reflexo directo da heterogeneidade

do mRNA nas células de cancro (Fig 6d).

Em seguida, verificdmos independentemente que uma
maior heterogeneidade de ESTs estatisticamente significa-
tiva persistia na série de cancro apdbds remocdo das ESTs
produzidas pelas células de cancro em cultura. Apds esta
filtracdo, os testes C>N estatisticamente significativos
eram 1009 (LBE = 117) e os testes N>C eram 445 (LBE = 193)

para os 17 genes (Fig. 6e).

Exemplo 5. Decifragdo do cédigo de ocorréncia de



PE2468885 - 79 -

substituicdo de bases devido a infidelidade da transcricédo

em células de cancro

O nosso objectivo seguinte foi determinar se o
fendébmeno descrito da substituicdo de Dbases devido a
infidelidade da transcricdo é um fendmeno aleatdrio ou se
segue regras especificas. Para atingir isto, focdmo-nos em
variacbes de ESTs em gque C>N era estatisticamente
significativo. Para evitar o enviesamento gue possa ser
introduzido pelos procedimentos de filtracdo, usamos todos
os dados ndo filtrados. A primeira indicacdo que a
infidelidade de transcricdo ndo é um processo aleatdrio foi
que as substituicdes de bases raramente ocorriam na regido
5' dos genes testados. Para todos os genes testados, muito
raramente observdmos a ocorréncia do fendmeno de substi-
tuicdo de bases nas primeiras 400-500 bases do mRNA maduro.
A segunda observacdo que indicava que a infidelidade da
transcricdo ndo é aleatdria reside na observacdo que existe
uma diferenca na composicdo de bases na matriz de DNA
gendmico observada gquando da comparacdo de sequéncias a
montante e a jusante dos eventos de substituicdo (hetero-
génea, H, n = 2281) com aquelas em que ndo foil detectado
gqualquer evento de substituicdo (ndoc heterogéneo, NH, n =
12273). O critério para os locais NH foi variacdes na série
de cancro inferiores a 0,5% e nd8o estatisticamente
diferentes das variacdes na série normal (Fig 7a). Nesta
andlise, referimo-nos a base qgue sofre substituicdo como
b0, bases localizadas no extremo 5' do pmRNA sdo referidas

como b-n e as bases situadas no extremo 3' como b+n. Por
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guestdes de clareza, referimos nesta andlise a composicédo
de bases do pmRNA: isto corresponde ao DNA da cadeia néo
matriz (a cadeia nd@o transcrita pela RNAP). Os dados
mostram primeiro gue nem todas as bases eram igualmente
susceptiveis de variacdo: b0 = A (33%) = T (32%) >> C (21%)
>> G (14%). Ainda, as composicdes das 4 bases a montante e
das 3 bases a jusante do local do evento eram estatisti-
camente diferentes (resultados da anadlise de Qui-gquadrado)
das dos locais sem variacdo significativa das ESTs (Fig.
7a, a composicdo bésica é expressa em % e o sombreado
cinzento mostra as bases enriquecidas; cinzento escuro
mostra as bases raras). Especificamente, os locais em que

ocorrem variacdes eram mails frequentemente precedidos e

seguidos de A 2 G > T =~ C.

Assim, a ocorréncia de heterogeneidade de ESTs de
cancro ndo ¢é aleatdria, mas determinada primeiro pela
natureza das bases que sofrem substituicdo e segundo pela
natureza das bases que imediatamente precedem e se seguem

ao evento.

Em seguida questionamos se a base substituinte
era seleccionada ao acaso. E claro pela Figura 7b que ndo é
0 caso. Foi calculada diferenca estatisticamente signi-
ficativa nas proporcdes com a hipdtese nula que a base
substituinte fosse seleccionada aleatoriamente (teste de
ajustamento das trés bases substituintes para distribuicéo
uniforme). A foi preferencialmente substituida por C (p =

2,8 x 107125, T por G (p = 5,7 x 1072°) e G por A (p = 2,2 X
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10732) ., A substituicdo de C mostrou uma distribuicdo ainda

mais aleatdria, com uma ligeira escassez de T (p = 0,007).

Em seguida pensamos nas causas SsSubjacentes a
substituicdo preferencial de bases. Para se conseguir isto,
distinguimos duas séries de eventos informativos e ndo
informativos. Os eventos informativos eram situacdes em que
a base substituida era diferente da base anterior (b-1) ou
a base seguinte (b+l) (n = 1676) (Fig 7c). Os eventos ndao
informativos eram situacdes ndo correspondentes a estes
critérios. Quando os eventos informativos eram analisados,
foram encontrados dois <casos: a Dbase substituida foi
substituida por b-1 ou b+l (79%) ou por uma outra base,
diferente de b-1 e de b+l (21%). Na primeira subsérie, a
base substituinte era idéntica a b-1 (n = 799; Fig 7c
painel B) ou b+l (n = 530; Fig 7c¢ painel C). Quando a base
substituinte era b-1, entdo b0 = a (36%) > C (30%) >> T
(21%) >> G (13%) (Fig 7d painel A). A foi preferencialmente
substituido por C (71% dos casos). Quando a Dbase
substituinte foi b+1l, entdo b0 = T (47%) >> A (21%) > C
(19%) >> G (13%) (Fig 7a painel B). T foi preferencialmente
substituido por G (71%). E interessante que a importancia
estatistica das bases envolventes foi também diferente (Fig
7d painel A e 7d painel B). Para as substituic®es b-1, o
padrdo de influéncia relativa da composicdo de bases foi b0
> b-1> b-2> b+l> b-3 > b+2. Para as substituicbes b+l, a
influéncia relativa da base envolvente seguiu um padrédo de
b0> b+l > b+2 > b-3 > Db-2. 2) Na segunda subsérie de
eventos informativos, a substituicéao de bases ndo

correspondeu a b-1 ou a b+l (n = 347; Fig 7c¢ painel D). As
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bases afectadas foram na seguinte ordem: A (47%) > T (29%)
> C (14%) > G (10%). A fol mais frequentemente substituida
por C (91% dos casos), T por C (50%) e A (42%), C por G
(46%) e G por C (73%). Assim, gquando a base substituinte
ndo corresponde a b-1 ou a b+tl, a base substituinte ndo é

seleccionada ao acaso mas C estd em grande excesso.

Em seguida considerdmos a série de eventos néo
informativos, i.e., as situacdes em que 1) b-1 = b+l e em
que 2) b-1 = b0 = b+l (Fig 7c¢). Quando b-1 e b+l eram
idénticos mas diferentes de b0 (n = 339; Fig 7c¢ painel E),
as bases substituidas foram na seguinte ordem: T (34,8%) > G
(23,06%) > G (23,6%) > C (21,2%) > A (20,4%) e seguiu o
mesmo padrdo de preferéncia gque na Figura 7b: T-G, G-A,
A-C. As substituicles que ocorrem na base central da
repeticdo de trés bases idénticas (n = 266; Fig 7c¢ painel
F) foram observadas na seguinte ordem: A (46,2%) > T
(36,9%) > G (10,5%) > C (6,4%). Neste caso, os eventos de
substituicdo mais comuns foram A-C e T-C e A. As
substituicdes raras de GGG foram mais frequentemente

substituidas por GCG e CCC por CAC (Fig 7c).

Assim, gquando as substituicdes ocorrem em trés
bases idénticas consecutivas e quando as substituic¢des néo
correspondem a b-1 ou a b+l, entdo C é a base substituinte
mais comum (Fig 7¢). Quando a base substituinte corresponde
a b-1, a substituicdo mais comum ¢é A-C; quando a base
substituinte corresponde a b+l, a substituicdo mais comum é

T-G.
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Pode portanto ser concluido gque nem a base que
sofre substituicdo nem a base substituinte sdo seleccio-
nadas ao acaso. Ambos os fendmenos seguem padrdes previ-
siveis definidos pela composicdo da base gque sofre substi-
tuicdo e pelas bases localizadas a montante e a Jjusante

deste evento.

Podem ser definidos algoritmos especificos para
identificar «com ©precisdo a composicdo do motivo que
determina a ocorréncia da substituicdo de bases em qualquer
sequéncia determinada. Em seguida separdmos a série C>N em
duas séries em que N & estidvel (sem desvio observado na
mesma posicdo na série Normal) ou ndo. O desvio €& consi-
derado apenas se exceder um determinado patamar definido
como a percentagem média do desvio na série Normal. A
Figura 7e mostra que a assinatura -4/4+3 é caracteristica da
série C>N em gue N se desvia. O comprimento do contexto é
menos importante na outra série. A Figura 7f mostra uma
acumulacdo no intervalo 500-1000 gque é mais importante na
série C>N em que N se desvia do gque na série C>N em gque N é
estdvel. Neste ultimo caso, parece gque surgem eventos mais
precoces (intervalos de 0-500). As bases substituintes para

os locais C>N eram semelhantes entre as duas séries (Fig

79) .

No caso da delecdo ou da insercdo, os resultados
mostram gue as bases omitidas (398 casos C>N) eram na
seguinte ordem C (46,0%) > T (37,9%) >> A (9,3%) > G (6,8%)

(Fig 5m) e que as bases inseridas (225 casos C>N) eram na



PE2468885 - 84 -

seguinte ordem: G (36,0%) > C (30,2%) > A (21,8%) > T

(12,0%) (Fig 50). Observémos que os eventos de delecdo ou
insercéo muitas vezes ocorrem em bases idénticas

conservadas. Um programa especifico destinado a analisar
tais eventos mostra efectivamente que 94,7% das delecdes e
81% das insercdes em segmentos de comprimentos variaveis.
Os segmentos podem ser bipolares e simétricos (e.g., AATAA)
ou ndo (e.g. CCCGG) ou repeticdes de nucledtidos isolados
(e.g., AAA) (ver motivos na Fig 5m-5p). No caso da delecdo,
as bases omitidas sdo idénticas a b-1 ou a b+l (segmento)
em 84% dos casos. A maioria dos motivos sdo dubletos ou
tripletos de C>T>A~G. Resultados semelhantes s&o observados
no caso da insercdo. De facto, os motivos de segmentos nio
parecem ser diferentes entre C>N e N>C. A especificidade de
C>N ou de N>C viria de outra informacdo a wvolta dos
segmentos. Andlises adicionais em mais genes confirmarédo

estas observacdes.

Tendo em consideracdo os 17 genes, observamos
heterogeneidade de EST na taxa de 10 por 100 bases (Fig 57
e Fig 8a-c). Esta taxa estd em excesso relativamente a
qualguer taxa descrita de mutacdo que ocorra no DNA gend-
mico. Como referéncia, pode-se estimar que polimorfismos de
nucledétidos isolados ocorrem aleatoriamente no genoma uma
vez em cada 300 bases. A taxa de polimorfismos de
nucledétidos isolados que afecta o DNA transcrito é muito
mais inferior: é estimada gue ocorra uma vez em cada 3000
bases. E claro que as mutacdes do DNA ocorrem mais

frequentemente no cancro. No entanto, esforcos profundos de
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sequenciacdo de DNA do cancro da mama e do cbdblon que
incluiram 14 dos 17 genes usados no nosso estudo levaram a
uma taxa de mutacdo somatica de 3,1 mutacdes por 106 bases
(Sjoblom, T., et al. (2006) Science 314, 268-74). Assim, a
infidelidade da transcricdo que é descrita neste invento
ocorre a uma taxa muito superior a das mutacdes que afectam
o DNA. Mais importante, a maioria das substituicdes de
bases no DNA tém consequéncias limitadas ao nivel das pro-
teinas devido a menos de 10% do DNA gendmico ser transcrito
para mRNA. Pelo contrario, a substituicdo de bases devido a
infidelidade da transcricdo muitas vezes tem consequéncias
directas na funcdo da proteina. De facto, 1179 de 2281
substituicdes aqui descritas (1548 CDS - 369 substituicbes
silenciosas) conduziram a substituicdes de Dbases com
impacto imediato na sequéncia primdria de AA da proteina
(Fig 8d). Mais 1importante, as substituic¢des de Dbases
significativas, que afectam o coddo de paragem, foram
observadas em 9 dos 17 genes testados. Antes do conceito de
infidelidade da transcricdo, ndo tinha sido no entanto pro-
posto gque as proteinas humanas possuissem sequéncias codi-
ficadoras adicionais codificadas pelas sequéncias de RNA
consideradas até entdo "regides ndo traduzidas'". Mostramos
agora que a substituicdo de bases que ocorre em coddes de
paragem naturais devido a infidelidade da transcricéao
revela novas regides codificadoras que codificam AA especi-
ficos. Esta nova regido codificadora estd em fase com a
grelha de leitura aberta nativa. O coddo de paragem natural
¢ transformado numa regido codificadora, O tripleto de

bases seguinte ¢é entdo lido como um AA e a traducédo
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continua com uma nova regido codificadora até um novo codédo
de paragem ser atingido. Verificédmos que é de facto o caso
em 8 dos 17 genes que demonstraram infidelidade da trans-
cricdo. Os 8 continham coddes de paragem alternativos em
grelha com a correspondente RefSeq (GAPDH ndo possuil um
coddo de paragem alternativo). Isto tem consequéncias
imediatas porgque em cada caso sdo criadas novas sequéncias
codificadoras de 14, 7, 13, 15, 13, 4, 9, 55, AA em TPT1,
RPS6, RPL7A, VIM, RPS4X, FTHI, FTL e TPOO respectivamente
(Fig 10). Para além destes AA terem o potencial de criar
motivos que serdo grandemente aumentados em cancro, estes
motivos resultardo ou ndo em novas funcdes das proteinas.
Prever esta ocorréncia conduz ao possivel desenvolvimento
de ferramentas Uteis que poderdo ser usadas no diagndstico,
terapéutica ou noutros objectivos. A previsdo desta
ocorréncia conduz igualmente ao possivel desenvolvimento de
anticorpos especificos que reconhecerdo seguéncias especi-
ficas do cancro no extremo terminal carboxilo da proteina.
Nenhum método analitico é actualmente capaz de sequenciar
directamente a proteina no extremo terminal carboxilo. E,
no entanto, possivel clivar as proteinas enzimaticamente e
sequenciar os produtos de clivagem a partir do seu extremo
NH>,. E igualmente possivel analisar o teor de AA dos
péptidos gerados por protedlise usando espectrometria de
massa. Mostramos ainda que estes coddes de paragem
alternativos sdo igualmente afectados pela infidelidade da
transcricdo (7/9 genes possuem o segundo coddo de paragem
alternativo afectado). O mesmo fendmeno atrds descrito pode

expandir mais a leitura para uma nova série de sequéncias.
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A anotacdo de todas as sequéncias proteicas usando © nosso
método revelard varias sequéncias de mRNA codificadoras
insuspeitas que seréo mais ou menos eficazmente
transcritas, dependendo da utilizacdo de coddes assim como
da capacidade da maquinaria da traducdo para traduzir ou
ndo correctamente a substituicdo da Dbase. De facto, as
substituices de bases podem levar a alteracgdes na
estrutura do mRNA, o que pode modificar a velocidade de
leitura do ribossoma. No entanto, assumimos que as
substituicdes de bases ndo envolvem alteracdes da estrutura
do RNA.Com base na ocorréncia de alteracdes do coddo de
paragem, estimamos nos genes afectados que até 4% do mRNA
em tecidos de cancro possuam estas regides codificadoras

adicionais.

Um programa especifico baseado em varios filtros
pode ser usado para anotar todas as sequéncias proteicas
relativamente a presenca de um putativo péptido pds-paragem
(Post Stop Peptide, PSP). Apds aquisicdo das sequéncias de
4dcidos nucleicos correspondentes as proteinas estudadas, o
programa pesquisa a presenca ou ndo de uma sequéncia
nucleotidica em fase apds o coddo de paragem candbnico, com
um outro coddo de paragem em fase (a possibilidade de
ultrapassar um ou mais coddes de paragem no caso de
infidelidade da transcricdo afectando estes coddes de
paragem alternativos pode ser levado em consideracdo). Pode
ser fixado um comprimento minimo (e.g., apenas seguéncias
codificadoras de mais de 12 aminoadcidos, mas eventualmente,

o comprimento do péptido poderd ser menor) de acordo com O
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critério minimo para um padrdo antigénico potencial. PSPs
antigénicos sdo entdo guardados (Fig 18). Um passo
adicional é usado para validar os candidatos com a anotacédo
por uma maquina de aprendizagem por treino do coddo de
paragem candnico: de facto pode ser determinada a proba-
bilidade de uma ou mais bases do coddo de paragem poder ser
substituida por infidelidade da transcricdo. E igualmente
possivel analisar o teor de AA de péptidos gerados por

protedlise usando espectrometria de massa.

Também demonstramos que para além de criar
condicdes que permitam a traducdo de novas sequéncias
proteicas, a infidelidade da transcricdo pode introduzir
coddes de paragem prematuros no mRNA. Vinte e gquatro coddes
de paragem novos que ocorrem dentro da grelha de leitura
aberta candnica foram identificados dentro de 13 de 17
genes. Isto indicou que a infidelidade da transcricdo pode
originar a producdo de proteinas mais curtas que ndo pos-
suem dominios especificos. Estas proteinas truncadas devem
resultar num aumento ou perda de funcdo. A estrutura tridi-
mensional da proteina é provavelmente afectada e criaré
novas entidades que poderdo ser reconhecidas pelo sistema

imunitéario.

Finalmente, a fidelidade da transcricdo nos 17
genes testados revelou que 50% de todas as substituicdes
C>N identificadas conduzem a alteracdes de AA. 17% corres-
pondem a substituicdo de um AA por outro da mesma familia e
33% corresponde a substituicdes de AA de uma classe de AA

diferente. Assim, a infidelidade da transcricdo é capaz de
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gerar proteinas com novas sequéncias de AA com funcdes ou
actividade potencialmente modificadas. A previsdo da infi-
delidade da transcricdo usando as regras atrads descritas
permitird a previsdo légica de alteracdes no comportamento

de proteinas e o resultado de experiéncias de protedmica.

Exemplo 6. Validag¢des bioldgicas

As validacles bioldgicas sdo realizadas em dois

niveis: mRNA e proteinas.

Primeiro, as substituicdes de mRNA dos 17 genes
de interesse serdo detectadas em tecidos cancerosos huma-
nos. Usamos DHPLC (Cromatografia Liquida de Alta Resolucédo
Desnaturante), a qual é& um método cromatogradfico em larga
escala para detectar mutacdes de sequéncias. O principio da
experiéncia estd descrito na Figura 1lla-c. Primeiro,
desenvolvemos um método para testar o patamar de DHPLC
Transgenémico de forma a estimar a percentagem de DNA
mutado na amostra que é suficiente para permitir a formacdo
e deteccdo de heteroduplexes. De facto, usamos fragmentos
de PCR de 300 pb com 1 e 3 substituicdes de bases.
Diferentes proporcdes destes fragmentos foram preparadas:

0

oe

, 2,5%, 5%, 7,5%, 10%, 20% ou 50%. A DHPLC permitiu-nos
distinguir DNA [normal] e [normal mais mutado] desde que a
amostra possuisse 2,5 a 5% de DNA mutado (Fig 11d). Estes
resultados indicam que fomos capazes de distinguir mRNA de
tecidos normais e cancerosos para 0s genes de interesse, o

mRNA extraido de tecidos normais e cancerosos adjacentes
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(Biochain Inc) foi usado para testar trés genes: GAPDH,
ENO1l e TMSB4X. Como DHPLC funciona com DNA, as amostras de
RNA sdo convertidas em c¢DNA usando transcriptase reversa.
Escolhemos regides que apresentam mais substituicdes
significantes em ESTs provenientes de tecidos de cancro do
que em ESTs provenientes de tecidos normais. As sequéncias
iniciadoras usadas para amplificacdo estdo apresentadas na

Figura 12.

Numa primeira série de experiéncias, varios cDNA
de tecido canceroso e de tecido normal adjacente (figado,
rim, mama e c¢béblon) foram amplificados por PCR com as
referidas sequéncias iniciadoras e injectados no sistema de

DHPLC.

A temperatura da estufa foil seleccionada com o
programa Navigator (Transgenomic). Os perfis foram obtidos
para o0s genes atrids descritos e uma experiéncia repre-
sentativa estd apresentada na figura 15 para os genes ENOI,
o GAPDH e TMSB4X. Como se mostra na figura 15a a 15c¢, os
perfis de cancro sdo claramente diferentes dos perfis
normais para o0s genes GAPDH e ENOl. Nado foram observadas
diferencas para o gene TMSB4X conforme esperdvamos (muito
menos locais de infidelidades da transcricédo). As injeccdes
do mesmo produto de PCR e de 2 outros produtos de PCR foram
feitas em triplicado (figura 15b e 15c) e os perfis sé&o
muito reprodutiveis na mesma experiéncia. No entanto, a
natureza da diferenca ndo pode ser deduzida desta

experiéncia.
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Consequentemente, a continuacdo desta validacéo
biolbgica baseada no mRNA foi efectuada. De facto, a
sequenciacdo dos produtos de PCR obtidos a partir de
tecidos cancerosos pode permitir detectar com precisdo as

mutacdes mais abundantes.

0O método de sequenciacdo cléssica de Sanger do
mRNA amplificado por PCR apds transcricdo reversa nao
detecta +variantes da sequéncia gque ocorram em taxas
inferiores a 15-30% numa posicdo especifica (Fig 16). De
facto, bases mutadas obtidas através da sequenciacido de
misturas de produtos de amplificacdo de sequéncias conhe-
cidas mutadas e ndo mutadas s&o conseguidas para misturas
de 50-50% e picos mais peguenos sdo detectados a partir de
15%. A piro-sequenciacdo e o PCR em emulsdo sdo métodos
mais sensiveis que permitem a deteccdo de heterogeneidade
de c¢DNA, sendo portanto possivel a andlise de produtos de
RT-PCR obtidos a partir de células de cancro e normais

(Thomas, R.K. et al., (2006) Nat Med 12, 852-5).

Um gene afectado pela infidelidade da transcricéo
é clonado na sua totalidade ou como um fragmento compre-
endendo ou ndo o seu local de infidelidade da transcricéo.
A construcdo com e sem coddes de paragem candnicos é ligada
em grelha com o gene codificador da resisténcia a
neomicina. As células de cancro e normais sdo transfectadas
com esta construcdo gquimérica, primeiro transitoriamente e

depois estavelmente. Prevemos que a infidelidade da
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transcricdo conduza a uma alteracdo no coddo de paragem
candénico, permitindo assim a traducdo do gene de neomicina
e criando a célula de resisténcia a neomicina. Previmos que
as células de cancro dgue sejam resistentes a neomicina
crescerdo mais rapidamente e qgque a forma destas células
diferird significativamente da das células normais. Ainda,
prevemos que estas células sdo mais invasivas e podem ser
comparadas com uma fase mais tardia da progressdo do
cancro. Assim, esta técnica pode ser usada para determinar
a fase —cancerosa das diferentes c¢élulas de um doente
individual. A prova final que a resisténcia a neomicina
ocorre como resultado da infidelidade da transcricdo seré
obtida por sequenciacdo da construcdo inserida amplificada
a partir de DNA gendmico e mostrando que a informacdo
gendmica permanece inalterada. Também verificamos que ©
mRNA da célula resistente a neomicina possui um cod&o de
paragem mutado devido a infidelidade da transcricdo. Um
técnica que permite a deteccdo de locais de infidelidade da
transcricdo é a construcdo de bibliotecas de cDNA due
consiste na clonagem de c¢cDNA obtido por transcricgdo reversa
a partir de RNA extraido de tecidos de doentes cancerosos e
normais. Cada c¢cDNA amplificado ou ndo a partir de um gene
especifico é clonado em plasmideos separados gque sdo usados
para transformar Escherichia coli. Diferentes coldnias de
E. coli sdo picadas e os plasmideos s&o sequenciados. O
numero de clones que é necessario sequenciar depende da
percentagem de substituicdes no fragmento de c¢cDNA clonado.
Uma andlise estatistica dar-nos-& a wvariacdo da sequéncia

nos locais de infidelidade da transcricdo. Esta técnica
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pode ser melhorada. De facto, apds transcricdo reversa e
amplificacdo com sequéncias iniciadoras especificas, o cDNA
pode ser clonado num plasmideo que é portador de um gene
repdrter, e.g., o gene lacZ. O cDNA e o gene repdrter sio
clonados em fase. Quando uma substituicdo surge na sequén-
cia do coddo de paragem do mRNA, o gene repdrter & expres-
S0. Quando as células de E. coli foram transformadas com
esta construcdo, as coldnias portadoras do plasmideo em que
o CcDNA estd mutado no coddo de paragem sdo seleccionadas
com a expressdo do gene repdrter. Apds o que o plasmideo
pode ser sequenciado de forma a verificar se a substituicéo

do coddo de paragem estd presente.

Uma outra técnica baseada em PCR em tempo real
com sequéncias iniciadoras especificas ¢é usada ©para
detectar os locais de infidelidade da transcricdo. Estas
sequéncias iniciadoras sdo desenhadas para corresponderem
ao CcDNA com variac®es na sequéncia baseadas em andlise
estatistica. Uma segunda sequéncia iniciadora foi desenhada
para corresponder ao cDNA sem a variacdo de sequéncia
(referéncia). O numero de variacdes na sequéncia iniciadora
¢ muito importante e determinamos numa experiéncia com
variacdo de sequéncias conhecida que 2 mutacdes fora da
posicdo que ¢é estudada sdo necessadrias para se obter um
sinal de fluorescéncia especifico. Quando a seguéncia
iniciadora é complementar do cDNA sem uma substituicdo da
sequéncia (referéncia), o) sinal de fluorescéncia é
detectado num numero especifico de ciclos de amplificacéo.

O mesmo cDNA amplificado com a sequéncia iniciadora que é
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portador da substituicdo leva a um sinal fluorescente que
surge com um numero superior de ciclos de amplificacido. A
diferenca entre os numeros de ciclos de amplificacd&o com as
2 sequéncias iniciadoras ¢é uma estimativa directa da
presenca de um cDNA com uma substituicdo da sequéncia.
Ainda, verificédmos gque o método é suficientemente sensivel
para detectar 1% de sequéncias mutadas numa mistura de

sequéncias conhecidas.

Numa experiéncia tipica, o RNA extraido de
tecidos cancerosos e normais é sujeito a transcricdo rever-
sa e amplificado com cada uma das sequéncias iniciadoras
especificas. A diferenca entre os ciclos de amplificacéo

com ambas as sequéncias iniciadoras é entdo medida.

Finalmente, pudemos focar-nos em novas proteinas
induzidas quando o coddo de paragem natural ¢ afectado.
Mostrdmos que o coddo de paragem ¢é significativamente
afectado para 9 dos nossos 17 genes de interesse. Isto
conduz a populacdes especificas distintas de proteinas com
uma nova sequéncia no extremo terminal carboxilo. Estimdmos
que  0s tecidos cancerosos para 0SS genes afectados
possuissem 4% de proteinas gque sd8o mailores gque 0SS genes

normais.

Face a esta hipdtese, analisdmos 60 proteinas do
plasma abundantes (Fig 13) e pesquisédmos possiveis PSPs.
Encontramos 22 genes para 0s quais um PSP era

suficientemente longo e antigénico (Fig 18). Testamos entédo
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sequéncias proteicas putativas mais longas induzidas (Fig
18 b-c). Pesguisadmos novos péptidos putativos no plasma
obtido de individuos normais e cancerosos (Fig 18).
Selecciondmos 3 das 22 proteinas com interesse: APOAI,
APOAII e APOCII. Com base na anadlise atréds referida,
esperavamos encontrar proteinas mais longas no plasma do
doente com cancro (13, 16 e 17 AA mais longas). Prevé-se
gue estas sequéncias peptidicas resultantes da infidelidade
da transcricdo sejam imunogénicas e os anticorpos dirigidos
contra estas novas sequéncias representem ligandos
especificos para medir a infidelidade da transcricdo (Fig
14). Uma vez que a analise de Kyte-Doolittle indica que
estas sequéncias ndo sdo hidrofdbicas, esperamos gque estas
trés novas proteinas sejam secretadas para a circulacdo

(ver abaixo).

Identificacdo do péptido pds-paragem (PSP) de
ApoAII e ApoCII devido a substituicdo no coddo de paragem

candénico

PSPs que resultam das substituicdes de bases em
coddes de paragem candnicos podem ser identificados e
caracterizados da seguinte forma. Sdo0 preparados anticorpos
policlonais de coelho que reconhecem uma porcdo imunogénica
do PSP em guestdo. Estes anticorpos anti-péptido podem ser
testados por transferéncia de pontos usando o péptido
purificado para verificar que de facto reconhecem o PSP. As
transferéncias Western podem ser entdo realizadas em

amostras de plasma obtidas de doentes com cancro usando oS
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anticorpos dirigidos contra o PSP. A Figura 1l7a (painel
direito) mostra que o anticorpo anti-PSP ApoAII reconhece
uma banda nas transferéncias Western nas amostras de plasma
obtidas a partir de doentes com cancro da prdstata, a qual
ndo é observada quando se usa soro pré-imune de coelho como
controlo negativo (Figura 17a, painel esquerdo). A banda
PSP APOAII foi igualmente observada em doentes com cancro
na fase metdstica (Figura 17b, painel direito). Esta banda
possul uma massa molecular ligeiramente superior (11,4 kDa)
comparativamente com a da forma de mondmero nativo de
APOAII (Figura 17a, painel central, 17b, painel esquerdo).
Esta massa molecular corresponde a prevista com base na
sequéncia peptidica adicional. Podem ser igualmente
efectuados géis bidimensionais de forma a caracterizar

melhor esta banda.

As experiéncias de cromatografia de afinidade
podem ser realizadas para isolar a forma PSP de ApoAII
usando o anticorpo anti-PSP (Fig 17e). O anticorpo anti-PSP
¢ imobilizado nas esferas da matriz e a coluna é incubada
na presenca de plasma ou de HDL sem lipidos, depois lavada
sequencialmente para remover proteinas ndo especificamente
ligadas e finalmente eluida com detergente ou reagentes
caotrdpicos. A fraccdo eluida é analisada por transferéncia
Western usando o0s anticorpos anti-PSP e anti-ApoAIl
comerciais. Duas bandas de 9 kDa e 11,4 kDa sdo reco-
nhecidas pelo anticorpo comercial anti-apoAII enguanto
apenas a banda de 11,4 kDa é reconhecida pelo anticorpo

anti-PSP. Assim, a banda de 9 kDa corresponde a forma de
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ApoAII nativa e a de 11,4 kDa corresponde a forma PSP de
ApoAII. A presenca de ApoAIl nativa na fraccdo eluida
sugere que a proteina ApoAII possa formar dimeros com a
proteina ApoAII nativa em condic¢des ndo redutoras. De
facto, ApoAII existe normalmente no plasma como um dimero

de 2 mondémeros ligados por uma ponte dissulfeto.

ApoAII estd situada principalmente na fraccdo de
HDL, do plasma, a qual pode ser isolada por ultracentri-
fugacdo sequencial. A transferéncia Western mostra gque a
ApoAII PSP ndo é detectada na fraccdo d<1,07 g/ml contendo
VLDL e LDL, mas antes na fraccdo d>1,07 g/ml contendo HDL e
proteinas do plasma (Fig 17c¢c). Apds outros passos de
ultracentrifugacdo para purificar e lavar HDL (d 1,07-1,21
g/ml), a transferéncia Western revela que a ApoAII PSP
permanece associada a fraccdo HDL em vez da fraccdo d>1,21
g/ml, também referido como soro deficiente em lipoproteina
(LPDS) . Uma quantidade correspondente de plasma estd apre-
sentada na transferéncia Western para demonstrar que isto
ndo ¢é devido a uma diluicdo da fraccdo d>1,21 g/ml durante
0s passos de purificacdo. A separacdo das lipoproteinas do
plasma por filtracdo em gel usando Superose 6B (Amersham,
gE Healthcare) também demonstra que a ApoAII PSP eluiu de

forma semelhante a ApoAII associada a HDL.

A associacdo de PSP ApoAII com HDL permitiu a
purificacdo da forma PSP de ApoAIIl de forma semelhante a de
ApoAII. HDL é primeiro delipidada para remover todos os

lipidos. Os sedimentos de proteinas sem lipidos resultantes
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foram ent&o ressuspenso num tampdo Tris 10 mM contendo
ureia ou guanidina na presenca ou auséncia de agente
redutor e aplicados numa coluna de filtracdo em gel (por
exemplo, Superdex 200, Amersham-GE Healthcare). A transfe-
réncia Western (Figura 17d) mostra que a forma PSP de
ApoAII ainda estd presente em HDL delipidado. Mais puri-
ficacdo foi conseguida por electroforese preparativa (exem-
plo: DE52). A forma PSP de ApoAII foi seguida por trans-
feréncia Western. A forma PSP purificada de ApoAII foi
entdo clivada enzimaticamente (tripsina) e os ©péptidos
resultantes foram analisados em MS-MS para seguenciacéo
completa dos AA. Os resultados mostram gue o coddo de
paragem candnico é substituido preferencialmente por
Arginina com substituicdo (U para C) ou (U para A) seguido
de Serina, Valina, Acido Glutédmico, Treonina, Isoleucina,
Valina, Fenilalanina, Acido Glutéamico, Prolina, acido
Glutédmico, Leucina, Alanina, Serina, Arginina. Esta & a
sequéncia exacta de aminodcidos prevista para ocorrer apds
ultrapassagem do coddo de paragem candénico de ApoAII.
Assim, o coddo de paragem candénico UGA de ApoAII foi
substituido para AGA ou CGA conduzindo a Arginina. Uma
hipdétese ainda ndo explorada é que UGA seja convertido em
GGA originando Glicina. Mas a deteccdo desta variante por
espectrometria de massa estd presentemente para além dos

limites tecnoldgicos.

Um outro exemplo estd ilustrado pelo PSP de
ApoCII. A Figura 17f mostra uma experiéncia semelhante a da
Figura 17a, com excepcdo dos Westerns serem realizados com

anticorpos anti-ApoCII comerciais ou anti-PSP ApoCII. Um
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procedimento semelhante ao do PSP de ApoAII pode ser
seguido para ApoCII. No entanto, ApoCII € menos abundante
no plasma. Uma quantidade muito maior de plasma gque contém
PSP ApoCII ¢é portanto necessadria de forma a obter-se

quantidades suficientes para andlise em MS-MS.

Conclusdes

Descrevemos agquil um novo mecanismo conduzindo a
substituicdes de bases que ocorrem principalmente no extre-
mo 3' da sequéncia codificadora e na regido ndo traduzida
do mRNA. Estas substituicdes de bases conduzem a alteracdes
nas sequéncias de AA da proteina devido a alteracdes da
identidade de AA, introducdo prematura de coddes de para-
gem, assim como a modificacdo de coddes de paragem naturais
resultando na introducdo de novas regides codificadoras.
Este fendémeno de infidelidade da transcricdo poderd também
afectar o mundo do ncRNA e perturbar a regulacdo mediada
por estes RNAs. Ocorre na maioria dos genes a uma taxa que
excede qualquer fendmeno descrito condutor a mutacdo de
DNA. A infidelidade da transcricdo é grandemente aumentada
nas células de cancro. A infidelidade da transcricdo pro-
porciona um novo paradigma para compreender a patologia do
cancro, gravidade da doenca e progressdo da doenca. Tem
implicag¢des importantes ndo sb para o desenho de novas
experiéncias de transcriptdmica e de protedmica, mas também
para o desenvolvimento de ferramentas especificas de

diagnéstico e de terapéutica.
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REIVINDICACOES

1. Uso de um péptido sintético de 100 ou menos
aminoadcidos de comprimento, compreendendo uma Sequéncia
seleccionada entre SEQ ID NOS: 1 a 5, 7 a 13, 15 a 18 e 20
a 32 para deteccdo ou monitorizacdo de disturbios de

proliferacdo celular.

2. O uso de um péptido da reivindicacdo 1 para
deteccdo ou monitorizacdo de disturbios da proliferacéo

celular, em que o péptido é imunogénico.

3. Uma composicdo de vacina compreendendo um
péptido da reivindicacdo 1 e facultativamente um veiculo,

excipiente e/ou adjuvante adequado.

4. Uma molécula de A&cido nucleico sintética
codificadora de um péptido de 100 aminodcidos ou menos
compreendendo uma sequéncia seleccionada entre SEQ ID NOS:
1 a 5, 7 a 13, 15 a 18 e 20 a 32 para deteccdao ou

monitorizacdo de disturbios de proliferacdo celular.

5. Um método de producdo de um anticorpo,
compreendendo o© método a imunizacdo de um mamifero néo
humano com um péptido da reivindicacdo 1 e recuperacdo dos
anticorpos gque se ligam ao referido péptido ou células

produtoras de anticorpos correspondentes.
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6. Um anticorpo, ou seu derivado, que se liga

especificamente a um péptido da reivindicacédo 1.

7. Um anticorpo, ou seu derivado, de acordo com
a reivindicacdo 6, em que o referido anticorpo é conjugado
com uma molécula, tal como um fArmaco, uma marca, uma

molécula téxica ou um isdtopo radiocactivo.

8. O anticorpo conjugado, ou seu derivado, da

reivindicacdo 7, para usar como medicamento ou reagente de

diagnéstico.

Lisboa, 12 de novembro de 2015



1/106

PE2468885

AR




2/106

PE2468885

B

w
58




3/106

PE2468885




4/106

PE2468885




5/106

PE2468885




PE2468885 6/106




7/106

PE2468885




8/106

PE2468885

RS

et

k2
K

TR
R A e

20 N LT U VT,

3z eanbig




9/106

PE2468885




10/106

PE2468885




11/106

PE2468885




12/106

PE2468885

Bt el i Ao

B R

£

2
i 8

LD




13/106

PE2468885




14/106

PE2468885




15/106

PE2468885




16/106

PE2468885




17/106

PE2468885




18/106

PE2468885




19/106

PE2468885




20/106

PE2468885




21/106

PE2468885

>

s



22/106

PE2468885




PE2468885 23/106




PE2468885 24/106




25/106

PE2468885




26/106

PE2468885




27/106

PE2468885




PE2468885 28/106




PE2468885 29/106




30/106

PE2468885

p-vp anbiz

f—




31/106

PE2468885




32/106

PE2468885

5 RLEE Wy SEESS TSN  mamn Bp RLGY W ammns OGARY



33/106

PE2468885

#

i

w2




34/106

PE2468885




35/106

PE2468885




36/106

PE2468885




37/106

PE2468885

BRGNS GARE B SN Choavs

BE WP WLGR WP DR BOAYS



38/106

PE2468885




39/106

PE2468885




40/106

PE2468885




41/106

PE2468885

(ogbenuriucn) op wenbig

cyrmm oy 818N .Mﬂw”\mwm&mw B DNTRRTEE DTN x B




42/106

PE2468885

5% ‘hengmy v OsTaRTRE B

LI B 5% = g e 5 0



43/106

PE2468885

: p,m

Groie b g % %&%&% Q\H&%&w @mﬁx




44/106

PE2468885




45/106

PE2468885




46/106

PE2468885




PE2468885 47/106

N

X : X X ;
X \&\:\‘\Q X X 3 S N RN \5\%\\\5
SHERE 3 3 R N

D
SRR
3

S
R




48/106

PE2468885

i

2

25

%

5%




49/106

PE2468885




50/106

PE2468885




51/106

PE2468885

Z

s
%

Vi

S
X

N

N

S




52/106

PE2468885




53/106

PE2468885

% % \“\\\\\
7 &\\.\\\»\ §




54/106

PE2468885

%

S
.




55/106

PE2468885

BopRs Theea

LRBOACOLAN B BaEeG OD BRL m&@




56/106

PE2468885

emy
o




57/106

PE2468885

ST SR

: o “a.i Kw g m‘

“ FEH N RN Hwﬁ#.,wuﬁ.,m ﬁ&ﬂ}nﬁmﬁ \WSMV L u&mu:,mﬁuw &&&w@,wﬂaﬂmug vt

..... e i R AL

(soopaesut » segletrep) EOpE3InEea :seodxodoxd Bp BIE@3 OP SETEUY



PE2468885 58/106




PE2468885

59/106

B B R R it

SRR SRR IR LSS

e S g Gt 2 St B o cndd 8 B 2 0 oo IR g O BB R ETS




PE2468885 60/106




61/106

PE2468885




PE2468885 62/106




63/106

PE2468885




64/106

PE2468885




65/106

PE2468885




66/106

PE2468885




PE2468885 67/106




68/106

PE2468885

Sl Oaa drado valm: d&?




69/106

PE2468885

Y

rrénaias

F

ro o de o




70/106

PE2468885

nw wﬁw?x@ﬁm&wﬁﬁﬁn 4& .



71/106

PE2468885




PE2468885 72/106




PE2468885 73/106




74/106

PE2468885




75/106

PE2468885




7/6/106

PE2468885

i

SLBLEL

!
Padich

%
G,

N BT A

Ay

EEAon




77/106

PE2468885




78/106

PE2468885




79/106

PE2468885

o
o




80/106

PE2468885




PE2468885 81/106




82/106

PE2468885




83/106

PE2468885




84/106

PE2468885




85/106

PE2468885

ey

e




86/106

PE2468885




87/106

PE2468885




88/106

PE2468885




89/106

PE2468885




PE2468885 90/106




91/106

PE2468885




92/106

PE2468885




93/106

PE2468885




94/106

PE2468885




95/106

PE2468885




96/106

PE2468885




PE2468885 97/106

iy

ttroes




98/106

PE2468885




99/106

PE2468885




100/106

PE2468885




101/106

PE2468885

gy BANBTY

A




PE2468885

102/106

Figura 18b



PE2468885 103/106




104/106

PE2468885




105/106

PE2468885

MLBBIAAIBNAARALY

@m&@&mw@w

By wanbrg




106/106

PE2468885

61 wanbrg

Qbservagio



PE2468885 -1 -

REFERENCIAS CITADAS NA DESCRIGAO

Esta lista de referéncias citadas pelo requerente & apenas para
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