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RESUMO 

Parmigiani RB. Caracterização de um novo antígeno tumoral: CTSP-1. São 

Paulo; 2005. [Tese de Doutorado-Fundação Antônio Prudente] 

A necessidade de identificar novos antígenos tumorais, que possam ser utilizados no 

tratamento e diagnóstico do câncer, tem levado ao desenvolvimento de técnicas 

eficientes para essa finalidade. Antígenos de diferentes categorias foram 

identificados e caracterizados e, entre eles, os antígenos cancer-testis ( C1) e os 

antígenos de diferenciação (CD) são os de maior importância clínica dado seu 

restrito padrão de expressão. Utilizando alinhamentos entre seqüências expressas e a 

seqüência do genoma humano, identificamos um novo gene localizado no 

cromossomo 21, denominado CTSP-1. Este gene apresenta alta similaridade com o 

antígeno tumoral NY-BR-1, o qual codifica um fator de transcrição tecido específico 

e é alvo potencial para imunoterapia de câncer. Para verificar se o gene CTSP-1 

realmente corresponde a um novo antígeno tumoral, nós realizamos a completa 

caracterização do mesmo. Através de diferentes técnicas obtivemos a seqüência 

completa do gene CTSP-1 e identificamos diferentes formas de poliadenilação e de 

splicing alternativas. Além disso, avaliamos o padrão de expressão do CTSP-1 em 

tecidos normais, linhagens celulares tumorais e amostras de tumores. O gene CTSP-1 

apresentou um padrão de expressão restrito, sendo expresso apenas em testículo 

dentre os tecidos normais, em diferentes linhagens celulares tumorais (9/22) e em 

diferentes tipos de tumores (7 4/178), o que condiz com o padrão de expressão dos 



antígenos Cancer-Testis. Posteriormente, a proteína CTSP-1 recombinante foi 

expressa em sistema heterólogo e utilizada na produção de anticorpo policlonal em 

camundongo. Este anticorpo foi utilizado em experimentos de immunoblotting e 

imunohistoquímica para a detecção da proteína CTSP-1 em testículo normal e 

amostras normais e tumorais pareadas de mama e próstata. Através de 

immunoblotting, uma banda específica de 22kDa foi identificada em extrato total de 

testículo normal, correspondente ao peso esperado da proteína CTSP-1. Através de 

imunohistoquímica, verificamos uma marcação preferencial em células germinativas 

e células de Leydig de testículo normal. Nos tecidos com amostras pareadas 

normal/tumor, apenas as amostras tumorais foram fortemente marcadas. A proteína 

CTSP-1 recombinante também foi utilizada na investigação de anticorpos específicos 

em plasma de pacientes com câncer. Aproximadamente 150 amostras foram 

analisadas, das quais 20% apresentaram resposta imune humoral contra a proteína 

CTSP-1. Em conjunto, estes resultados confirmam que o gene CTSP-1 é um novo 

antígeno tumoral da categoria dos antígenos Cancer-Testis, com expressão restrita a 

tumor e testículo e com alta imunogenicidade em pacientes com câncer. 



SUMMARY 

Parmigiani RB. [Characterization of a new tumor antigen: CTSP-1]. São Paulo; 

2005. [Tese de Doutorado-Fundação Antônio Prudente] 

The need to identify new tumor antigens to be used in cancer treatment and diagnosis 

has lead to the development of efficient techniques for this purpose. Antigens from 

different categories have been identified and characterized and, among those, the 

cancer-testis (CT) and the cancer differentiation (CD) antigens are of the greatest 

clinicai interest dueto their restricted expression partem. Using alignments between 

expressed sequences and the Human Genome Sequence, we identified a new gene 

located on chromosome 21, named CTSP-1. This gene has a high similarity to the 

tumor antigen NY-BR-1, which encodes for a tissue specific transcription factor and 

is a potential target for cancer immunotherapy. In order to verify ifthe CTSP-1 gene 

is really a new tumor antigen, we performed its complete characterization. Using 

different techniques, we were able to obtain the complete sequence of the CTSP-1 

gene and to identify different alternative polyadenilation and splicing forms. 

Moreover, we analyzed the CTSP-1 expression pattern in normal tissues, tumor cell 

lines and tumor samples. CTSP-1 showed a restricted expression pattern, being 

expressed only in testis among normal tissues, in different tumor celllines (9/22) and 

in different tumor types (7 4/178), which matches with the expression pattern o f 

Cancer-Testis antigens. Afterwards, the recombinant CTSP-1 protein was expressed 

in a heterologous system and used for the generation of polyclonal antibody in mice. 



This antiboby was used in immunoblotting and immunohistochemistry experiments 

for the detection of CTSP-1 protein in normal testis and paired normal and tumor 

samples from breast and prostate. Using immunoblotting, a 22kDa specific band was 

identified in testis total protein extract, corresponding to the expected molecular 

weight of the CTSP-1 protein. Using immunohistochemistry, we verified the 

preferential staining of germ cells and Leydig cells in normal testis. Among tissues 

with paired normal/tumor samples, only tumor samples were strongly stained. The 

CTSP-1 recombinant protein was also used in the search for specific antibodies in 

plasma from cancer patients. Approximately 150 samples were analyzed, of which 

20% showed a humoral immune response against the CTSP-1 protein. Taken 

together, these results confirm that the CTSP-1 gene is a new tumor antigen from the 

Cancer-Testis category, with restricted expression in testis and tumors and with high 

immunogenicity in cancer patients. 
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INTRODUÇÃO 



Introdução 2 

1 INTRODUÇÃO 

O câncer é uma das mais importantes causas de morbidade e mortalidade 

entre crianças e adultos, o que o torna um dos maiores problemas de saúde mundial. 

Segundo estimativas do Ministério da Saúde as neoplasias constituem a segunda 

maior causa de morte por doença no Brasil (Ministério da Saúde 2002). O Instituto 

Nacional de Câncer (INCA) estimou que, em 2003, ocorreram mais de 400.000 

novos casos e aproximadamente 127.000 óbitos por câncer em todo o país 

(Ministério da Saúde 2002). 

Uma característica marcante do câncer é o descontrole das vias que regulam a 

proliferação e a morte celular. Na maioria dos casos (95%), alterações genéticas em 

células somáticas que alteram o controle do ciclo celular representam o agente 

causal. Estas alterações levam ao aumento da capacidade proliferativa das células 

que, ao sofrerem alterações em suas propriedades adesivas, adquirem a habilidade de 

invasão dos tecidos adjacentes, bem como de formação de metástases (LODISH et 

al. 2000). 

Embora se saiba que existam inúmeros tipos de câncer, estudos têm mostrado 

a existência de importantes similaridades entre neoplasias aparentemente distintas. 

Sendo assim, HANAHAN e WEINBERG (2000) propuseram que as células 

transformadas devem adquirir seis alterações para o desenvolvimento e crescimento 

de um tumor (the hallmarks of cancer). São elas: 1) capacidade de crescimento 

autônomo; 2) insensibilidade a sinais inibitórios de crescimento; 3) evasão de sinais 

apoptóticos intrínsecos; 4) potencial proliferativo ilimitado; 5) capacidade de 
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promover angiogênese~ 6) competência para invasão tecidual e formação de 

metástases. Recentemente uma outra característica tem sido considerada como um 

outro ponto em comum entre todas as neoplasias: a capacidade da célula maligna de 

evadir as funções supressoras de tumor do sistema imune (SI) do organismo (DUNN 

et al. 2004). 

1.1 IMUNOLOGIA DE TUMORES- UM BREVE IDSTÓRICO 

O conceito de que o SI pode reconhecer e eliminar tumores primários em 

desenvolvimento, na ausência de intervenção terapêutica externa, existe há 

aproximadamente 100 anos (Ehrlich 1909, citado por DUNN et al. 2004). Porém, 

este conceito não pôde ser experimentalmente testado pois, na época em que foi 

proposto, pouco se sabia sobre as bases moleculares e celulares da imunologia. 

Somente em meados dos anos 50, com a produção dos camundongos 

singênicos (geneticamente idênticos), é que esta hipótese começou a ser 

experimentalmente testada. Assim, a existência de antígenos tumor-específicos foi 

estabelecida através de experimentos nos quais camundongos foram imunizados 

contra transplantes singênicos de tumores induzidos por carcinógenos químicos, 

vírus ou outro agente externo. Estes estudos indicaram a existência da 

imunovigilância, uma vez que se não houvessem alterações nas células tumorais que 

fossem reconhecidas pelo SI, não haveria imunovigilância (BURNET 1970; 

STUTMAN 1974). As moléculas alvo capazes de desencadear a resposta imune 

foram denominadas antígenos tumor-específicos. Deste modo, THOMAS (1959) e 

BURNET (1970) propuseram formalmente a hipótese da imunovigilância (The 
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cancer immunosurveillance hypothesis). Ambos acreditavam que os linfócitos eram 

responsáveis por eliminar continuamente células transformadas recém formadas. 

No entanto, contrariando todas expectativas, experimentos iniciais feitos em 

camundongos nude, o modelo experimental que melhor representava a 

imunodeficiência congênita naquela época, não forneceram nenhuma evidência de 

que esta hipótese fosse verdadeira (STUTMAN 1974 e 1979). Mais especificamente, 

os camundongos CBA/H nude não apresentaram uma maior incidência de tumores 

espontâneos ou quimicamente induzidos quando comparados aos animais controle 

(imunocompetentes ), e nem sequer apresentaram um período menor de latência antes 

do aparecimento do tumor. Estes resultados fizeram com que a hipótese da 

imunovigilância fosse abandonada durante muito tempo. 

Entretanto, hoje se sabe que existiam muitas falhas nestes experimentos as 

quais, naquele momento, não podiam ser previstas. Primeiro, o camundongo nude é 

reconhecido atualmente como um modelo imperfeito de imunodeficiência. Isto 

porque estes animais, mesmo possuindo um timo rudimentar, podem desenvolver 

algum grau de imunidade adquirida devido à produção de baixos, porém detectáveis, 

níveis de populações de células a~ T (HUNIG 1983; IKEHARA et ai. 1984; 

MALECKAR e SHERMAN 1987). Segundo, a existência das células NK (Natural 

Killer cells) ainda não havia sido estabelecida, sendo as mesmas presentes e 

funcionais nos camundongos nude, revelando assim, a presença de uma imunidade 

inata muito importante no combate às células transformadas (SMYTH et ai. 2002a). 

Desta forma, um resquício de imunidade adaptativa aliado a uma imunidade inata 

completamente funcional poderia fornecer ao camundongo nude alguma capacidade 

de imunovigilância. Por último, a linhagem de camundongo CBA/H é muito sensível 
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ao carcinógeno metil-colantreno (MCA), utilizado nestes experimentos, o que 

poderia mascarar qualquer tipo de proteção conferida pelo SI dos animais controle. 

Nos anos 90, dois achados muito importantes incitaram um novo interesse 

pelo processo de imunovigilância contra o câncer. Primeiro, foi demonstrado o efeito 

protetor do interferon-y (IFN-y) endógeno contra o crescimento de tumores 

transplantados e formação de tumores primários espontâneos ou quimicamente 

induzidos (DIGHE et al. 1994; KAPLAN et al. 1998; STREET et al. 2001 e 2002). 

Estes estudos foram feitos com a injeção de anticorpos neutralizantes anti-IFN-y em 

camundongos transplantados com tumores e em modelos experimentais de formação 

de tumores primários. Neste último caso, os camundongos insensíveis ao IFN-y 

mostraram-se de 1 O a 20 vezes mais sensíveis à formação de tumores induzidos por 

MCA do que os camundongos controle, nos quais a via de sinalização do IFN-y 

estava preservada (KAPLAN et al. 1998). 

O outro achado importante foi a observação de que camundongos C57BL/6 

que não continham o gene da perforina (perforina -/-) eram mais susceptíveis à 

formação de tumores induzidos por MCA (V AN DEN BROEK et al. 1996; SMYTH 

et al. 2000a e b ). A perforina é um componente dos grânulos citolíticos de linfócitos 

T citotóxicos e de células NK que desempenham um papel importante mediando a 

citotoxicidade dependente de linfócito (RUSSELL e LEY 2002). Além de tumores 

quimicamente induzidos, posteriormente verificou-se que os camundongos perforina 

-I- também apresentavam maior incidência de linfomas espontâneos quando 

comparados com os animais controle (SMYTH et al. 2000b). 

O trabalho que demonstrou definitivamente a existência de um processo de 

imunovigilância dependente de IFN-y e linfócitos foi baseado em experimentos com 
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camundongos que não continham os genes RAG-1 ou RAG-2 (recombinase 

activating gene). As enzimas codificadas por estes genes estão envolvidas no 

rearranjo de DNA e são expressas apenas nas linhagens celulares linfóides. Deste 

modo, os camundongos RAG-1-/- ou RAG-2-/- não conseguem fazer o rearranjo dos 

genes que codificam os receptores de antígeno dos linfócitos e, por isso, não 

possuem as células T, B e NKT (SHINKAI et ai. 1992). Uma vez que a expressão 

destes genes está restrita às células do SI, o uso destes camundongos fornece um 

modelo apropriado para o estudo dos efeitos da imunodeficiência do hospedeiro no 

desenvolvimento de tumores pois, diferentemente de outros modelos de 

imunodeficiência [como os camundongos SCID (Severe-combined 

Immunodeficiency) que não possuem a DNA-dependent protein kinase], a ausência 

destes genes não resulta na perda da capacidade de reparo do DNA em células não 

linfóides que poderiam estar em processo de transformação. 

Assim, pela primeira vez, os pesquisadores tiveram em mãos camundongos 

que podiam ser utilizados em experimentos de carcinogênese e cujos resultados 

poderiam ser corretamente interpretados. Após a injeção de MCA, camundongos 

RAG-2-/- desenvolveram sarcomas mais rapidamente e em maior freqüência que os 

animais tipo selvagem (SHANKARAN et ai. 2001 ). Além disso, estes camundongos 

também apresentaram uma maior incidência de tumores epiteliais espontâneos. 

Diferentes estudos que utilizaram outras linhagens singênicas de 

camundongos contendo disrupções em genes-alvo de componentes do SI (IL-12, 

cadeias ~ e õ do receptor TCR) ou mesmo que utilizaram anticorpos específicos 

contra os mesmos, forneceram resultados suficientes para comprovar o efeito 

protetor do SI do hospedeiro murino contra o desenvolvimento de tumores induzidos 
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e/ou espontâneos (DIGHE et al. 1994; KAPLAN et al. 1998; FALLARINO e 

GAJEWSKI 1999; KACHA et al. 2000). Mais do que isso, estes estudos também 

demonstraram o envolvimento de ambas as respostas imune, inata e adaptativa, na 

imunovigilância do câncer (GIRARDI et al. 2001; SMYTH et al. 2001). 

Todos estes estudos evidentemente só puderam ser feitos em modelos 

experimentais (essencialmente camundongos), sugerindo que em humanos também 

exista uma imunovigilância contra o câncer, a qual precisava ser comprovada. Os 

estudos tmc1a1s de pacientes transplantados que foram tratados com 

imunossupressores ou de indivíduos com imunodeficiência primária mostraram que 

os mesmos possuíam um risco relativo significativamente maior para o 

desenvolvimento de câncer quando comparados a indivíduos controle, indicando a 

existência de um mecanismo de imunovigilância em humanos (GATTI e GOOD 

1971). No entanto, este risco aumentado estava limitado basicamente a tumores de 

origem viral, como linfomas não-Hodgkin, sarcoma de Karposi e carcinomas ano­

geniturinários, associados respectivamente ao EBV (Epstein-Barr virus), HPV 

(Human papilloma virus) e herpes vírus 8 (PENN 1999). Cabe ressaltar que o 

aumento da susceptibilidade a infecções virais nestes pacientes não permite inferir de 

forma inequívoca o papel da deficiência imunológica no aumento da incidência de 

tumores. 

Evidentemente experimentos de transplante de tumor heterólogo, como são 

realizados em camundongos, não podem ser feitos em humanos. Sendo assim, 

diferentes técnicas foram desenvolvidas para a investigação in vitro da presença de 

resposta imune celular e humoral em pacientes com câncer (CAREY et al. 1976; 

KNUTH et al. 1984; V AN DER BRUGGEN et al. 1991; TRA VERSAR! et al. 1992; 
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SAHIN et ai. 1995). Técnicas como autologous typing e SEREX (Serologica/ 

Analysis of Recombinant cDNA Expression Libraries of Human Tumors with 

Autologous Serum) mostraram-se bastante eficientes na identificação da resposta 

anti-tumoral, através da utilização de soro e linfócitos de pacientes contra tumores 

autólogos. Além disso, a presença de linfócitos no interior de tumores tem se 

mostrado um bom indicador prognóstico (DUNN et al. 2004). 

Apesar destas evidências suportarem de maneira indireta a existência de um 

processo de imunovigilância funcional, indivíduos imunocompetentes desenvolvem 

câncer. Isto acontece porque existe uma falha no processo imunológico que favorece 

o crescimento de tumores com baixa imunogenicidade em indivíduos 

imunocompetentes. Uma vez que é alta a instabilidade genética nas células 

transformadas, alterações que favorecem o não reconhecimento destas células pelo SI 

são selecionadas e permitem o escape do tumor (ABBAS 2000). Considerando-se 

que estas alterações são positivamente selecionadas pelo SI, pode-se afirmar que o 

mesmo favorece o desenvolvimento de tumores menos imunogênicos que 

dificilmente serão eliminados. 

Sendo assim, acreditando neste duplo papel do SI, a hipótese de 

imunovigilância vem sendo reformulada. Originalmente esta hipótese preconizava 

que a imunovigilância contra o câncer fosse essencialmente uma função protetora 

exercida pela resposta imune adaptativa nos momentos iniciais da transformação 

celular. Entretanto, hoje sabe-se que ambas as respostas, inata e adaptativa, 

participam deste processo e servem não apenas para proteger o hospedeiro do 

desenvolvimento do tumor, mas também para "esculpir" ou editar a imunogenicidade 

dos tumores que eventualmente se formam. Assim, o uso do termo imunoedição do 
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câncer ( cancer immunoediting) tem sido proposto para melhor representar este duplo 

papel do SI (DUNN et al. 2002). 

1.2 A TEORIA DA IMUNOEDIÇÃO DO CÂNCER 

O processo de imunoedição do câncer pode ser dividido em 3 fases, 

denominadas "os três 'Es' da imunoedição": eliminação, equilíbrio e escape (DUNN 

et al. 2004). A fase de eliminação consiste no conceito original da imunovigilância e 

se a mesma for bem sucedida, ou seja, se a célula tumoral for eliminada, ela 

representa todo o processo de imunoedição sem que ocorra a progressão para as fases 

subseqüentes. Já na fase de equilíbrio, o SI do hospedeiro e as células tumorais que 

sobreviveram à fase de eliminação entram em um equilíbrio dinâmico no qual os 

componentes do SI exercem uma potente e contínua pressão seletiva sobre as células 

tumorais geneticamente instáveis e mutantes, suficiente para contê-las, porém não o 

bastante para eliminá-las completamente. Esta é a fase mais longa de todo o 

processo, podendo durar muitos anos. 

No final da fase de equilíbrio o que se encontra é uma nova população de 

clones tumorais com imunogenicidade reduzida, originada a partir de uma população 

heterogênea inicial que foi "esculpida" pelo SI. Assim, se inicia a fase de escape, na 

qual as variantes tumorais selecionadas na fase de equilíbrio crescem em um 

ambiente imunologicamente intacto. 

Toda célula tumoral possui múltiplos mecanismos de escape para fugir da 

ação integrada das respostas imune inata e adaptativa do SI já existentes contra os 

clones imunogênicos que lhe deram origem. Provavelmente, um dos mecanismos 
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mats importantes é a diminuição ou perda da expressão de moléculas de HLA 

(Human Leucocyte Antigen) classe I nas células tumorais, o que dificulta o seu 

reconhecimento pelos linfócitos T citotóxicos ( CTL = Cytolytic T Lymphocyte) 

(ABBAS 2000). Além disso, também pode haver diminuição da expressão de ~2-

microglobulina, ou ainda, de componentes da maquinaria de processamento de 

antígenos (CHEEVER et ai. 1995). 

Outro mecanismo de escape verificado em tumores é a perda da expressão de 

antígenos que desencadeiam resposta imune, a qual é mais freqüente em tumores de 

crescimento muito acelerado. Dada a alta taxa de mitose das células tumorais e sua 

instabilidade genética, mutações ou deleções de genes que codificam proteínas 

reconhecidas pelo SI são freqüentes. Se estas proteínas não forem necessárias para o 

crescimento do tumor ou para a manutenção do fenótipo transformado, esta perda 

pode representar uma vantagem para o crescimento das células proteína específica­

negativas. 

Além destes mecantsmos, pode-se citar também: a secreção de citocinas 

imunossupressoras pelo tumor (como TGF-~ e IL-10), o não reconhecimento das 

células tumorais pelos CTLs, devido à ausência de expressão de moléculas co­

estimulatórias (como B 7) ou de HLA classe 11 (necessárias para a ativação de 

linfócitos T Helper) e ainda, mecanismos de escape da destruição imunológica 

(como falhas na via de morte por apoptose e insensibilidade à ação do IFN-y). Estes 

mecanismos certamente permitem que as células tumorais escapem da fase de 

eliminação e de equilíbrio, sendo de fato encontrados em tumores (KHONG e 

RESTIFO 2002). 
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Deste modo, fica evidente que uma melhor compreensão do processo de 

imunoedição do câncer terá implicações importantes na imunoterapia de neoplasias. 

A possibilidade de explorar estas reações do SI, na tentativa de aumentá-las e assim 

eliminar o tumor ou mesmo impedir que o mesmo se desenvolva, tem se tomado o 

principal objetivo da imunologia de tumores. 

Sendo assim, a identificação de antígenos tumorais capazes de induzir 

resposta Imune em pacientes com câncer torna-se um importante passo para o 

desenvolvimento de vacinas e a aplicação da imunoterapia no tratamento de tumores. 

Neste sentido, um grande esforço tem sido feito na tentativa de identificar um grande 

número de antígenos que sejam freqüentemente encontrados em diferentes tipos de 

tumor. 

1.3 IDENTIFICAÇÃO DE ANTÍGENOS TUMORAIS 

Nos últimos anos, uma grande variedade de antígenos tumorais reconhecidos 

por linfócitos T e B, tem sido identificada (SAHIN et al. 1997). A identificação de 

tais antígenos iniciou-se na década de 60 com a análise de soro heteroimune, obtido a 

partir de coelhos e outros animais imunizados com tumores humanos. O desafio, 

geralmente não alcançado, era remover os anticorpos que reagiam contra antígenos 

de tecidos normais que diferiam entre as espécies. Mesmo com estas limitações, dois 

antígenos importantes foram identificados com esta metodologia: a alfa-fetoproteína 

(AFP) e o antígeno carcinoembrionário (CEA) (GOLD e FREEDMAN 1965). 

Pouco tempo depois, técnicas que envolviam aloanticorpos gerados em 

camundongos singênicos foram utilizadas na identificação de antígenos tumorais de 
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células linfóides malignas. Desta maneira, antígenos de diferenciação da superficie 

celular de linfócitos, tais como TL (thymus leukemia) e CD8, foram identificados 

(BOYSE e OLD 1969; OLD e STOCKERT 1977). Mesmo com o desenvolvimento 

da tecnologia de hibridomas e a produção de anticorpos monoclonais, que 

potencialmente poderiam ser a solução para a identificação de antígenos tumorais de 

superficie, a comprovação da existência de um real antígeno tumoral humano ainda 

não era tão fácil. Isto porque mesmo o antígeno tumoral com padrão de expressão 

mais restrito geralmente acabava sendo um antígeno de diferenciação, também 

presente no tecido normal. 

Na tentativa de solucionar estes problemas, uma técnica imunológica 

denominada autologous typing foi desenvolvida. O objetivo desta técnica era 

restringir a análise aos reagentes autólogos (células tumorais, soro e linfócitos do 

mesmo paciente) para eliminar a contribuição dos aloantígenos nas reações 

observadas. Para tanto, o cultivo de células tumorais era necessário, o que limitou 

esta análise a tipos de tumores que poderiam ser adaptados à cultura in vitro com 

maior facilidade, tais como: leucemia, linfomas, melanoma, tumor renal e cerebral 

(PFREUNDSCHUH et al. 1978; UEDA et al. 1979). Embora muito promissora, a 

técnica revelou que apenas uma pequena parte dos pacientes devenvolve anticorpos 

ou linfócitos T específicos para antígenos de superfície celular do tumor autólogo. 

Após o desenvolvimento de técnicas de clonagem gênica e sistemas de expressão, a 

caracterização dos alvos moleculares que estavam sendo reconhecidos pelas células 

T CD8 tornou-se mais fácil (TRA VERSAR! et al. 1992). Por outro lado, os baixos 

títulos de anticorpos encontrados nos pacientes muitas vezes eram insuficientes para 

a caracterização dos antígenos identificados. 
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Somente em meados da década de 90, com o desenvolvimento de uma técnica 

inovadora, a identificação de antígenos tumorais reconhecidos por anticorpos tornou­

se mais produtiva. A técnica, denominada SEREX, consiste em isolar antígenos 

tumorais que elicitam resposta imune com altos títulos de imunoglobulina G (IgG) 

em pacientes com câncer (SAHIN et ai. 1995). Para tal, é feita a biópsia do tumor, 

com posterior extração de RNA e síntese de cDNA (DNA complementar). Em 

seguida, este cDNA é clonado em vetor de expressão e a biblioteca resultante é 

rastreada com o soro do paciente em busca de clones reativos. Os clones positivos 

são seqüenciados e verifica-se se há similaridade com algum gene já descrito. 

Paralelamente, é feita também uma avaliação do padrão de expressão destes 

candidatos em tecidos normais e tumorais e, ainda, a medida da imunogenicidade dos 

mesmos, através da determinação da freqüência de anticorpos no soro de indivíduos 

sadios e de pacientes com o mesmo tipo de tumor. Logo no início do emprego da 

técnica, SAHIN et ai. (1997) identificaram os antígenos MAGE-A1 e tirosinase, dois 

antígenos originalmente identificados como indutores de resposta imune celular, 

indicando que existem antígenos tumorais que elicitam os dois tipos de resposta 

imune, celular e humoral. 

1.4 ANTÍGENOS TUMORAIS 

Pode-se definir os antígenos tumorais como sendo proteínas de restrito 

padrão de expressão e que, necessariamente, são reconhecidas pelo SI de pacientes 

com câncer. Baseando-se no reconhecimento específico das células tumorais por 

linfócitos T citotóxicos (KNUTH et ai. 1984) ou anticorpos autólogos (SAHIN et ai. 
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1995; OLD e CHEN 1998) de pacientes com câncer, um grande número de antígenos 

tumorais tem sido identificado, os quais podem ser classificados em 5 grupos: 

1. Antígenos cancer/testis ( Cl) os quais são expressos em diferentes tipos de 

tumores mas que estão silenciados em tecidos normais, exceto testículo. Ex: 

MAGE-A1, NY-ES0-1 e SSX-1 (V AN DER BRUGGEN et al. 1991; CHEN 

et al. 1997; GURE et al . 1997); 

2. Antígenos de diferenciação, expressos em tipos celulares específicos e em 

seus respectivos tumores. Ex: Melan A, gp 100 e Tirosinase de melanócitos 

(BRICHARD et al. 1993; KAW AKAMI et al. 1994); 

3. Antígenos codificados por genes mutados. Ex: p53, CDK4 e MUM-1 

(COULIE et al. 1995; WOLFEL et al. 1995; SCANLAN et al. 1998); 

4. Antígenos superexpressos em tecidos tumorais. Ex: HER2/neu, anidrase 

carbônica e eiF-4gamma (FISK et al. 1995; SAlllN et al. 1995; BRASS et al. 

1997); 

5. Antígenos virais. Ex: oncoproteínas de HPV e EBV (LENNETTE et al. 1995; 

TINDLE et al. 1996); 

Dentre estas classes, os antígenos com restrito padrão de expressão, tanto os 

antígenos CT quanto os antígenos de diferenciação, têm sido muito estudados por 

apresentarem grande potencial terapêutico. 

1.4.1 Antígenos de diferenciação (Cluster differentiation = CD) 

Os antígenos de diferenciação são antígenos que apresentam expressão em 

tipos celulares específicos ou em estágios específicos de diferenciação de um 

determinado tecido (RETTIG e OLD 1989). Outra característica destes antígenos é 
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que sua expressão geralmente é preservada nas células tumorais, o que os toma 

importantes marcadores no diagnóstico imunopatológico diferencial do câncer. Por 

exemplo, pode-se saber qual a origem de uma metástase através da expressão de um 

antígeno de diferenciação específico de um determinado tecido. Esta categoria de 

antígenos foi melhor estudada em linfócitos, sendo a maioria dos primeiros antígenos 

de diferenciação específica de linfócitos e outras células hematopoiéticas, como por 

exemplo CD4 e CD8 (CANTOR e BOYSE 1975; SHIKU et al. 1975). 

Estes antígenos também podem ser utilizados como alvo para imunoterapia 

específica, considerando-se que apenas o tecido normal do qual o tumor se originou 

será afetado. Este procedimento possui uma grande vantagem sobre a quimio e 

radioterapia, ambas completamente inespecíficas. Um bom exemplo é o anticorpo 

anti-CD20, que reconhece um antígeno de diferenciação de linfócito, o primeiro 

anticorpo monoclonal aprovado pelo Food and Drugs Administration (FDA) para 

imunoterapia de linfoma (GRILLO-LOPEZ et al. 1999). 

1.4.2 Antígenos Cancerltestis ( CT) 

A principal característica dos antígenos CT é a sua restrita expressão em 

testículo, dentre os tecidos normais, e em tumores de diferentes tipos histológicos 

(CHEN et al. 1998). Além disso, estes antígenos geralmente fazem parte de famílias 

gênicas e, curiosamente, muitos deles ( 60%) estão localizados no cromossomo X. 

Em termos evolutivos, famílias gênicas com organização exon/íntron semelhante, 

como as famílias MAGE e SSX, sugerem que os antígenos CT provavelmente 

tenham surgido por retrotransposição, conversão gênica ou duplicação gênica 

(SCANLAN et al. 2002a). 
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Existem exceções para alguns membros desta categoria que também são 

expressos em outros tecidos normais, no entanto, sempre em um nível mais baixo do 

que em testículo e nos tumores (LETHE et al. 1998). Após a identificação de vários 

membros desta categoria, sendo mais de 89 genes no total, algumas observações 

quanto à expressão dos mesmos puderam ser feitas. Primeiramente, a freqüência de 

expressão de um determinado antígeno CT é muito variável entre os diferentes tipos 

de tumor. O antígeno NY-ES0-1 e alguns membros da família MAGE são os que 

apresentam uma maior freqüência de expressão variando de 20 a 50% dos casos 

dependendo do tipo tumoral (SCANLAN et al. 2002a). Para os outros antígenos 

desta categoria essa freqüência é bem mais baixa, muitas vezes não ultrapassando 

10% das amostras. Considerando-se a origem tecidual do tumor, geralmente os 

melanomas têm a freqüência mais alta de expressão de um determinado antígeno CT, 

seguido por tumores de bexiga, pulmão, mama e próstata. Além disso, estima-se que 

mais de 95% das lesões metastáticas de melanoma expressem pelo menos um 

antígeno CT (ZENDMAN et al. 2003). 

Além disso, a expressão dos antígenos CT parece estar associada à progressão 

tumoral e a tumores com maior potencial de malignidade (SCANLAN et al. 2002a). 

Por exemplo, a expressão dos genes MAGE-1, 2, 3 e 4 foi detectada, 

respectivamente, em 16%, 41%, 3 6% e 11% dos casos de mel ano ma primário 

(n=100) e em 48%, 70%, 76% e 22% de melanomas metastáticos (n=145) 

(BRASSEUR et al. 1995). Do mesmo modo, a expressão do NY-ES0-1 foi detectada 

em 10% das amostras de melanoma primário (n=20) e em 47% das lesões 

metastáticas (n=32) (GOYDOS et al. 2001). 
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Por último, há uma tendência para que a expressão destes antígenos esteja 

agrupada, isto é, certos tumores apresentam expressão de múltiplos antígenos CT 

simultaneamente. Este "agrupamento" pode estar relacionado aos mecanismos de 

controle da expressão destes antígenos, principalmente mecanismos como a 

metilação de regiões promotoras e a deacetilação de histonas, nos quais o controle da 

expressão gênica não é restrito a apenas um gene, mas abrange vários genes 

localizados em uma determinada região genômica (SHICHIJO et al. 1996; WEISER 

et al. 2001). A constatação de que muitos destes genes estão localizados no 

cromossomo X e portanto, possivelmente próximos, fortalece esta hipótese. 

Nos estudos com imunohistoquímica (IHQ), nos quais pode-se detectar o 

padrão de expressão da proteína com anticorpos monoclonais, outra característica 

muito relevante destes antígenos pode ser observada. A expressão da proteína em um 

mesmo tumor é muito variável, podendo estar restrita a uma pequena quantidade de 

células, de maneira dispersa ou em pequenos focos celulares, mas também presente 

em todo o tumor (JUNGBLUTH et al. 2000; JUNGBLUTH et al. 2001a). Esta 

expressão heterogênea é bastante diferente do que se verifica para membros de outras 

categorias de antígenos, como os antígenos de diferenciação, os quais possuem 

expressão bastante homogênea. Esta heterogeneidade na expressão dos antígenos CT 

representa um grande obstáculo para o estabelecimento de uma imunoterapia 

eficiente para o tratamento do câncer. Mesmo assim, acredita-se que o 

desenvolvimento de vacinas polivalentes (contendo diferentes antígenos) seja uma 

alternativa razoável para contornar este obstáculo. 

O fato dos antígenos CT serem expressos apenas em tumores, gametas e 

trofoblastos sugere um mecanismo regulatório comum para estas células 
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(JUNGBLUTH et ai. 2001 b ). Além da regulação da expressão por processos como a 

metilação, tem se postulado que a expressão dos antígenos CT em tumores possa ser 

conseqüência da indução de um programa gametogênico no câncer (OLD 2001). 

Sustentando esta hipótese, existem inúmeras características compartilhadas entre as 

células tumorais e as gametogênicas, tais como: (a) imortalização; (b) capacidade de 

invasão; (c) crescimento independente de adesão; ( d) capacidade de promover 

angiogênese; (e) hipometilação genômica; e (f) baixa expressão de moléculas de 

HLA. 

Pouco se sabe sobre a função da maioria dos antígenos CT, com exceção do 

SCP-1, OY-TES-1 e CT15/Fertilina-~. O SCP-1 faz parte do complexo sinaptoneal, 

envolvido no pareamento dos cromossomos homólogos durante a meiose 

(MEUWISSEN et al. 1992). O CT 15 é um membro da família das proteínas ADAM 

(A Desintegrin and Metalloproteinase protein), que são proteases e/ou moléculas de 

adesão de superficie celular (VIDAEUS et al. 1997). Neste caso, o CT15 está 

envolvido na interação entre o óvulo e o espermatozóide, via ligação à integrina 06~1 -

Já o OY-TES-1 é o precursor da proteína sp32, envolvida no empacotamento da 

acrosina na cabeça do espermatozóide (BABA et al. 2001). Fora estes antígenos CT, 

os outros só possuem função associada a domínios protéicos conhecidos, encontrados 

em suas seqüências de aminoácidos. Além disso, estudos funcionais têm sido feitos 

com membros da família MAGE que são ubiquamente expressos, como por exemplo 

a necdina e o MAGE-D 1 (SALEHI et al. 2000; MATSUMOTO et al. 2001 ). Os 

resultados destes trabalhos sugerem que certos membros da família MAGE estejam 

envolvidos no controle do ciclo celular e apoptose, funções importantes no processo 
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de formação e desenvolvimento do câncer (TANIURA et ai. 1999; JORDAN et al. 

2001). 

Independentemente de suas funções, dado seu padrão de expressão restrito às 

espermatogônias, os antígenos CT tomam-se um alvo ideal para imunoterapia do 

câncer. Isto porque as células do testículo não expressam moléculas de HLA classe I 

e, portanto, não apresentam antígenos para os CTLs (FISZER e KURPISZ 1998). Tal 

característica somada ao bloqueio fisico imposto pela barreira hemato-testicular, que 

impede a passagem de anticorpos para o testículo, toma o mesmo um tecido 

imunologicamente protegido (DE WIT et ai. 2002). Assim, a princípio, vacinas que 

tenham como alvo estes antígenos não devem reagir com a proteína expressa no 

testículo, garantindo, pelo menos aparentemente, que apenas as células tumorais 

sejam destruídas. 

Com base nestes dados, diferentes ensaios clínicos têm sido realizados, nos 

quais antígenos CT são utilizados como alvo para o desencadeamento da resposta 

imune anti-tumoral. Merecem destaque os antígenos NY -ES0-1 e MAGE-3 

normalmente utilizados em ensaios clínicos de pacientes com melanoma avançado. 

Diferentes abordagens terapêuticas têm sido utilizadas, dentre as quais destacam-se: 

vacinação com peptídeos antigênicos ou com a proteína recombinante, transferência 

de células T ativadas in vitro e transferência de células dendríticas "pulsadas" com o 

antígeno de interesse (NESTLE et ai. 1998; ROSENBERG et ai. 1998; COULIE et 

ai. 2002; DUDLEY et ai. 2002). 

Alguns destes trabalhos mostraram pacientes que, além da ativação do SI, 

também apresentaram regressão tumoral associada à resposta clínica (MUKHERJI et 

ai. 1995; TITZER et ai. 2000; LONCHAY et ai. 2004). Deste modo, estes resultados 
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confirmam o potencial terapêutico destes antígenos e motivam a realização de novos 

trabalhos que tenham como objetivo a identificação dos mesmos. 

1.5 TÉCNICAS NÃO IMUNOLÓGICAS UTILIZADAS NA 

IDENTIFICAÇÃO DE NOVOS ANTÍGENOS CT 

Dada a restrita expressão dos antígenos CT a testículo normal e tumores, uma 

busca alternativa por novos antígenos desta categoria tem sido utilizada através de 

técnicas de bancada e computacionais que permitem avaliar o padrão de expressão 

gênica em larga escala. 

Técnicas de bancada capazes de avaliar a expressão diferencial de transcritos, 

como, por exemplo, RDA (Representational Dif.ference Analysis), dif.ferential display 

e cDNA oligonucleotide array, estão sendo utilizadas e têm gerado bons resultados. 

Entretanto, técnicas complementares, tais como RT-PCR (Reverse Transcriptase -

Polimerase Chain Reaction) e Northern-blot são necessárias para a confirmação do 

padrão de expressão dos genes encontrados. Com a aplicação destas técnicas, alguns 

antígenos CT foram identificados, tais como LAGE-1, CTp11 e MMA-1A (LETHE 

et al. 1998; ZENDMAN et al. 1999; DE WIT et al. 2002). 

Dada a grande quantidade de informação gerada pela produção de ESTs 

(Expressed Sequence Tags), hoje é possível utilizar os dados de bioinformática para 

avaliar o padrão de expressão de um determinado gene. ESTs são seqüências parciais 

de transcritos provenientes de uma biblioteca de cDNA construída a partir de um 

determinado tecido. Desta maneira, em um banco de dados contendo seqüências de 

diferentes bibliotecas, um mesmo gene pode estar representado por várias ESTs. 



Introdução 2 1 

Conhecendo a origem tecidual das ESTs, é possível prever o padrão de expressão de 

um determinado gene. Desta forma, a seleção de genes que possuem apenas ESTs de 

testículo normal e de qualquer tipo de tumor revelaria candidatos a novos antígenos 

CT. Devido às limitações inerentes à biologia computacional, tais como o número 

insuficiente de ESTs de diferentes tecidos, problemas de clusterização e de anotação 

de bibliotecas de cDNA, a confirmação do padrão de expressão por técnicas de 

bancada é necessária para a validação dos candidatos. Utilizando esta abordagem, 

alguns antígenos foram identificados, como CT9, CT15, CT16 e CT17 (SCANLAN 

et al. 2002a e b ). 

Além dos dados de ESTs, outra fonte de informação que também pode ser 

utilizada para a identificação de novos antígenos CT são as bibliotecas de SAGE 

(Serial Analysis of Gene Expression). Esta técnica permite a avaliação da expressão 

gênica através da identificação de uma etiqueta (tag) em cada transcrito. A tag 

corresponde a uma seqüência de 1 O nucleotídeos adjacente ao último sítio de 

restrição da enzima Nlalll (CATG) (VELCULESCU et al. 1995). Os dados 

produzidos através desta técnica apresentam-se como uma lista de tags 

correspondentes aos diferentes transcritos que são expressos no tecido em estudo. O 

nível de expressão de cada transcrito está diretamente associado ao número de vezes 

que sua tag específica é identificada em uma determinada biblioteca. Para a 

identificação de antígenos CT, pode-se procurar transcritos cujas tags estejam 

presentes apenas em bibliotecas de testículo normal e de tumores. Com o uso desta 

abordagem, DONG et al. (2003) identificaram 2 novos antígenos CT, que 

inicialmente estavam descritos como genes de expressão restrita a testículo. 
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Após a descoberta de que a maioria dos antígenos CT faz parte de famílias 

gênicas e dada a disponibilidade da seqüência do genoma humano, outra abordagem 

pôde ser empregada: a busca de novos candidatos por similaridade de seqüências. 

Assim, utilizando-se a seqüência de um antígeno já conhecido como "sonda", é 

possível fazer uma busca em todo o genoma, procurando regiões de alta similaridade. 

Assim como os dados de ESTs, estes resultados precisam ser confirmados 

experimentalmente. Primeiramente é necessário demonstrar que a região encontrada 

é transcrita e, portanto, um novo gene. Em seguida, é necessário avaliar o padrão dJ 

expressão do transcrito em diferentes tecidos, pois alguns membros da categoria dos 

antígenos CT, como por exemplo NY-ES0-1 e MAGE-A1, possuem genes parálogos 

com expressão ubíqua em tecidos normais (NY-ES0-3, e MAGE-D 

respectivamente) (LUCAS et al. 1999; ALPEN et al. 2002). 

Embora muito úteis e promissoras na identificação de novos antígenos CT, 

nenhuma destas técnicas não imunológicas comprova que de fato os genes 

identificados sejam antígenos tumorais. Mesmo apresentando um restrito padrão de 

expressão, como esperado para um antígeno tumoral, os candidatos só poderão ser 

considerados como novos antígenos CT após a identificação de resposta imune 

específica contra os mesmos em pacientes com câncer. 

1.6 BANCO DE DADOS DO TRANSCRIPTOMA HUMANO E 

IDENTIFICAÇÃO DE NOVOS GENES NO CROMOSSOMO 21 

O projeto Transcript Finishing Initiative iniciado em fevereiro de 2001 teve 

como objetivo a identificação de novos genes através do alinhamento entre 
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seqüências expressas [ESTs, Open Reading Frame ESTs (ORESTES) e seqüências 

completas de mRNAs] e a seqüência do genoma humano (SOGAY AR et ai. 2004) 

(artigo em Anexo). Todos os dados utilizados neste projeto foram armazenados em 

um banco de dados relaciona! do Laboratório de Biologia Computacional do Instituto 

Ludwig de São Paulo. Além disso, foram geradas etiquetas 3' através dos 

cromatogramas de ESTs fornecidos pela Washington University. Estas etiquetas 

também foram mapeadas na seqüência genômica e serviram como âncoras na 

delimitação entre os genes e na orientação dos transcritos. 

Em colaboração com um grupo da Universidade de Genebra-Suíça, o banco 

do transcriptoma foi utilizado na identificação de 23 novos genes localizados no 

cromossomo 21 (REYMOND et ai. 2002) (artigo em Anexo). A confirmação da 

existência de tais genes, a obtenção da seqüência completa, caracterização do padrão 

de expressão dos mesmos e a presença de genes ortólogos em camundongo, foram 

realizadas neste trabalho. 

Um dos novos genes identificados neste trabalho, denominado C2lorf99 

(AF427490), apresentou um padrão de expressão bastante restrito, sendo 

abundantemente expresso apenas em testículo dentre 22 tecidos normais analisados. 

Além disso, este gene revelou uma alta similaridade (87%) com os genes NY-BR-1 e 

NY-BR-1.1 . O NY-BR-1 é um antígeno de diferenciação tumoral, o que nos chamou 

a atenção para a possibilidade de termos encontrado um terceiro membro desta 

família gênica. 
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1.7 O ANTÍGENO NY-BR-1 

J AGER et al. (200 1) utilizaram a técnica de SEREX com o objetivo de 

identificar novos antígenos de câncer de mama. Dentre os candidatos isolados, um 

novo gene denominado NY-BR-1 foi identificado (AF269087). Este gene está 

localizado no cromossomo 1 O, organizado em 3 7 exons e possui uma região 

codificadora de 4125 pares de base (pb). A análise da seqüência de aminoácidos 

mostrou a presença de diferentes domínios protéicos: (a) sinal de localização nuclear; 

(b) cinco repetições anquirina; e (c) sítio de ligação ao DNA seguido de um leucine 

zipper motif (sugerindo se tratar de um fator de transcrição). Além disso, foram 

identificados três elementos repetitivos com função desconhecida. Formas de 

splicing alternativo também foram encontradas, mas sem modificar a fase de leitura 

ou afetar os domínios protéicos. 

O padrão de expressão gênica do NY-BR-1 foi verificado por RT-PCR e, 

dentre vários tecidos normais, o gene apresentou-se fortemente expresso apenas em 

mama e testículo. Em amostras tumorais, a expressão do antígeno pôde ser 

identificada em 21 das 25 (84%) amostras de tumor de mama e, dentre 82 amostras 

de outros tipos de tumor, apenas 2 amostras de melanoma apresentaram alguma 

expressão do transcrito. Devido ao seu restrito padrão de expressão, o NY-BR-1 

pôde ser classificado como um antígeno de diferenciação de mama. No mesmo 

trabalho, foi identificado um outro gene, com alta similaridade com o gene descrito, 

sendo denominado NY-BR-1.1 (AF269088). Entretanto, este outro gene que está 

localizado no cromossomo 9 apresentou padrão de expressão bastante diferente. Por 
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ser expresso em vários tecidos normais, o NY-BR-1.1 não foi considerado um 

antígeno de diferenciação. 

Devido à grande importância desta categoria de antígenos tumorais, a 

identificação do C21orf99 que possui alta similaridade com o NY-BR-1 e o NY-BR-

1.1 nos chamou bastante atenção. Assim, este projeto teve como objetivo a 

caracterização completa deste novo gene, agora denominado CTSP-1. Para tanto, foi 

necessário avaliar seu padrão de expressão em amostras normais e tumorais, bem 

como obter sua seqüência completa. Além disso, também foi feita a expressão da 

proteína recombinante para a produção de anticorpo policlonal em camundongo. 

Posteriormente, este anticorpo foi utilizado em experimentos de imunohistoquímica e 

immunoblotting para a identificação e avaliação da expressão da proteína CTSP-1 em 

tecidos humanos. Por último, foi feita a avaliação da presença de resposta imune 

anti-CTSP-1, através da identificação de anticorpos específicos em plasma de 

pacientes com câncer. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO PRINCIPAL 

• Caracterização do gene CTSP-1 como um novo antígeno tumoral. 

2.2 OBJETIVOS SECUNDÁRIOS 

• Obtenção da seqüência completa do gene CTSP-1; 

• Avaliação do seu padrão de expressão em diferentes tecidos normais, 

linhagens celulares tumorais e amostras de tumores provenientes de 

diferentes tecidos; 

• Verificação da existência de transcritos alternativos para o gene CTSP-1 e 

determinação dos respectivos padrões de expressão nos mesmos tecidos 

citados anteriormente; 

• Expressão e purificação da proteína recombinante CTSP-1 em sistema 

heterólogo (E. co/i); 

• Produção de anticorpo policlonal contra a proteína recombinante CTSP-1 em 

camundongos; 

• Detecção da proteína CTSP-1 por immunoblotting; 

• Avaliação do padrão de expressão da proteína CTSP-1 em diferentes tecidos 

normais e tumorais através da técnica de imunohistoquímica; 

• Avaliação da presença de anticorpos específicos contra a proteína CTSP-1 em 

plasma de pacientes com diferentes tipos de câncer. 



MATERIAL E MÉTODOS 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 OBTENÇÃO DA SEQÜÊNCIA COMPLETA DO GENE CTSP-1 

3.1.1 Seqüenciamento completo de clones de cDNA 

A estratégia inicial utilizada foi o seqüenciamento completo de clones de 

cDNA correspondentes às ESTs utilizadas para a identificação de novos genes 

localizados no cromossomo 21. Para tanto, tais clones foram escolhidos através de 

ferramentas de buscas disponibilizadas na internet 

(http://www.rzpd.de/dist/htmVclones). Posteriormente, os clones foram solicitados ao 

RZPD (Resource Center German Human Genome Project) e completamente 

seqüenciados. Inicialmente os insertos foram seqüenciados com primers que alinham 

no vetor (T7: 5' TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA GA 3' e T3: 5' AAT TAA 

CCC TCA CT A AAG GGA GA 3 ') e, quando necessário, foram desenhados primers 

internos e específicos para cada inserto. 

3.1.2 Alinhamento dos Genes Parálogos seguido de RT-PCR 

Através do alinhamento das seqüências dos genes NY-BR-1 e NY-BR-1.1 

com a seqüência do clone genômico do cromossomo 21 no qual o CTSP-1 está 

localizado regiões de alta similaridade puderam ser identificadas. Estes alinhamentos 

foram feitos através do programa BLAST. Desta maneira, foram identificadas regiões 

de alta similaridade que não estavam cobertas pela seqüência obtida a partir dos 

clones de cDNA e que, possivelmente, faziam parte do gene CTSP-1. Para a 
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validação das mesmas, foram feitas RT-PCRs com 2 pares de primers, que cobriam 

as regiões de alta similaridade. 

As regiões escolhidas para a construção dos primers foram as regiões que 

apresentaram alta similaridade com os dois genes. No entanto, devido à alta 

similaridade existente entre os genes, os primers foram construídos de forma que a 

extremidade 3' dos mesmos conferisse especificidade ao gene localizado no 

cromossomo 21 (Figura 1). Além disso, os pares de primers foram desenhados de 

maneira que os fragmentos obtidos apresentassem uma região de sobreposição, 

facilitando assim a montagem das seqüências. Assim, foram desenhados os seguintes 

pares de primers: CTSP-Fl: 5' ATA TCT AAA AAT TCT CAA AAT AG 3'; 

CTSP-Rl: 5' GCT TTC CCC AAA CAT TGA AC 3'; CTSP-F2: 5' AAG ACT 

GAA TGA GTG GCA G 3'; CTSP-R2: 5' CTG ATT CAA ATT ACT TCT TAC 

AG3'. 

Seqüência genômica 
do crom 21 

NY-BR-1 

NY- BR-1.1 

5' primer 3' 
actctgttccatgtaaaggctttgaatggaagaatgaac 
11111111111 11111 111 1111 1111111 111 
actctgttccaaataaaggcttagaatcgaagaataaac 
111111111111111111 111 1111 1111111 111 
actctgttccaaataaagcctttgaattgaagaatgaac 

Legenda: A construção foi baseada no alinhamento entre a seqüência genômica do cromossomo 21 e 
os genes NY-BR-1 e NY-BR-1.1, sendo o nucleotideo da extremidade 3' específico para a seqüência 
genômica do cromossomo 21. 

Figura 1 - Representação da construção dos primers utilizados nas RT-PCRs do gene 
CTSP-1. 

Para o fragmento esperado na RT-PCR com o pnmetro par de primers 

(CTSP-Fl e CTSP-Rl), foi necessário a construção de primers mais internos para a 
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realização de Nested-PCR, devido à dificuldade de amplificação do mesmo. Assim, 

foram construídos os seguintes primers: CTSP-FlN: 5' TGA AAG CTT GGT GGA 

AAG 3' e CTSP-RlN: 5' GTT CCT TCT TCC AAA ACT TC 3' 

3.1.2.1 RT-PCR 

Para a síntese de cDNA foram utilizados 2~g de RNA total de testículo 

normal e ainda: 0,025~g/~l oligo dT, 0,5mM dNTPs, em 12~1 de reação. Esta 

solução foi incubada a 65°C durante 5 minutos e armazenada em gelo. Em seguida, 

foram adicionados lX First strand buffer, O,OlM DTT, 200U de RNAse out-inhibitor 

(1nvitrogen~ e 40U de SuperScript 11 (1nvitrogen~, em volume final de 20~1. A 

reação seguiu-se com incubação a 42°C por 1 hora e depois a 70°C por 15 minutos 

para inativação da enzima. 

Antes do cDNA ser utilizado na PCR de interesse, foi realizado um teste para 

avaliar a qualidade do mesmo, no qual fez-se uma PCR utilizando-se primers 

específicos para os exons 6 e 7 do gene GAPDH (gliceraldeído desidrogenase ): 

GAPDH-F: 5' CTG CAC CAC CAA CTG CTT A 3' e GAPDH-R: 5' CAT GAC 

GGC AGG TCA GGT C 3 '. Esta reação foi feita nas seguintes condições: 0,5~1 de 

cDNA, l,OmM MgCh, O,lmM dNTPs, 0,4!1M de cada primer e lU de Taq DNA 

polimerase (1nvitrogen~, em tampão apropriado e volume final de 20~1. A 

amplificação foi iniciada com desnaturação a 94°C por 5 minutos, seguida de 22 

ciclos de: 1 minuto a 94°C, 45 segundos a 60°C e 1 minuto a 72°C, e extensão final 

de 1 O minutos a 72°C. 

Em seguida, a PCR para o CTSP-1 foi feita utilizando-se 1~1 de cDNA, lmM 

MgCh, O,lmM dNTPs, 0,5!1M de cadaprimer (CTSP-Fl e CTSP-Rl ou CTSP-F2 

- ,~~;r.;rr~ 
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e CTSP-R2) e lU de Taq DNA polimerase (Invitrogen~, em tampão apropriado e 

volume final de 25~1. A reação iniciou-se com desnaturação a 94°C por 5 minutos, 

seguida de 40 ciclos de: 1 minuto a 94°C, 45 segundos a 60°C e 1 minuto a 72°C, e 

extensão final de 10 minutos a 72°C. Na reação de Nested-PCR foram utilizados os 

primers citados anteriormente (CTSP-FlN e CTSP-RlN) e, ao invés de cDNA, foi 

utilizado como molde lf.!l do produto da reação inicial. Ao final, os produtos de 

amplificação foram visualizados em gel de 8% poliacrilamida, corado com prata 

(SANGUINETTI et al. 1994). 

3.1.2.2 Clonagem e Seqüenciamento 

Após a amplificação dos fragmentos desejados, estes foram clonados no vetor 

PCR® 2.1, utilizando-se o TA cloning kit (Invitrogen®), seguindo-se as instruções do 

fabricante. A presença de inserto foi verificada através de PCR direto da colônia, 

comprimers específicos do vetor: Forward: 5' CGC CAG GGT TTT CCC AGT 

CAC GAC 3' e Reverse: 5' TCA CAC AGG AAA CAG CT A TGA C 3' . 

As condições de PCR foram as mesmas utilizadas na amplificação do gene 

CTSP-1, entretanto com 30 ciclos de amplificação. O seqüenciamento foi feito a 

partir do produto desta reação, utilizando-se o ET-Terminator kit (Amersham®) em 

seqüenciador automático ABI 3100 (Applied Biosystems®), segundo especificações 

do fornecedor. Após o seqüenciamento, foi feita uma montagem das seqüências com 

o programa PhredPhrapConsed (GORDON et al. 1998). Para a confirmação da 

especificidade da amplificação obtida, a seqüência consenso final foi alinhada contra 

a seqüência genômica humana através da ferramenta BLAST. 
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3.1.3 RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) 

A técnica de RACE permite a amplificação das extremidades 5' ou 3' de 

seqüências transcritas e também foi utilizada na obtenção da seqüência completa do 

CTSP-1. Para tanto, foi utilizado o Marathon™ Amplification cDNA kit (Clontech®) 

que contém bibliotecas de cDNA fita dupla ligado a adaptadores em ambas 

extremidades. Primeiramente, foi feita uma PCR com o primer do adaptador e o 

primer específico do transcrito de interesse (CTSP-1). A reação foi feita nas 

seguintes condições: 5J.ll de cDNA, 0,2mM dNTPs, 0,2f..1M de cada primer e 1 U de 

Advantage Taq DNA polimerase (Clontech®), em tampão apropriado. A reação 

iniciou-se com desnaturação a 94°C por 1 minuto, seguida de 5 ciclos de: 5 segundos 

a 94°C e 4 minutos a 70°C, 5 ciclos de 5 segundos a 94°C e 4 minutos a 68°C e, por 

último, 25 ciclos de 5 segundos a 94°C, 30 segundos a 65°C e 4 minutos a 68°C. Em 

seguida, foi feita uma reação de Nested-PCR, na qual foi utilizada 1 f.ll da primeira 

reação como molde, nas mesmas condições, mas com primers internos aos utilizados 

na primeira, tanto para o adaptador quanto para a seqüência de interesse. Os primers 

específicos para o CTSP-1, direcionados para a extremidade 3', foram: SP-RACE3: 

5' CCA TGG CTC ACA CCT GTA ATC TCA TCA C 3' e SP-RACE3N: 5' CCA 

AGG CGG GCA GAT CAT GAC 3'. 

Após a amplificação, os produtos foram clonados e seqüenciados como 

descrito anteriormente. Novamente, foi feita a montagem destas seqüências com o 

programa PhredPhrapConsed e a seqüência consenso foi alinhada contra a seqüência 

genômica humana através da ferramenta BLAST 
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3.2 A V ALIAÇÃO DA EXISTÊNCIA DE POLIADENILAÇÃO 

ALTERNATIVA 

Esta avaliação foi feita através de Northern-blot e devido à necessidade de 

uma grande quantidade de RNA e à falta de material suficiente para a extração do 

mesmo, foi realizada a amplificação in vitro de RNA mensageiro. A amplificação foi 

feita seguindo-se o protocolo descrito por W ANG et al. (2003), com algumas 

modificações. Para a reação inicial, de síntese da primeira fita de cDNA, foram 

utilizados 3~g de RNA total de testículo normal, 0,025~g/~l de oligo dT-T7primer 

(5' AAA CGA CGG CCA GTG AAT TGT AAT ACG ACT CAC TAT AGG CGC 

TTT TTT TTT TTT TTT 3'), O,OIM DTT, em 9~1 de volume inicial de reação. Esta 

solução foi incubada a 65°C durante 5 minutos e armazenada em gelo. Em seguida, 

foram adicionados IX First strand buffer, ImM dNTPs, 200U de RNAse out 

(1nvitrogen~, 0,05~g/~l TS primer (5' AAG CAG TGG TAA CAA CGC AGA GTA 

CGC GGG 3 ') e 40U de SuperScript 11 (1nvitrogen~. A reação segu1u-se com 

incubação a 42° C por 2 horas e denaturação a 70° C por I5 minutos. 

A síntese da segunda fita foi feita adicionando-se ao produto da primeira 

reação, IX Advantage cDNA polimerase Mix (BD Biosciences~, 2U de RNAse H 

(1nvitrogen~ e 0,2mM dNTP, em tampão apropriado e em volume final de I50~1. A 

reação iniciou-se com a digestão do mRN A a 3 7°C por I O minutos, seguindo-se com 

denaturação a 94°C por 2 minutos, ligação dos primers a 65°C por 2 minutos e 

extensão a 75°C por 30 minutos. A reação foi inativada com 7,5~1 da solução IM 

NaOH e 2mM EDTA e incubação a 65°C por I O minutos. 



Material e Métodos 35 

Finalmente, o cDNA dupla fita foi submetido a uma extração por 

fenol/clorofórmio. A solução aquosa resultante foi transferida para coluna Microcon­

YM30 (Millipore~ e centrifugada a 7000xg por 6 minutos a temperatura ambiente. 

A coluna foi lavada 3 vezes com 400!-11 de água DEPC (Dietil-pirocarbonato) e, ao 

final, a mesma foi transferida para um tubo novo e invertida, seguindo-se com 

centrifugação a I OOOxg por 3 minutos. Ao final, o volume restante foi ajustado a 

201-11 em Speed Vac. 

Todo o cDNA obtido foi utilizado na transcrição in vitro, ao qual foram 

adicionados 7,5mM rNTP, IX React Bu.ffer e 5!-11 de Enxime Mix (RNA polimerase, 

Recombinant RNasin ribonuclease inhibitor e Yeast Inorganic Pyrophosphstase -

RiboMAXTM Large Scale) (Promega~, em 50!-il de reação. A transcrição foi feita a 

37°C por 6 horas. Para a purificação do mRNA, foi utilizado o reagente Trizol 

(Invitrogen~, seguindo-se as recomendações do fabricante. Ao final, o mRNA foi 

ressuspendido em água DEPC e dosado em espectrofotômetro. 

Para a realização do Northern-blot foi utilizado todo o mRNA amplificado de 

testículo normal (aproximadamente 6Jlg). Inicialmente, o gel de agarose foi 

preparado dissolvendo-se Ig de agarose (Invitrogen~ em 87ml de água DEPC e 

incubado a 55°C em banho maria. Em seguida, foram adicionados IOml de IOX 

MOPS [0,2M MOPS (Ácido 3-N-morfolino-propanosulfônico), 50mM Acetato de 

Sódio, IOmM EDTA, pH 7,0) e 5,1ml de Formaldeído saturado com Carbonato de 

Cálcio. 

O mRNA amplificado foi concentrado em 51-11 de água DEPC para aplicação 

no gel, sendo adicionado ao mesmo 251-11 de tampão de amostra (50% F ormamida 

deionizada, IX MOPS, 6% Formaldeído, 6% Glicerol e traços de Azul de 
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Bromofenol). Este volume final foi incubado a 65°C por 15 minutos para 

denaturação do mRNA e posteriormente armazenado em gelo. Antes da aplicação no 

gel, foi adicionado à amostra lJ.!l de Brometo de Etídio (1mg/ml). 

O gel foi submetido à eletroforese em tampão IX MOPS, sob a voltagem 

constante de 60V, por aproximadamente 6 horas. Após a corrida o gel foi lavado 2 

vezes em 10X SSC (1,5M NaCl e 0,15M Citrato de Sódio, pH 7,0) durante 20 

minutos para a remoção do Formaldeído. Ao final, o gel foi colocado para 

tranferência em ponte contendo tampão 1 OX SSC, durante 16 horas. Para a 

imobilização do mRNA foi utilizada membrana de nylon (Hybon~. Após a 

transferência, a membrana foi lavada em tampão apropriado (2X SSC: 0,6M NaCl e 

60mM Citrato de Sódio, pH 7,0) e, em seguida, foi feito o cross-link em luz 

ultravioleta (UV) (120mJ/cm2). 

Foi utilizado como sonda um produto de RT-PCR, previamente seqüenciado, 

que reconhece as 3 formas de poliadenilação do gene CTSP-1 (Figura 8D). A sonda 

foi marcada com fósforo radioativo através da incorporação de nucleotídeos [a-

32P]dCTP (Amersham~. A marcação foi feita com Random Primers DNA Labeling 

System (Invitrogen®), seguindo as instruções do fabricante. Depois de marcada, a 

sonda foi purificada em coluna de Sepharose 50 (Invitrogen~ para a eliminação dos 

nucleotídeos não incorporados. Posteriormente, a sonda foi hibridada com as 

membranas, a 65°C durante 16 horas em solução apropriada (0,25M Na2HP04, 7% 

SDS, 1% BSA, lmM EDTA). Após a incubação, as membranas foram lavadas em 

solução de lavagem (0,25M Na2HP04, 1% SDS, lmM EDTA) durante 30 minutos a 

65°C, por duas vezes. Finalmente, as mesmas foram expostas a filme fotográfico 

(Kodak®) a -80°C por diferentes períodos de tempo. 
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3.3 IDENTIFICAÇÃO DA INSERÇÃO DE ELEMENTOS 

REPETITIVOS NA SEQÜÊNCIA DO GENE CTSP-1 

A seqüência nucleotídica final do CTSP-1 foi analisada pelo programa 

RepeatMasker (http://www.repeatmasker.org), o qual identifica elementos repetitivos 

conhecidos em diferentes espécies. 

3.4 ANÁLISE IN SILICO DOS DOMÍNIOS PROTÉICOS DA 

PROTEÍNA CTSP-1 

Para a obtenção da seqüência de aminoácidos da proteína codificada pelo 

CTSP-1, foi feita a tradução da seqüência nucleotídica através de uma ferramenta 

disponível no site do Expasy (http://www.expasy.com). Posteriormente, foi feita uma 

busca por domínios protéicos na seqüência de aminoácidos através de outra 

ferramenta, o PROSITE, também disponível no site do Expasy. Esta ferramenta 

dispõe de um banco de seqüências de domínios protéicos conhecidos, os quais 

podem ser identificados na seqüência analisada. 

3.5 A V ALIAÇÃO DA FUNCIONALIDADE DO GENE CTSP-1 

3.5.1 Análises de Mutações Sinônimas e não Sinônimas 

Para verificar se o CTSP-1 era um gene funcional, foi feita a comparação 

entre a seqüência codificante do mesmo e a do NY-BR-1, na qual foram avaliadas as 

taxas de substituição sinônima (dS) e não sinônima (dN). Os alinhamentos foram 
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feitos pelo programa Clusta/W (THOMPSON et al. 1994) e as taxas de substituição 

estimadas pelo método Nei-Gojobori modificado com distância Jukes-Cantor (NEI e 

KUMAR 2000). Este método corrige os efeitos de substituições múltiplas e de 

diferentes taxas de transversão e de transição. Em seguida, o Teste Exato de Fisher 

foi utilizado para verificar se a razão dN/dS era estatisticamente diferente de 1. 

Todos os cálculos e testes foram realizados no programa MEGA (versão 2.1) 

(KUMAR et al. 2001). 

3.5.2 Identificação de Gene Ortólogo em Chimpanzé 

Inicialmente, o programa Clusta/W (THOMPSON et al. 1994) foi utilizado 

para o alinhamento múltiplo entre a EST de chimpanzé (CB298911) e as seqüências 

completas dos genes CTSP-1, NY-BR-1 e NY-BR-1.1, no qual puderam ser 

identificadas as alterações nucleotídicas entre as seqüências. Em seguida, foram 

feitos alinhamentos globais pelo programa Nap e Gap do pacote AAT (HUANG 

1994) entre as seqüências dos 3 genes e a seqüência genômica de chimpanzé. Este 

programa produz alinhamentos de nucleotídeo versus nucleotídeo considerando-se os 

sítios de splicing GT -AG e calcula a porcentagem de nucleotídeos idênticos entre as 

seqüências alinhadas. 

3.6 A V ALIAÇÃO DO PADRÃO DE EXPRESSÃO DO GENE CTSP-1 

3.6.1 Tecidos Normais 

Devido à dificuldade de obtenção de tecidos normats, foi obtido 

comercialmente um painel de RNA de tecidos normais (Clontech~ . O painel possui 
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RNA total diluído em água dos seguintes tecidos: testículo, mama, cérebro, próstata, 

cólon, timo, intestino delgado, pulmão, coração, medula espinhal, baço, cérebro fetal, 

figado, fígado fetal, medula óssea, glândula salivar, mama, útero, glândula adrenal, 

músculo, placenta e rim. 

3.6.2 Linhagens Celulares Tumorais 

Linhagens celulares tumorais, disponibilizadas pela ATCC® (American Type 

Culture Collection ), foram utilizadas para avaliar o padrão de expressão do CTSP-1. 

Para tanto, foi obtido o maior número de linhagens tumorais possível, dos mais 

diferentes tipos de tecido. Foram elas: CaSki (carcinoma epidermóide da cérvix 

uterina), Hela (adenocarcinoma de útero), A172 (glioblastoma), T98G (glioblastoma 

multiforme), HL-60 (leucemia aguda mielocítica), K562 (leucemia mielóide 

crônica), IM9 (linfoblasto B, transformado com EBV), H358 (adenocarcinoma de 

pulmão), H1155 (adenocarcinoma de pulmão), Du145 (carcinoma de próstata), PC3 

(adenocarcinoma de próstata), SCABER (carcinoma de células escamosas da 

bexiga), FaDu (carcinoma de células escamosas da faringe), MDA-436 

(adenocarcinoma de mama), MCF-7 (adenocarcinoma de mama) e ZR75.3A 

(carcinoma ductal mamário), SW-480 (adenocarcinoma coloretal), SaOS-2 

( osteossarcoma), A2058 (melanoma), SKmel-28 (melanoma maligno) e HepG2 

(carcinoma hepatocelular). Cada linhagem foi cultivada segundo as especificações do 

fornecedor. 

As linhagens celulares foram cultivadas em meio apropriado até obtenção de 

confluência (aproximadamente 4x104 células/cm2
) e submetidas à extração de RNA 

pelo método de sedimentação em Cloreto de Césio (CHIRGWIN et al. 1979). 

FUNDAÇÃO ANTOI'.ÚO 
PRUDf.NT'E 

o • ,_~~ 1 ~ ~-.. ..,. J.tr:• -" '"· 
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Inicialmente, o meto de cultura foi aspirado e 9ml da solução de lise (4M 

Isotiocianato de Guanidina, 25mM Citrato de Sódio - pH 7.0, 0.1M f3-

mercaptoetanol) foram adicionados à garrafa de cultura (75cm2
). Em seguida, o 

lisado celular foi homogeneizado e transferido para um tubo de ultracentrífuga 

contendo 4ml de solução de Cloreto de Césio (5.7M CsCl e 25mM NaAc) e então 

centrifugado a 150000xg por 17 horas a 20° C (rotor SW40Ti, Beckman®). Após a 

centrifugação, formou-se um precipitado de RNA e o sobrenadante contendo 

proteínas e DNA foi descartado. Finalmente, a parede interna do tubo foi limpa e o 

RNA solubilizado em 50 a 200f.ll de água DEPC. A dosagem foi feita em 

espectrofotômetro apropriado a 260nm de comprimento de onda. Além disso, 

também foi avaliada a razão entre as leituras a 260 e 280nm, a qual indica a pureza 

do material obtido. 

3.6.3 Amostras de Tumores 

Amostras de diferentes tipos de tumor foram solicitadas junto ao Banco de 

Tumores do Hospital A. C. Camargo. Foram utilizadas apenas amostras cedidas ao 

Banco de Tumores após o consentimento informado dos pacientes e todas as 

precauções pertinentes para manter o sigilo e a confidencialidade dos dados dos 

pacientes foram adotadas. Além destes tumores, foram utilizadas também 13 

amostras de RNA de glioblastoma gentilmente cedidas pelo Dr. Gregory Riggins da 

Universidade de Dude - Estados Unidos. Estes glioblastomas são xenograjts 

originados a partir da injeção de células tumorais humanas em camundongos. Sendo 

assim, no total foram obtidas 177 amostras de 15 tumores diferentes conforme 

descrito na Tabela 1. 
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Tabela 1- Amostras tumorais utilizadas para avaliação da expressão do CTSP-1. 

Tecido Número de amostras 

Cólon 18 

Esôfago 5 

Estômago 9 

Glioblastoma 13 

Mama 25 

Melanoma 18 

Próstata 25 

Pulmão 14 

Tireóide 24 

Útero 20 

Hemangioma 2 

Linfangioma 1 

Ovário 1 

Bexiga 1 

Rim 1 

Total 177 

A extração de RNA dos tumores foi feita com o reagente Trizol 

(Invitrogen®). Para tanto, os tumores, ainda congelados, foram imersos em lml do 

reagente Trizol (sobre uma placa de petri estéril) e cortados em pequenos fragmentos 

com o auxílio de um bisturi estéril. Posteriormente, estes fragmentos foram 

transferidos para tubos cônicos de poliestireno de 5ml (Falcon®) aos quais foi 

acrescido 1ml do reagente Trizol. Com auxílio de um Polytron (Kinematica® AG), as 

amostras foram completamente homogeneizadas e o protocolo foi seguido conforme 

as especificações do fabricante. 
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3.6.4 Avaliação da Qualidade dos RNAs Extraídos 

A qualidade dos RNAs foi avaliada de duas maneiras: verificou-se se houve 

degradação do material; e se o mesmo estava contaminado com DNA genômico. A 

integridade dos RNAs foi visualizada aplicando-se 1 f.!g de RNA total em gel de 1% 

agarose. Antes de ser aplicado, oRNA foi desnaturado a 65°C por 5 minutos, sendo 

mantido em condição desnaturante em tampão de amostra contendo Uréia (2X T AE, 

30% Glicerol, 7M Uréia, traços de Azul de Bromofenol). A coloração do material foi 

feita com brometo de etídio e o gel foi visualizado em luz UV. Foram considerados 

íntegros os RNAs que apresentaram as bandas correspondentes aos RNAs 

ribossômicos 28S e 18S bem evidentes e na razão 2:1. 

A contaminação com DNA genômico foi verificada através do teste de 

hMLH1 (human mut-L homologue 1). Este teste consiste em uma PCR, na qual 

utilizam-se 200ng de RNA total e primers desenhados nos íntrons 12 e 13 do gene 

hMLH 1, de maneira que, qualquer amplificação obtida deve-se à contaminação com 

DNA (tamanho esperado do fragmento: 250pb ). Os primers utilizados foram: 

HMLH-F: 5' TGG TGT CTC TAG TTC TGG 3' e HMLH-R: 5' CAT TGT TGT 

AGT AGC TCT GC 3'. 

As seguintes condições de amplificação foram utilizadas: 1,5mM MgCh, 

O, 1mM dNTPs, 0,4f.!M de cada primer, 1 U de Taq DNA polimerase (Jnvitrogen~, 

em tampão apropriado. A reação foi iniciada com desnaturação a 94°C por 5 

minutos, seguida de 35 ciclos de: 45 segundos a 94°C, 45 segundos a 55°C e 1 

minuto a 72°C, e extensão final de 6 minutos a 72°C. Os produtos de amplificação 

foram visualizados em gel de 8% poliacrilamida corado em prata. As amostras que 

apresentaram alguma amplificação e portanto, estavam contaminadas com DNA 
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genômico, foram tratadas com DNAse (Invitrogen~, segundo instruções do 

fabricante. Para confirmar se a contaminação havia sido eliminada, o teste de hMLH 1 

foi repetido. 

3.6.5 RT-PCR 

A síntese de cDN A e as condições da reação de PCR foram feitas conforme 

descrito no item 3.1.2.1. Os primers utilizados na amplificação do CTSP-1 foram 

desenhados em exons diferentes para possibilitar a avaliação da expressão do mesmo 

em amostras de RNA que não foram tratadas com DNAse e que, eventualmente, 

poderiam estar contaminadas com DNA genômico. Além disso, os primers também 

foram construídos considerando-se as formas de splicing alternativo que foram 

identificadas durante a obtenção da seqüência completa do transcrito. Assim, os 

primers foram construídos nos exons 3 e 8, os quais são flanqueadores dos exons que 

sofrem splicing alternativo. Os primers contruídos foram: SPEXP-F: 5' GCT GTC 

CAT TAT GCT GTT AAC 3' e SPEXP-R: 5' TTT TGA GAA TTT TTA GAT ATC 

3' . 

Os produtos destas reações foram analisados inicialmente em gel de 8% 

poliacrilamida corados em prata. Entretanto, para obter-se uma maior sensibilidade e 

especifidade em nossa análise, os mesmos foram reanalisados por Southern-blot. 

3.6.6 Southern-blot 

Inicialmente, os produtos de RT-PCR foram fracionados em gel de agarose 

2% corado com brometo de etídio e depois transferidos para membranas de nylon 

(HyboncfW). Antes da transferência, o gel foi lavado em solução desnaturante (1,5M 
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NaCl e 1M NaOH) por 45 minutos e, depois, duas vezes em solução de neutralização 

(0,5M Tris pH 7,5 e 1,5M NaCl) por 30 minutos, sob leve agitação. Após a 

transferência por capilaridade com tampão 1 OX SSC, as membranas foram lavadas 

em tampão apropriado (2X SSC) e em seguida, foi feito o cross-link em luz UV 

(120mJ/cm2
). 

Como sonda foi utilizado um produto de RT-PCR previamente seqüenciado e 

que cobria todas as formas de splicing encontradas (Figura 16). A sonda foi marcada 

com fósforo radioativo através da incorporação de nucleotídeos [a-32P]dCTP 

(Amersham~. A marcação foi feita com Random Primers DNA Labeling System 

(Invitrogen®), seguindo-se as instruções do fabricante. Depois de marcada, a sonda 

foi purificada e hibridada conforme descrito no item 3.2. 

3.7 AVALIAÇÃO DO ENVOLVIMENTO DA METILAÇÃO NO 

CONTROLE DA EXPRESSÃO DO GENE CTSP-1 

A linhagem MCF-7 (derivada de adenocarcinoma de mama) foi submetida ao 

tratamento com 5'aza-2'deoxicitidina (Sigma®)_ Foram plaqueadas 106 células em 

placa de 75mm e, após 24 horas, foi adicionado meio de cultura contendo 30J.!M de 

5'aza. As células foram tratadas por 48 horas e, ao final, foi feita extração do RNA 

com o reagente Trizol (Invitrogen®), seguindo-se recomendações do fabricante. A 

RT-PCR foi feita conforme descrito no item 3.1.2.1. Os primers utilizados nesta 

reação foram os mesmos utilizados para a avaliação do padrão de expressão do 

transcrito (SPEXP-F e SPEXP-R) . 
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3.8 EXPRESSÃO DA PROTEÍNA RECOMBINANTE CTSP-1 

3.8.1 Clonagem da Fase Aberta de Leitura do Gene CTSP-1 em Vetor de 

Expressão 

O vetor de expressão pET28a (Novagenª), cujo mapa está esquematizado na 

Figura 2, foi utilizado para a clonagem do inserto. As enzimas selecionadas para a 

clonagem sítio dirigida foram: Bgl 11 e EcoR I, as quais não possuem sítios de 

restrição na seqüência do fragmento a ser clonado. Os primers utilizados na 

amplificação do inserto foram construídos de maneira que possuíssem os sítios das 

enzimas nas posições necessárias (em vermelho), para que, quando o inserto fosse 

inserido no vetor, este estivesse na fase aberta de leitura correta. São eles: 

SPCLONE-F: 5' CGA GAT CTA TGA AGA AGA CGA CAA TG 3' e 

SPCLONE-R: 5' C AAT TCC TAT TCG TCA GGT GTT CT 3'. 
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Legenda: As setas indicam os sítios de clonagem utilizados. 

Figura 2 - Mapa do vetor pET28a. 
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A síntese de cDNA foi feita conforme descrito no item 3.1.2.1 . A reação de 

PCR para amplificação do inserto de interesse foi feita utilizando-se 1 J.tl de cDNA, 

1,4mM MgS04, O,lmM dNTPs, 0,4f.LM de cada primer e lU de Taq Platinum Hi-

Fidelity (lnvitrogen~, em tampão apropriado. A reação iniciou-se com desnaturação 

a 94°C por 2 minutos, seguida de 35 ciclos de: 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 
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68°C e 1 minuto e 30 segundos a 68°C, e extensão final de 10 minutos a 68°C. Os 

produtos de amplificação foram visualizados em gel de 8% poliacrilamida corado em 

prata. 

Após a amplificação, o produto de PCR foi purificado a partir de gel de 

agarose através do Q!Aquick Gel Extraction Kit (QIAGE~, segundo as instruções 

do fabricante. Em seguida, o fragmento de interesse foi digerido com as enzimas 

selecionadas para a clonagem, permitindo assim a clonagem sítio dirigida. Nesta 

reação foram utilizadas 5 unidades de cada enzima, Bgl ll e EcoR I (New England­

Biolabs~, em tampão apropriado, durante 16 horas a 37°C. Ao final, o produto da 

digestão foi purificado com o Q!Aquick PCR puri.ftcation Kit (QIA GE~ seguindo 

as recomendações do fabricante. Paralelamente, o vetor pET28a também foi digerido 

com as mesmas enzimas sob as mesmas condições e, posteriormente purificado a 

partir de gel de agarose. 

Cinquenta nanogramas do vetor e 200ng do inserto (CTSP-1), ambos 

duplamente digeridos com Bgl II e EcoR I, foram adicionados à uma reação de 

ligação contendo 200U T 4 DNA ligase (New England-Biolabs~ em tampão 

apropriado e volume final de 20fll. A reação foi incubada durante 16 horas a 16°C. 

Após a ligação, o produto da reação foi dialisado em filtro de nitrocelulose 

(Millipore~ para a remoção do excesso de sal. Em seguida, 2fll do produto final 

foram utilizados para transformação em bactéria E. co/i cepa DH10B (Stratagene~ 

eletrocompetente. Após o choque elétrico (resistência de 200.Q, capacitância de 

25mF e voltagem de 1.8Kv, em eletroporador Gene Pu/ser- BioRa~, as bactérias 

foram incubadas durante 1 hora em 1ml de meio LB (1% de triptona; 0,5% de extrato 

de levedura; 1% de NaCl; pH 7,5), a 37°C sob agitação constante (200rpm). Em 
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seguida, as bactérias foram sedimentadas através de centrifugação, ressuspensas em 

100~1 de meio LB e semeadas em placa de LB-ágar (1,5% de ágar), contendo 

25~g/ml Kanamicina. Ao final, a placa foi incubada por 16 horas a 37°C em estufa 

seca. 

Algumas colônias isoladas foram coletadas da placa e crescidas em 5ml de 

LB acrescido de 25~g/ml Kanamicina, por 16 horas a 37°C, para posterior 

purificação de DNA plasmidial em pequena escala. Os plasmídeos foram purificados 

através do WizardTM Mini Preps DNA Purification System (Promega~ e digeridos 

com as enzimas Bgl 11 e EcoR I nas mesmas condições citadas anteriormente, para 

verificação da liberação do inserto. Os clones que apresentaram um inserto com o 

tamanho esperado foram então seqüenciados com os primers SPEXP-F e SPEXP-R 

para a confirmação de sua inserção em fase no vetor. Nas reações de seqüenciamento 

foi utilizado o Dynamic™ ET terminator cycle sequencing kit (Amersham ~' 

conforme instruções do fabricante e o processamento das mesmas foi realizado no 

seqüenciador automático ABI Prism 3100 DNA Sequencer (Perkin Elmer~. 

3.8.2 Indução da Expressão da Proteína Recombinante 

O plasmídeo contendo a seqüência confirmada foi utilizado para 

transformação de bactérias E. co/i, cepa BL-21 A494 (Stratagene~ 

quimiocompetentes. Inicialmente, 50ng do plasmídeo foram adicionados às bactérias 

e incubados em gelo durante 20 minutos. Após o choque térmico a 42°C por 1 

minuto, as bactérias foram incubadas por 1 hora em 1ml de meio LB a 37°C. Em 

seguida, foram semeadas em placa de LB-ágar (1,5% de ágar), contendo 25~g/ml 

Kanamicina, e incubadas por 16 horas a 3 7°C em estufa seca. 
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Três colônias transformantes foram inoculadas e incubadas durante toda a 

noite a 37°C em 5ml de meio LB contendo 25l-tg/ml Kanamicina. A partir deste pré-

in óculo, as bactérias foram crescidas em 1 Oml de meio LB, contendo Kanamicina, 

até atingirem a D.0.6oo = 0.6. Neste momento, a expressão da proteína recombinante 

foi induzida através da adição de 0,4mM IPTG (f3-D-tiogalactopiranosídeo de 

Isopropila), por 4 horas a 37°C. Um volume de 3ml de meio contendo as bactérias foi 

centrifugado a 4000xg, por 10 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o 

pellet solubilizado em 300l-tl de tampão de amostra (240mM Tris pH 6,8, 0,8% SDS, 

200mM P-mercaptoetanol, 40% Glicerol e traços de Azul de Bromofenol). Os 

extratos brutos foram então fracionados em gel de 12% poliacrilamida com SDS, 

posteriormente corado em solução de Coomassie blue [50% metanol, 10% ácido 

acético e 0,25% Coomassie R250 (Amersham~]. 

3.8.3 Detecção da Expressão da Proteína Recombinante através de 

Immunoblotting 

As proteínas do extrato bruto de bactéria foram separadas através de 

eletroforese em gel de 12% poliacrilamida com SDS e, em seguida, transferidas para 

membranas de nitrocelulose (0,45llm - Schleicher & Schuell) durante 1 hora sob 

corrente constante de 0,8mA/cm2 no sistema Nova blot (Amersham~ em tampão de 

transferência (39mM Glicina, 48mM Tris pH 7,4, 0,037% de SDS e 20% de 

metanol). Para avaliação da eficiência de transferência, a membrana de nitrocelulose 

foi corada com Ponceau (Sigma~ para a visualização das proteínas. 

As membranas foram então bloqueadas durante 1 hora a temperatura 

ambiente com PBST (137mM NaCl, 2,5mM KCl, 10mM Na2P04, 2mM KH2P04 e 
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0,05% de Tween 20) contendo 5% de leite desnatado liofilizado (Molico@, Nest!e). 

Posteriormente as membranas foram incubadas com anticorpo primário anti-Ris, 

conjugado com peroxidase (Invitrogen~ na diluição de 1:5000 em PBST contendo 

5% de leite, por 1 hora a temperatura ambiente. Após 3 lavagens com PBST, de 10 

minutos cada, a reação foi revelada com a solução do ECL Western blotting analysis 

system (Amersham~ e as membranas expostas a filmes radiográficos (Kodak~. 

3.8.4 Teste de solubilidade da Proteína Recombinante 

Para o teste de solubilidade da proteína recombinante foram utilizados 5ml da 

cultura de células após a indução da expressão da proteína recombinante, conforme 

descrito anteriormente. As bactérias foram sedimentadas por centrifugação a 

1 OOOOxg, por 2 minutos a temperatura ambiente. O pellet de células foi então 

solubilizado em 10ml de tampão de sonicação (100mM NaCl, 10mM Tris pH 8,0, 

50mM NaH2P04). 

Posteriormente, as células foram lisadas com o auxílio de um sonicador, 

através de 3 pulsos de 20mA de 1 minuto cada. Todo este procedimento foi feito em 

gelo. Após a sonicação, o lisado celular foi centrifugado a 16000xg, por 5 minutos a 

4°C. O sobrenadante, contendo as proteínas solúveis, e o pellet contendo as proteínas 

insolúveis foram separados e reservados. Aos mesmos foi adicionado tampão de 

amostra (240mM Tris pH 6,8, 0,8% SDS, 200mM P-mercaptoetanol, 40% Glicerol e 

traços de Azul de Bromofenol) e os produtos finais foram fracionados em gel de 12% 

poliacrilamida com SDS e corado em solução de Coomassie blue. 
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3.8.5 Purificação da Proteína Recombinante sob Condições Desnaturantes 

Para a produção de uma grande quantidade de proteína recombinante, o clone 

de bactéria que apresentou uma melhor expressão dentre os 3 analisados, foi crescido 

em 250ml de meio LB e a expressão da proteína foi induzida nas mesmas condições 

descritas anteriormente. Em seguida, a cultura de células foi centrifugada a 16000xg, 

por 10 minutos a 4°C. O pellet de células foi solubilizado em 30ml de tampão de 

sonicação. Posteriormente, as células foram lisadas com o auxílio de um sonicador, 

através de 5 pulsos de 20 mA de 1 minuto cada. Todo este procedimento foi feito em 

gelo. Após a sonicação, o lisado foi centrifugado a 16000xg, por 10 minutos a 4°C. 

Como a proteína estava expressa na forma insolúvel, o pellet, contendo os corpos de 

inclusão, foi reservado e o sobrenadante descartado. Para a solubilização das 

proteínas insolúveis, o pellet foi ressuspendido em 1 Oml de tampão de sonicação 

contendo 6M uréia. A ressuspensão foi feita com o auxílio de agitador magnético 

(sob baixa rotação) em um béquer mantido em gelo, durante 2 horas. 

Em seguida, a solução, já bem homogênea, foi centrifugada em tubo corex a 

16000xg, por 10 minutos a 4°C. Após a centrifugação, o sobrenadante foi reservado 

para posterior purificação da proteína recombinante em resina de agarose carregada 

com Níquel (Ni-NTA resin - Invitrogen~. Assim, 1ml de resina foi empacotado em 

uma seringa de 5ml contendo lã de vidro. A coluna foi equilibrada com tampão de 

sonicação-uréia e, posteriormente, o sobrenadante contendo a proteína recombinante 

foi aplicado na mesma. Em seguida, a coluna foi lavada com 20ml do mesmo 

tampão. Após esta lavagem, seguiram-se eluições seriadas utilizando diferentes 

concentrações de Imidazol (Sigma~. As eluições foram feitas com 5ml de tampão de 

sonicação-uréia contendo 10, 25, 50, 100 e 250mM Imidazol. Para a remoção 
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completa da proteína recombinante da resina, ao final foram adicionados 1 Oml de 

tampão Imidazol250mM. 

As frações foram coletadas separadamente e, em seguida, analisadas em gel 

de 12% poliacrilamida com SDS corado com Coomassie blue. Após verificar quais 

frações continham a maior parte da proteína recombinante, as mesmas foram 

reunidas e dialisadas para a remoção parcial da Uréia e total do Imidazol. A diálise 

foi feita em membrana de celulose (Dialysis Tubing-12K.Da-Sigma~ contra o 

mesmo tampão de sonicação-uréia, mas reduzindo-se gradativamente a concentração 

de uréia (4M, 2M e 1M) a cada 6 horas de diálise. A diálise foi feita a 4°C e a 

concentração final de úreia alcançada foi de 1M, sem qu houvesse precipitação da 

proteína. 

Ao final da diálise foi feita a dosagem da proteína com o auxílio do reagente 

de Bradford (BioRacf). A dosagem foi feita a 595nm em leitor de ELISA 

(Microplate Reader Benchmark- BioRacf). 

3.9 PRODUÇÃO DE ANTICORPOS ANTI-CTSP-1 EM 

CAMUNDONGOS 

3.9.1 Animais 

Foram utilizadas fêmeas das linhagens C57 e Swiss, sendo 3 de cada, com 

média de 3 meses de idade, mantidas no biotério do Instituto Ludwig. 
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3.9.2 Imunização 

Em cada animal foram injetados intraperitonealmente 25ug de proteína 

recombinante CTSP-1 diluída em 80J.il de água, acrescidos de 1 OOJ.il de adjuvante 

completo de Freunds (Sigma~ e 20J.il Hidróxido de Alumínio (60mg/ml, EMS~. 

Após 3 semanas, foi feito o "reforço" com a mesma quantidade de proteína e de 

Hidróxido de Alumínio, mas desta vez com adjuvante incompleto de Freunds 

(Sigma~ . Um segundo reforço foi feito após 3 semanas. 

O sangramento dos animais foi realizado após 2 semanas do último reforço, 

via bulbo ocular com auxílio de pipeta Pasteur de vidro. Foram coletados, em média, 

lOOJ.il de sangue por animal. O soro foi obtido após coagulação a 37°C por 30 

minutos seguida de centrifugação de lOOOOxg, por 1 minuto à temperatura ambiente. 

3.9.3 Titulação de Anticorpos Presentes no Soro dos Animais Imunizados 

3.9.3.1 ELISA (Enzime-linked immunosorbent assay) 

Inicialmente, a proteína recombinante foi adsorvida em placa de 96 wells 

(DYNEX Immulon® 2HB), sendo utilizado lflg de proteína recombinante por poço. A 

adsorção foi feita a 4°C por 16 horas, com a proteína diluída em tampão Carbonato 

(0,015M Carbonato de Sódio e 0,031M Bicarbonato de Sódio, pH 9,6), sendo 

aplicado lOOJ.il por poço. Em seguida, a placa foi lavada com PBST ( IX PBS, 0,05% 

Tween 20) e bloqueada com solução de PBST contendo 5% BSA (150J.il por poço), 

por 1 hora à temperatura ambiente. 

Após o bloqueio, a placa foi lavada novamente com PBST e 1 OOJ.il do soro 

dos camundongos já diluído em PBST contendo O, 1% BSA foi adicionado aos poços. 

Foram feitas 7 diluições seriadas para cada soro: 1:2000, 1:4000, 1:8000, 1:16000, 
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1:32000. 1:64000 e 1:128000. A incubação do anticorpo com a proteína 

recombinante foi feita por 1 hora à temperatura ambiente. A placa foi então 

submetida a extensivas lavagens com PBST. O anticorpo secundário, anti-mouse 

IgG, conjugado com peroxidase (Anti-mouse IgG, HRP-linked whole antibody from 

sheep - Amersham~, foi adicionado na diluição 1:5000 em PBST contendo O, 1% 

BSA (1 OOJ..Ll por poço) e incubado por 1 hora à temperatura ambiente. 

Após uma última lavagem com PBST, a reação foi revelada com 100J..Ll de 

solução reveladora por poço (40mM Na2HP04, 27mM C6H801, 0,35mg/ml OPD, 

0,006% H202, pH 5,0), incubando-se por aproximadamente 5 minutos no escuro. A 

reação foi interrompida com solução de 0,2N Ácido Sulfúrico (Merck~. A dosagem 

foi feita em leitor de ELISA (Microplate Reader Benchmark- BioRa~ a 492nm. 

3.9.3.2 Immunoblotting 

A proteína recombinante purificada foi fracionada através de eletroforese em 

gel de 12% poliacrilamida com SDS, em seguida, transferida e imobilizada em 

membrana de nitrocelulose como descrito no item 3.8.3. As membranas foram 

bloqueadas durante 1 hora à temperatura ambiente com PBST contendo 5% de leite. 

Posteriormente, as membranas foram incubadas por 1 hora à temperatura ambiente 

com o soro dos camundongos nas diluições 1:10000, 1:20000, 1:40000, 1:80000 e 

1:160000 em PBST contendo 5% de leite. Após 3 lavagens com PBST, de 10 

minutos cada, o anticorpo secundário anti-mouse IgG, conjugado com peroxidase 

(Amersham~ foi adicionado na diluição 1:5000 em PBST e incubado por 1 hora a 

temperatura ambiente. Novamente, após 3 lavagens com PBST, a reação foi revelada 

e a membrana exposta a filmes radiográficos, como descrito no item 3.8.3. 
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3.10 DETECÇÃO DA PROTEÍNA CTSP-1 EM AMOSTRAS DE 

TECIDO HUMANO 

3.10.1 Immunoblotting 

Uma amostra de testículo normal, congelada a -70°C, foi utilizada para a 

detecção da proteína CTSP-1. Com auxílio de um bisturi estéril, a mesma foi 

fragmentada em pequenas partes, às quais foram adicionados 200J.1l de tampão de 

amostra (240mM Tris pH 6,8, 0,8% SDS, 200mM ~-mercaptoetanol, 40% Glicerol e 

traços de Azul de Bromofenol). Após homogeneização quase completa, a amostra foi 

incubada em banho seco a 95°C por 1 O minutos. Em seguida, os fragmentos de tecido 

remanescentes foram sedimentados por centrifugação e o extrato protéico em solução 

foi fracionado através de eletroforese em gel de 12% poliacrilamida com SDS e, em 

seguida, transferido e imobilizado em membrana de nitrocelulose, como descrito no 

item 3.8.3. 

A dosagem da massa de proteína aplicada não pôde ser feita com o auxílio do 

reagente de Bradford devido ao fato do tampão utilizado na lise celular conter o 

corante Azul de Bromofenol e ainda uma grande quantidade de detergente. A 

estimativa da massa utilizada foi feita após a transferência e a membrana corada com 

Ponceau (Sigma~. Assim, a massa do extrato de interesse foi comparada com a 

massa de outro extrato protéico do mesmo tecido com concentração conhecida, 

obtido com tampão de lise 0,05% NP40. Desta maneira, estima-se que a massa 

aproximada de proteína total fracionada foi de 1 OOJ.lg. 

A membrana foi então bloqueada por 1 hora a temperatura ambiente, com 

PBST contendo 5% de leite. Posteriormente, a membrana foi incubada com o soro de 
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camundongo na diluição 1:10000 em PBST, por 1 hora a temperatura ambiente. 

Após 3 lavagens com PBST, de 10 minutos cada, o anticorpo secundário anti-mouse 

IgG, conjugado com peroxidase (Amersham~ foi adicionado na diluição 1:5000 em 

PBST contendo 5% de leite e incubado por 1 hora à temperatura ambiente. Ao final, 

após 3 lavagens com PBST, a reação foi revelada com a solução do ECL Western 

Blotting Analysis System (Amersham~ e as membranas expostas a filmes 

radiográficos Hyperfilm™ ECLTM (Amersham~. 

3.10.2 Imunohistoquímica 

Para a padronização e análise inicial das reações de imunohistoquímica foram 

utilizadas as seguintes amostras: uma amostra de testículo normal, duas amostras de 

tumor de próstata com os respectivos tecidos normais pareados e duas amostras de 

tumores de mama com seus respectivos tecidos normais pareados. A partir dos 

blocos de parafina das amostras selecionadas foram feitos cortes de 3-4J..Lm em 

micrótomo, os quais foram depositados em lâminas de vidro previamente tratadas 

com 3-aminopropyltriethoxysilano (ERV-SFPLUS, Erviegas~ e deixados por 24 

horas em estufa a 60°C. As lâminas foram tratadas com xilol a 60°C por 20 minutos e 

à temperatura ambiente por mais 20 minutos. Em seguida, as lâminas foram 

incubadas por 30 segundos em concentrações decrescentes de etanol (100%, 95%, 

80% e 70%) e lavadas em água destilada. A seguir, as lâminas foram tratadas com 

solução fervente de Ácido Cítrico 10mM pH 6,0 em panela de pressão. As lâminas 

foram lavadas em água destilada e em seguida tratadas com 3% H202 por 5 minutos, 

repetindo-se o processo por 4 vezes. As lâminas foram novamente lavadas com água 

destilada e posteriormente com solução de PBS pH 7,4 por 5 minutos. As lâminas 
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foram incubadas por 18 horas a 4°C em câmara úmida com o anticorpo primário 

diluído (1 :2000) em PBS contendo 1% BSA e O, 1% Azida Sódica (NaN3). O soro 

utilizado como anticorpo primário foi do camundongo C57 que apresentou o maior 

título de anticorpos específicos. Como controle negativo da reação foram utilizados 

soro irrelevante de camundongo C57 e o soro imune depletado de IgG anti-CTSP-1 , 

conforme será descrito no item a seguir. 

Após a incubação, as lâminas foram lavadas 3 vezes com PBS, por 5 minutos 

cada. Posteriormente, as lâminas foram incubadas a 37°C por 30 minutos com 

anticorpo secundário biotinilado anti-lgG de camundongo (StreptABComplex/HRP 

Duet Kit - DAKO@, Dinamarca), diluído 1:200 em PBS. As lâminas foram lavadas 3 

vezes em PBS por 5 minutos cada, e incubadas por 30 minutos a 37°C com 

peroxidase acoplada a estreptavidina, diluída 1 :200 em PBS. Após lavagem em PBS, 

as lâminas foram incubadas por 5 minutos a 3 7°C no escuro com solução contendo o 

substrato 3,3 '-Diaminobenzidina Tetrahidrocloreto (DAB) (0,6mg/ml) (Sigma~, 

1,4M Dimetilsulfóxido (DMSO), 1% H202 (20 volumes) em PBS pH 7,4. Após a 

reação, as lâminas foram lavadas com água destilada por 3 minutos, contracoradas 

com Hematoxilina de Harris por 1 minuto, e novamente lavadas com água destilada. 

As lâminas foram imersas em 0,5% Hidróxido de Amônio e lavadas com água 

destilada. Em seguida, as lâminas foram desidratadas em concentrações crescentes de 

etanol (80%, 95% e 100%), por 30 segundos em cada concentração e tratadas com 

xilol 4 vezes, durante 3 O segundos cada. 
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3.10.3 Depleção de IgG Anti-CTSP-1 do Soro de Camundongo 

Iillcialmente, 1 ÜJ.!L do soro de camundongo utilizado na IHQ foram diluídos 

em PBS em volume final de 1ml. Em seguida, incubou-se este soro diluído por 2 

horas à temperatura ambiente sob agitação constante com SOOJ.!L da resina NiNTA 

(Invitrogen~ carregada com 60!J.g de proteína recombinante CTSP-1. Ao final da 

incubação, a solução foi centrifugada e o sobrenadante armazenado. No precipitado 

restou a resina ligada ao complexo proteína recombinante-anticorpo específico, os 

quais também foram armazenados e utilizados em experimentos de immunoblotting 

para a confirmação da ligação do anticorpo à proteína recombinante. 

Em seguida, imobilizou-se a proteína recombinante CTSP-1 em membrana de 

nitrocelulose, a qual foi incubada com o soro depletado para verificar se ainda 

restava anticorpos específicos anti-CTSP-1 no mesmo. Para tanto, a reação de 

immunoblotting foi feita conforme descrito no item 3.9.3.2. Além disso, o complexo 

proteína recombinante-anticorpo foi removido da resina com tampão de amostra 

SDS-Pmercaptoetanol e, em seguida, imobilizado em membrana de nitrocelulose. 

Assim, esta membrana foi incubada com anticorpo anti-IgG de camundongo 

(Amersham~ para a confirmação da ligação dos anticorpos específicos presentes no 

soro à recombinante conjugada na resina. Para confirmar a especificidade da reação 

de IRQ feita anteriormente, o soro depletado também foi utilizado em experimentos 

com os mesmos tecidos utilizados. 
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3.11 DETECÇÃO DE ANTICORPOS ANTI-CTSP-1 EM PLASMA DE 

PACIENTES 

3.11.1 Amostras Utilizadas 

Amostras de plasma de pacientes com diferentes tipos de tumores foram 

obtidas junto ao banco de tumores do Hospital A.C. Camargo. Foram utilizadas 148 

amostras (Tabela 2) das quais 126 também tiveram a expressão do gene CTSP-1 

analisada por RT-PCR. 

Tabela 2 - Amostras de plasma de pacientes utilizadas na detecção de anticorpo anti­
CTSP-1. 

Tecido Número de amostras 

Cólon 20 

Esôfago 4 

Estômago 8 

Mama 18 

Melanoma 23 

Próstata 24 

Pulmão 13 

Tireóide 10 

Útero 22 

Hemangioma 2 

Linfangioma 1 

Ovário 1 

Bexiga 1 

Rim 1 

Total 148 
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Foram utilizados como controle negativo plasma de 50 indivíduos sadios, 

obtidos a partir de doadores do banco de sangue do Hospital A.C. Camargo. 

3.11.2 ELISA 

A proteína recombinante foi adsorvida em placa de 96 wells (D YNEX 

Immulon® 2HB), na qual foram utilizados 250ng da proteína por poço. A adsorção 

foi feita a 4°C por 16 horas, com a proteína diluída em tampão Carbonato (0,015M 

Carbonato de Sódio e 0,031M Bicarbonato de Sódio, pH 9,6), sendo aplicado 100f.d 

de tampão por poço. Em seguida, a placa foi lavada com PBST e bloqueada por 1 

hora à temperatura ambiente com solução de PBST contendo 5% BSA (150J.!l por 

poço). 

Após o bloqueio, a placa foi lavada com PBST e 1 OOJ.!l do plasma dos 

pacientes diluído em PBST contendo O, 1% BSA foram adicionados aos poços. 

Foram feitas 4 diluições seriadas para cada plasma: 1:100, 1:400, 1:1600 e 1:6400. A 

incubação do anticorpo com a proteína recombinante foi feita por 1 hora à 

temperatura ambiente. A placa foi então submetida a extensivas lavagens com PBST. 

O anticorpo secundário, anti-IgG humana, conjugado com peroxidase (Amersham~, 

foi adicionado na diluição 1:10000 em PBST contendo 0,1% BSA (100J.!l por poço) e 

incubado por 1 hora à temperatura ambiente. 

Após uma última lavagem com PBST, a reação foi incubada no escuro com 

100111 de solução reveladora por poço (40mM Na2HP04, 27mM C6H807, 0,35mg/ml 

OPD, 0,006% H202, pH 5,0). Após aproximadamente 5 minutos, a reação foi 

interrompida com solução de 0,2N Ácido Sulfúrico. A dosagem foi feita em leitor de 

ELISA (Microplate Reader Benchmark- BioRa~ a 492nm. 
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3.11.3 Immunoblotting 

A proteína recombinante purificada foi fracionada através de eletroforese em 

gel de 12% poliacrilamida com SDS, em seguida, transferida e imobilizada em 

membrana de nitrocelulose, como descrito no item 3.8.3. Em cada canaleta do gel foi 

aplicado 0,5!-lg da proteína recombinante. 

As membranas foram bloqueadas durante 1 hora à temperatura ambiente com 

PBST contendo 5% leite. Posteriormente, as membranas foram incubadas por 1 hora 

à temperatura ambiente com o plasma dos pacientes na diluição 1:25 em PBST. Após 

3 lavagens de 10 minutos cada com PBST, o anticorpo secundário anti-IgG humana 

conjugado com peroxidase (Amersham~ foi adicionado na diluição 1:10000 em 

PBST contendo 5% de leite e incubado por 1 hora à temperatura ambiente. Ao final, 

após 3 lavagens com PBST, a reação foi revelada e as membranas expostas a filmes 

radiográficos Hyper.film1M ECL™ (Amersham~. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 OBTENÇÃO DA SEQÜÊNCIA COMPLETA DO GENE CTSP-1 

Diferentes metodologias foram empregadas para a obtenção da seqüência 

completa do CTSP-1. Após a identificação do transcrito C21orf99 (posteriormente 

denominado CTSP-1) no banco de dados do transcriptoma, foram analisadas todas as 

ESTs correspondentes ao mesmo. Assim, 2 clones de cDNA que deram origem às 

ESTs foram selecionados e solicitados ao centro RZPD. Após o seqüenciamento 

completo dos clones de cDNA, foi obtida uma seqüência consenso de 1272pb. 

Quando esta foi alinhada à seqüência genômica do cromossomo 21, verificamos que 

a mesma estava distribuída em 7 exons (Figura 3). 
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Seqüência genômica do cromossomo 21 

1- Sequenciamento dos clones de cDNA 

5' 

s· 

5' 

s 3' 

2- Alinhamento dos genes parálogos seguido de RT-PCR nas regiões conservadas 

s 
• ········1···11···1 
• ----- 1 ·-··· ---- -1-1--11-···· ··· 11 ··························----- ··• ·· -- -- 1· 

3-RACE 

CTSP-F1N 

~ 

CTSP-F2 CTSP-R1N 

~ ~ 

4- RT-PCR - análise do padrão de expressão 

SPEXP-F SPEXP-R 
~ ~ 

[[]--{]-Q-0-{] 

Sequência final = 3916pb 

1 23 4 56 7 8 9 10 11 12 

3' 

NY-BR-1 

····11 NY-BR-1.1 

CTSP-R2 

~ 

SP-RACE3 
..... 

D--0-----D 

3' 

13 14 15 

Legenda: As setas indicam os primers utilizados na amplificação dos fragmentos. Estão 
representados apenas os maiores fragmentos obtidos em cada amplificação. 

Figura 3 - Estratégias utilizadas para a obtenção da seqüência completa do gene 
CTSP-1. 

Quando a seqüência consenso dos clones de cDNA foi comparada à 

seqüência dos genes parálogos NY-BR-1 e NY-BR-1.1, verificou-se que a mesma 

correspondia apenas à porção 5' dos parálogos (Figura 3). Além disso, quando os 

genes NY -BR-1 e NY -BR-1.1 foram alinhados à seqüência genômica do 
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cromossomo 21, algumas regiões de alta similaridade, que não estavam cobertas pela 

seqüência consenso dos clones de cDNA, foram identificadas, sugerindo que a 

seqüência consenso fosse uma seqüência parcial do gene CTSP-1 (Figura 3). Assim, 

visando extender a seqüência consenso dos clones de cDNA, dois pares de primers 

(CTSP-Fl e CTSP-Rl; CTSP-F2 e CTSP-R2) foram desenhados nas regiões de 

alta similaridade entre a seqüência genômica do cromossomo 21 e os 2 parálogos. 

Conforme descrito em material e métodos, os primers foram desenhados de maneira 

que a extremidade 3' fosse específica para a seqüência genômica do cromossomo 21, 

evitando assim a amplificação dos genes parálogos (Figura 1 ). 

O fragmento amplificado com o primeiro par de primers (CTSP-Fl e CTSP­

Rl) foi de dificil obtenção, sendo necessária a realização de Nested-PCR com os 

primers CTSP-FlN e CTSP-RlN. Ao final, um produto específico de 700pb foi 

obtido (Figura 4A). Já para o segundo par de primers (CTSP-F2 e CTSP-R2) a 

amplificação foi feita com apenas uma reação, sempre com a presença de 3 bandas 

evidentes, de aproximadamente 300pb, 1000pb e 1100pb (Figura 4B). 

Os fragmentos obtidos em ambas reações foram clonados e seqüenciados. 

Para a confirmação da especificidade dos mesmos, suas seqüências foram alinhadas à 

seqüência genômica humana, onde verificamos uma maior similaridade com o clone 

genômico do cromossomo 21 (AL163202). Os três fragmentos amplificados com os 

primers CTSP1-F2 e CTSP1-R2 tiveram sua especificidade confrrmada e 

correspondem a formas de splicing alternativo do gene (Figura 4C). 
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L CTSP-1 

_} 

-n 
600pb ~ 600pb~ 

-m 

c 

I 

n 

m 
1 234567 8 9 10 11 12 13 14 15 

Legenda: A- Produto da Nested-PCR com os primers CTSP-F1N e CTSP-R1N. B- Produto da RT­
PCR com os primers CTSP-F2 e CTSP-R2. O padrão de peso molecular utilizado foi o lOObp (L). C­
Variantes de splicing identificadas após o seqüenciamento dos fragmentos obtidos na amplificação 
com os primers CTSP-F2 e CTSP-R2. 

Figura 4 - RT-PCR do gene CTSP-1 com os primers construídos nas regtoes 
conservadas entre os genes parálogos e a seqüência genômica do cromossomo 21. 

Assim, foi gerada a seqüência consenso formada pela seqüência obtida com o 

seqüenciamento dos clones de cDNA e as seqüências obtidas com o seqüenciamento 

dos fragmentos gerados por RT-PCR. Ao final, foi gerada uma seqüência consenso 

de 3 207 pb, distribuída em 11 exons quando alinhada à seqüência genômica. 

Posteriormente, a técnica de RA CE foi utilizada para extender apenas a 

porção 3' do transcrito, uma vez que o alinhamento entre as extremidades 5' dos 

genes parálogos e a seqüência consenso de 3207pb indicava que a região 5' do gene 
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estava completa (Figura 3). Além disso, a tradução da seqüência consenso revelou a 

presença de um códon de terminação em fase, localizado upstream ao primeiro 

códon de iniciação da tradução (ATG), tomando desnecessária a realização do RACE 

5'. 

Deste modo, através da realização do RA CE 3 ' dois produtos distintos foram 

obtidos (Figura SA), os quais, depois de seqüenciados, foram confirmados como 

seqüências específicas e representando formas de poliadenilação alternativa do gene 

CTSP-1 (Figura SB). 

A 

600pb --... 

B 

I 
1 234567 8 

n 

L CTSP-1 

-I 

-n 

SP-RACE 3' 

• 
9 10 11 12 13 14 15 

Legenda: A- Produto obtido na amplificação. O padrão de peso molecular utilizado foi o lOObp (L). 
B- Formas de poliadenilação alternativa do gene CTSP-1, identificadas após o seqüênciamento dos 
fragmentos amplificados. 

Figura 5- RACE 3' do gene CTSP-1. 

Para análise do padrão de expressão do gene CTSP-1 foram utilizados 

primers localizados nos exons 3 e 8 (SPEXP-F e SPEXP-R). Em diferentes 
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amplificações foram obtidos fragmentos que após o seqüenciamento foram 

confirmados como sendo novas formas de splicing do CTSP-1 (Figura 6). As 

seqüências destas variantes também foram utilizadas na geração da seqüência 

consenso final. Desta maneira, a seqüência protótipo do gene CTSP-1 possui 3916pb 

distribuídos em 15 exons (Figura 3). 

Seqüência completa do CTSP-1 

1 234567 8 

SPEXP-F ..... 

3 4 

9 

5 6 

10 11 12 13 14 

.... .... 
... 

7 

..... 

SPEXP-R 
~ 

8 

15 

Figura 6 - Formas de splicing alternativo do gene CTSP-1 identificadas durante a 
análise do padrão de expressão. 
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4.2 ANÁLISE IN SILICO DOS DOMÍNIOS PROTÉICOS DA 

PROTEÍNA CTSP-1 

Após verificarmos que o gene CTSP-1 possui diferentes formas de splicing 

alternativo, foram geradas diferentes seqüências consenso correspondentes a cada 

uma das variantes identificadas. Posteriormente estas seqüências foram traduzidas 

para a identificação de uma fase aberta de leitura, através da ferramenta TRANSLA TE 

DNA disponibilizada no site do Expasy. Assim, verificamos que a variante que não 

possui os exons 4, 5 e 7, possui a maior fase aberta de leitura, formada por 202 

aminoácidos (Figura 7C). 

Esta fase aberta de leitura extende-se apenas até o nono exon, a partir do qual 

verificam-se vários códons de terminação em todas as fases de leitura. Dada a grande 

diferença de tamanho entre as regiões codificantes dos genes CTSP-1 (606pb) e NY­

BR-1 ( 4125pb ), a qualidade do nosso seqüenciamento foi novamente certificada 

através da comparação da seqüência consenso do CTSP-1 com a seqüência do 

genoma humano disponível no GenBank. Nenhuma alteração nucleotídica entre as 

seqüências que causasse mudança de fase ou a criação de um códon de terminação 

foi identificada, confirmando assim a curta fase aberta de leitura do CTSP-1. 

Outra ferramenta disponível no site do Expasy, o P ROSITE, permitiu a 

verificação da presença de domínios protéicos importantes na seqüência de 

aminoácidos codificada pelo gene CTSP-1. Devido à alta similaridade entre os genes 

CTSP-1 e NY-BR-1, já esperávamos encontrar determinados domínios protéicos 

semelhantes aos que foram identificados no NY-BR-1, tais como: domínio de 

localização nuclear, repetições anquirina e sítio de ligação ao DNA. F oram 
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identificados quase todos os domínios citados, excetuando-se o sítio de ligação ao 

DN~ uma vez que, no gene CTSP-1, a seqüência nucleotídica que codificaria este 

domínio encontra-se downstream ao primeiro códon de terminação (Figura 7 A e B). 

MMKKTTMDLNIRDAKKRTALHWACANGHAEVVTLLVDRKCQLDVLDGENRTTL 
J\ MKALQCQREACANILIDSGADPNIVDVYGNTAVHYAVNSENLSVVAKLLSCGT 

DIKVKNKAGHTPLLLAIRKRSEQIVEFLLTKNANANGVDKFKCIHQQLLEYKQ 
KISKNSQNSNPEGTSEGTPDEAAPLAERTPDTAESLVERTPDE-

AIIIK REP RE&IOII 

B AJIK _REPEM' ._1 _....::::AIIIK=-:.:RE=PE=AT,_______,I '-1 _....::::Alf.K=-.::IU:P=E=AT:....____, 
<'JlK REPEAT A3P_PROT_ 

11111CLEAR 

c Códon de terminação 

fi 
1 2 3 6 8 9 10 11 12 13 14 15 

Legenda: A- Em destaque, os domínios protéicos encontrados: em vermelho o domínio de localização 
nuclear e, em azul, as repetições anquirina. B- Esquema gerado pelo PROSJTE no qual se verifica a 
distribuição dos domínios na seqüência protéica. C- Esquema da variante de splicing que codifica esta 
fase aberta de leitura. 

Figura 7 - Seqüência de aminoácidos obtida a partir da tradução da variante do gene 
CTSP-1 que apresentou a maior fase aberta de leitura. 
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4.3 A V ALIAÇÃO DA EXISTÊNCIA DE POLIADENILAÇÃO 

ALTERNATIVA 

Durante a obtenção da seqüência completa do gene CTSP-1 foram 

identificadas 3 formas de poliadenilação alternativa (Figura 8). A primeira e de 

menor tamanho corresponde à seqüência representada pelos clones de cDNA. As 

demais variantes foram identificadas através dos experimentos de RACE 3 '. A 

avaliação da distribuição das ESTs correspondentes a este transcrito revelou uma 

grande quantidade de ESTs 3' no exon 9, reforçando a existência da variante menor e 

sugerindo que essa variante seja mais abundante (Figura 9). 

Sequência genômica do HC21 

A 

B 

c 
1 23456 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

D 

Legenda: As setas indicam os sítios de poliadenilação presentes nas seqüências do transcrito 
(representada em azul). A- Variante menor, representada pelos clones de cDNA. B- Variante 
intermediária. C- Variante maior, na qual o sítio de poliadenilação utilizado está localizado no exon 
15. D- Sonda utilizada no Northern-blot para a identificação das variantes. 

Figura 8- Variantes do gene CTSP-1 segundo o sítio de poliadenilação. 
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Exon 14 

•• • 

Exon 15 

• 

Legenda: Os triângulos em verde representam os sítios de poliadenilação. A barra amarela representa 
a seqüência genômica do cromossomo 21 e as ESTs estão representadas pelas caixas em vermelho 
(exons), geralmente ligadas por linhas que representam os íntrons. 

Figura 9 - Visualização das ESTs correspondentes ao gene CTSP-1 na interface 
gráfica do Projeto Transcript Finishig lnitiative. 

Para confirmar a existência das formas de poliadenilação alternativa foram 

realizados experimentos de Northern-blot utilizando RNA total de testículo normal. 

Este experimento foi realizado repetidas vezes com uma grande massa de RNA total 

(100-200Jlg), mas sem sucesso, provavelmente devido ao baixo nível de expressão 

do transcrito. Utilizando-se a técnica de amplificação de RNA através de transcrição 

in vitro, uma grande quantidade de RNA mensageiro (aproximadamente 6Jlg) foi 

produzida e, em seguida utilizada em experimento de Northern-blot. 

Na Figura 10, uma banda de aproximadamente 1200pb pode ser observada, 

correspondendo ao tamanho esperado para a variante menor do gene CTSP-1, 

representada pelos clones de cDN A. Entretanto, as outras variantes não puderam ser 

identificadas. O resultado obtido confirma a existência da variante menor e seu maior 

nível de expressão. 
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L T 

1770pb 

~ 1520pb 

1280pb 
11111 ~1200pb 

780pb -----
Legenda: L- RNA ladder; T- mRNA de testículo normal transcrito in vitro. 

Figura 1 O - Identificação das formas de poliadenilação alternativa do gene CTSP-1 
por Northern-blot. 

A dificuldade de detecção das outras duas variantes do gene CTSP-1 pode ser 

explicada por um processo específico de degradação de mRN A chamado NMD 

(nonsense-mediated mRNA decay) (SCHELL et al 2002). Este processo permite que 

células eucariontes eliminem mRN As que contenham códons de terminação da 

tradução prematuros. Tais mRNAs codificam polipeptídeos truncados que poderiam 

exercer efeitos negativos. Assim, torna-se vantajoso para as células minimizar a 

tradução destes mRN As. A questão central sobre este mecanismo é como as células 

identificam tais moléculas de mRNA. 

Acredita-se que as junções exon-exon sejam "marcadas" por um complexo 

chamado EJC (exon-junction complex), o que permite que a posição do íntron 

removido possa ser "detectada" pela maquinaria de tradução (ZHANG et al 1998). 
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Após o processamento do mRN ~ este complexo é depositado 20 pares de base 

upstream às junções exon-exon, e parte dele migra juntamente com o mRN A para o 

citoplasma. Em seguida, este complexo é removido pela maquinaria de síntese 

protéica durante o primeiro ciclo de tradução do mRNA (ISHIGAKI et al. 2001). 

Caso exista uma junção exon-exon a uma distância superior a 50 pares de bases 

downstream ao códon de terminação, o complexo EJC não é removido. Deste modo, 

esta molécula de mRN A permanece "marcada", podendo ser reconhecida e 

posteriormente destruída pelo processo de NMD. 

No gene CTSP-1, o códon de terminação da tradução está localizado no exon 

9. Considerando-se as três formas de poliadenilação alternativa do gene, apenas a 

variante que contém os 9 exons iniciais (variante A- Figura 7), não estaria sujeita ao 

processo de NMD. Por outro lado, as outras duas variantes que possuem exons 

downstream ao códon de terminação (variantes B e C - Figura 7), podem ser 

degradadas por este processo, explicando assim a ausência das mesmas nos 

experimentos de Northern-blot. 

4.4 IDENTIFICAÇÃO DA INSERÇÃO DE ELEMENTOS 

REPETITIVOS NA SEQÜÊNCIA DO GENE CTSP-1 E SUPOSIÇÕES 

SOBRE SUA EVOLUÇÃO 

Durante a análise da seqüência completa do gene CTSP-1 foi identificada a 

inserção de 2 tipos de elementos repetitivos: um elemento LTR (Long Terminal 

Repeat) localizado no exon 9 (nt 1386-2125) e uma seqüência Alu localizada no exon 

12 (nt 2741-3047) (Figura 11). Podemos especular que a inserção do LTR foi 

.. : ; ;' :~ .:~ .·· 

F<· ·. 

•,. 
. ' ~-; 
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responsável pela criação do códon de terminação prematuro e dos sítios alternativos 

de poliadenilação presentes no exon 9, e conseqüentemente pela origem da variante 

menor do gene CTSP-1. 

CTSP-1 
1 

NYBR-1 

23 4 56 7 8 

Seqüência genômica do cromossomo 21 

10 11 13 14 15 

.. .. 
LTR Alu 

Legenda: Neste esquema verifica-se que os mesmos elementos não estão presentes na seqüência do 
NY-BR-1. LTR = Long Terminal Repeat. O triângulo em verde representa os sítios de poliadenilação 
presentes no exon 9. 

Figura 11 - Esquema demonstrando a inserção de elementos repetitivos na seqüência 
do gene CTSP-1. 

Através de alinhamentos entre as seqüências dos genes CTSP-1, NY-BR-1 e 

NY-BR-1.1, verificamos que a similaridade é bem maior entre os genes NY-BR-1 e 

NY-BR-1.1 do que entre o CTSP-1 e os mesmos. Isto sugere que a divergência entre 

o NY -BR-1 e o NY -BR-1.1 é evolutivamente mais recente do que o surgimento do 

CTSP-1. Desta forma podemos especular que o gene CTSP-1 se originou a partir da 

duplicação de um ancestral comum ao NY-BR-1 e NY-BR-1.1. A identificação dos 

elementos repetitivos apenas na seqüência do CTSP-1 reforça esta hipótese. 

A presença do códon de terminação prematuro localizado no exon 9 revelou 

que a região codificante do gene CTSP-1 é muito menor que a do NY-BR-1. Este 

fato, juntamente com a inserção dos elementos repetitivos, gerou a possibilidade de 

que o CTSP-1 fosse um pseudogene. Neste caso, a curta fase aberta de leitura 
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encontrada, embora estivesse preservada, não corresponderia a uma proteína real. 

Antes da produção de anticorpos policlonais para a identificação da proteína CTSP-1 

por experimentos de immunoblotting ou imunohistoquímica, foram feitas algumas 

análises in silico das seqüências disponíveis, com o objetivo de avaliar se o gene 

apresentava características que pudessem sugerir sua funcionalidade. 

4.5 A V ALIAÇÃO DA FUNCIONALIDADE DO GENE CTSP-1 

4.5.1 Análise de Mutações Sinônimas e não Sinônimas 

Segundo a teoria neutra de evolução molecular, pseudogenes evoluem como 

seqüências neutras, isto é, as taxas de substituição de nucleotídeos devem ser 

uniformes ao longo de toda seqüência (KIMURA 1991; LI et al. 1981). Para avaliar a 

possibilidade do CTSP-1 ser um pseudogene, foi feita a avaliação da taxa de 

substituição sinônima (dS) e não sinônima (dN) entre as seqüências codificantes dos 

genes CTSP-1 e NY-BR-1. Em seguida, estas taxas foram utilizadas para o cálculo 

da razão dN/dS. Uma razão dN/dS maior que 1 indicaria seleção positiva, isto é, uma 

seleção a favor da mudança dos aminoácidos, enquanto que uma razão dN/ dS menor 

que 1 indicaria seleção purificadora, ou seja, uma seleção no sentido da conservação 

da proteína. Em pseudogenes espera-se que esta razão seja igual ou próxima de 1, 

pois não há nenhum tipo de seleção atuando sobre o mesmo (KIMURA 1991). As 

análises entre as seqüências do CTSP-1 e NY-BR-1 revelaram uma razão dN/dS de 

aproximadamente 0,6 (P = 0,035). Este resultado sugere fortemente a existência de 

uma seleção purificadora, no sentido de conservação da proteína codificada pelo 

CTSP-1. Desta maneira, mesmo sendo uma proteína "truncada" em relação à 
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proteína NY-BR-1, a proteína codificada pelo CTSP-1 deve possuir uma função 

importante, justificando assim esta conservação. 

Uma possível explicação para a preservação desta proteína "truncada" seria a 

presença de um mecanismo regulatório entre as proteínas CTSP-1, NY-BR-1 e NY­

BR-1.1. Como, aparentemente, o NY-BR-1 e o NY-BR-1.1 são fatores de 

transcrição, a atividade dos mesmos poderia ser regulada através da competição de 

sua ligação a seus sítios alvo. Semelhantemente aos mesmos, a proteína CTSP-1 

também possui repetições anquirina, o que sugere que a mesma seja capaz de se ligar 

às mesmas proteínas alvo. Entretanto, a transcrição dos genes alvo não deve ser 

ativada, uma vez que a proteína CTSP-1 não possui o domínio de ligação ao DNA. 

Um mecanismo semelhante de competição por sítios alvo entre uma forma ativa de 

proteína (com todos os domínios) e outra regulatória (com falta do domínio 

importante para o desempenho da função) foi verificado entre variantes de splicing 

das DNA metil transferases (ROBERTSON et al. 1999). 

4.5.2 Identificação de Gene Ortólogo em Chimpanzé 

Outra maneira de confirmar a funcionalidade de um gene é a conservação do 

mesmo em diferentes espécies. Durante as análises da seqüência consenso do CTSP-

1, verificamos que a mesma possui alta similaridade com um clone genômico 

(AC125393) e uma EST (CB298911) de chimpanzé (Pan troglodytes), sugerindo a 

presença de um gene ortólogo ao CTSP-1 neste organismo. Para a confirmação de 

que este possível gene era um ortólogo do CTSP-1 e não do NY-BR-1 ou NY-BR-

1.1, foi feito um alinhamento múltiplo entre a seqüência da EST de chimpanzé e as 

seqüências dos 3 genes parálogos (Figura 12). Este alinhamento revelou que o 



Resultados e Discussão 78 

possível gene de chimpanzé é um ortólogo do CTSP-1, uma vez que foi encontrada 

apenas a inserção de um nucleotídeo entre a seqüência do CTSP-1 e a EST de 

chimpanzé, sendo esta upstream ao códon de iniciação da tradução. Quando 

comparados à EST de chimpanzé, os genes NY -BR-1 e NY -BR-1.1 apresentaram 3 

inserções e uma grande quantidade de substituições (Tabela 3). 

EST_chimp 
CTSP- 1 mRNA 
NY- BR- 1 mRNA 
NY- BR- 1.1 mRNA 

EST_chimp 
CTSP- 1 mRNA 
NY - BR- 1 mRNA 
NY- BR- 1 . 1 mRNA 

EST_chimp 
CTSP- 1 mRNA 
NY- BR-1 mRNA 
NY- BR- 1 . 1 mRNA 

EST_chimp 
CTSP- 1 mRNA 
NY- BR- 1 mRNA 
NY - BR- 1.1 mRNA 

EST_chimp 
CTSP- 1 mRNA 
NY - BR- 1 mRNA 
NY- BR- 1 . 1 mRNA 

--------------------------------------------------------TCTC 4 
CCCTTCAGTCAGCTGGTCTACACCAACAACGACTCTTACGTGATTCACCATGGGGATCTC 270 
------------CTAGTCTATACCAGCAACGACTCCTACATCGTCCACTCTGGGGATCTT 48 
CCCTTCAGCGAACGGGTCTACACTGAGAAGGACTACGGGACCATCTACTTCGGGGATCTA 297 

AGGAAGATCC CAAAGCTGCCTCCCGGG-CCAAGCCTGGAAGCTGG~Gl\GG 
GCTGCCTCCCGGGGCCAAGCCTGGAAGCTGGJ~GJ\GG 

A ~GATCC TAAAGCTGCCTCCCGGGGACAAGTCCGGAAGCTQ~~QJV\G 

GGGAAGATCCAT CAGCTGCCTCCCGGGGCCAAGTCCAGAAGCTGGi~GlV\G 
* ******** * ************** **** * *********** ***** 

*** 

60 
327 
108 
357 

AAGAAG CGACAATGGACCTGAAC TAAGAGATGCGAAGAAGAGGACTGCTCTACACTGG 120 
AAGAAGACGACAATGGACCTGAAC T GAG TGCGAAGAAGAGGACTGCTCTACACTGG 387 
AGGAAGAAGACCATCAACCTTAATATACAAGACGCCCAGAAGAGGACTGCTCTACACTGG 168 
GGGAAGAAGCCCGTCAACCTGAACAAAAGAGATATGAAGAAGAGGACTGCTCTACACTGG 417 

***** * * * **** ** * * *** *********************** 

GCCTGTGCCAATGGCCATGCAGAAGTAGTAACACTTCTGGTAGATAGAAAGTGCCAGCTT 180 
GCCTGTGCCAATGGCCATGCAGAAGTAGTAACACTTCTGGTAGATAGAAAGTGCCAGCTT 447 
GCCTGTGTCAATGGCCATG~GGAAGTAGTAACATTTCTGGTAG C GAAAGTGCCAGCTT 228 
GCCTGTGTCAATGGCCATGCANAAGTAGTAACATTTCTGGTAG~CAGAAAGTGCC GCTT 477 
******* *********** *********** ********** ********** **** 

GACGTCCTTGATG------------------------- ---------------------- 193 
G~CGTCCTTGATGGCGAAAACAGGACAACTCTGATGAAGGCTCTGCAATGCCAGAGGGAG 507 
GACGTCCTTGATGGCGAACACAGGACACCTCTGATGAAGGCTCTACAATGCCATCAGGAG 288 
AATGTCCTTGATGGCGAAGGGAGGACACCTCTGATGAAGGCTCTACAATGCGAGAGGGAA 537 

* ********** 

Legenda: Em vermelho está representado o códon de iniciação da tradução e, em amarelo, os sítios 
que apresentam nucleotídeos variáveis. 

Figura 12 - Alinhamento múltiplo entre a EST de chimpanzé e as seqüências dos 
genes CTSP-1, NY-BR-1, NY-BR-1.1. 
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Tabela 3 - Alterações nucleotídicas entre a EST de chimpanzé e as seqüências dos 
genes CTSP-1, NY-BR-1 e NY-BR-1.1. 

Alteração nucleotídica em relação à EST de chimpanzé 

Gene humano Substituição Deleção Inserção 

CTSP-1 o o 1 

NY-BR-1 24 o 3 

NY-BR-1.1 27 o 3 

Posteriormente, foram feitos alinhamentos através do programa Nap e Gap 

(HUANG 1994) entre as seqüências do CTSP-1, NY-BR-1 e NY-BR-1.1 e a 

seqüência genômica do chimpanzé. A análise destes alinhamentos revelou que a 

similaridade entre a seqüência genômica do chimpanzé e o CTSP-1 (95%) é bem 

maior do que a similaridade entre a mesma e o NY-BR-1 (46%) ou o NY-BR-1.1 

( 60% ). Além disso, o códon de terminação prematuro presente no exon 9 do gene 

CTSP-1 também foi encontrado na seqüência genômica do chimpanzé (Figura 13). 

Cabe ressaltar que este clone genômico de chimpanzé está localizado no 

cromossomo 22, o qual é sintênico ao cromossomo 21 humano, corroborando com 

nossos achados. 

Além disso, os possíveis genes ortólogos do NY-BR-1 e do NY-BR-1.1 

foram encontrados em chimpanzé nos cromossomos 8 e 1 7, respectivamente. Estes 

cromossomos são sintênicos aos cromossomos humanos nos quais estão localizados 

os genes NY-BR-1 e NY-BR-1.1, cromossomo 10 e 18 respectivamente. Toda esta 

família de genes parece ser exclusiva de primatas pois não encontramos seqüências 

ortólogas em camundongo e rato, cujos genomas já estão completamente 

seqüenciados (http :1 /www. ensemb 1. org). 
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Assim, foi confirmado que o possível gene presente em chimpanzé é um 

ortólogo do CTSP-1. Mais do que isso, este resultado sugere que a duplicação gênica 

ou qualquer que seja o evento que levou ao aparecimento dos parálogos, tenha 

ocorrido antes da diferenciação das duas espécies. Também de grande importância 

evolutiva é o fato de que os mesmos elementos repetitivos (LTR e Alu) encontrados 

na seqüência do CTSP-1, também foram encontrados na seqüência genômica de 

chimpanzé, o que demonstra que a inserção destes elementos também ocorreu antes 

da diferenciação das duas espécies. 

A conservação da proteína codificada pelo CTSP-1 em outra espécie 

corrobora com os achados da análise das taxas de substituição entre os parálogos, e 

contribui para a exclusão da hipótese de que o CTSP-1 seja um pseudogene. 
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228 1 GGGATCTCAGGAAGATCCACAAAGCTGCCTCCCGGGGCCAAGCCTGGAAGCCGGAGAGGA 
----------------------------------------------------------- 1 

1 a 

2341 TGATGAAGAAGACGACAATGGACCTGAACATAAGAGATGCGAAGAAGAGGTACCAGGCCC 
I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I -----------

2 tgatgaagaagacgacaatggacctgaacataagagatgcgaagaagag 

6421 TCCTTAAAAGGCCTCTCACTCTTGTAGGACTGCTCTACACTGGGCCTGTGCCAATGGCCA 
--------------------------- I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I 

51 gactgctctacactgggcctgtgccaatggcca 

6481 TGCAGAAGTAGTAACACTTCTGGTAGATAGAAAGTGTCAGCTTGACGTCCTTGATGGTGA 
11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 

84 tgcagaagtagtaacacttctggtagatagaaagtgccagcttgacgtccttgatggcga 

6541 AAATAGGACCATTCTGATGAAGGTAAATGGTAGCCAGTTCTTTCAGCAGGAGATGGATTT 
I I I I I I I I I I I I I I I I I I I --------------------------------------

144 aaacaggacaactctgatgaag 

6721 ACAGGCTCTGCAATGCCAGAGGGAGGCTTGTGCAAATATTCTCATAGATTCTGGTGCTGA 
---- 11 li I I I I I I I I I I I I I I I I I li I I I I I I li I I I I I I I I I I I I I li I I I I I I I li I 

166 gctctgcaatgccagagggaggcttgtgcaaatattctcatagattctggtgctga 

6781 TCCAAATATTGTAGATGTGTATGGCAACACA TTATGCTGTTAACAGTGAGAA 
I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I --------I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I 

2 2 2 tccaaatattgtagatgtgtatggcaacacagctgtccattatgctgttaacagtgagaa 

6833 TTTGTCAGTGGTGGCAAAATTGCTGTCCTGTGGTGCAGACATCGAAGTGAAGAACAAGGT 
11111111111111 111111111 1111 1 I I 1111 11 11111 11111111111111 --

282 tttgtcagtggtggcaaaattgctgtcctgtggtacagacattaaagtgaagaacaag 

9053 TCAGCTGAGAAATATGTAATTTCATGAATTATAACTTGTTTTTGCTGTTTTACAGGCTGG 
-------------------------------------------------------1 I I I I 

340 gctgg 

9113 CCACACACCACTTTTACTGGCCATAAGGAAAAGAAGTGAGAAAATTGTGAAATTTTTACT 
1111111111 11111 1 11111111111111111111111 1111 111 1 111111111 1 

34 5 ccacacaccacttttattggccataaggaaaagaagtgagcaaattgtggaatttttact 

9173 GACAAAAAATGCAAATGCAAATGCAGTTGATAAGTTTAAATGGTATAGTAGTTTTTTTGT 
I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I -------------- - ---

405 gacaaaaaatgcaaatgcaaatggagttgataagtttaaatg 

1 2 893 TATACATAGTGTTCATCAACAACTTTTGGAATATAAACAAAAGATATCTAAAAATTCTCA 
--------- I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I 

447 cattcatcaacaacttttggaatataaacaaaagatatctaaaaattctca 

12953 AAATAGTAATCCAGGTAAGACCTCTGATAGTAAACTACTCTTGGTGGTGCTACCATAAGA 
I I I I I I I I I I I I I l ------------- ---------------------------------

49 8 a a atagtaatccag 

15593 AGGATGATATTTAGCAGAAGGAAAACTTAACCAGACTCTGTGTTTGGCAGAAGGAACATC 
-------------------------------------------------- 1 I I I I I I I I I 

51 2 aaggaacatc 

15653 TGAAGGAACACCTGATGAGGCTGTACCCTTGGCGGAAAGAACACCTGACACGGCTGAAAG 
111111111111111 1111 111 1111 1111111111 111 11 1111 1111111111 111 

522 tgaaggaacacctgacgaggctgcacccttggcggaaagaacacctgacacggctgaaag 

1 5713 CTTGGTGGAAAGAACACCTGATGAATAGGATACAGTGAATTCCTCTTCAAAGATTTTAGC 
I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I 1--------------------------------

582 c ttggtggaaagaacacctgacgaatag 

Legenda: A seqüência superior representa a seqüência de chimpanzé e a inferior a região codificante 
do gene CTSP-1. Os íntrons estão representados pelos hífens e, em vermelho, a conservação do códon 
de terminação prematuro. 

Figura 13 - Alinhamento global entre a seqüência genômica de chimpanzé e o gene 
CTSP-1. 
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4.6 AVALIAÇÃO DO PADRÃO DE EXPRESSÃO DO GENE CTSP-1 

Durante o trabalho de identificação de novos genes localizados no 

cromossomo 21, foi feita a análise do padrão de expressão em diferentes tecidos 

normais de todos os transcritos identificados. Dentre os transcritos, o CTSP-1 

apresentou-se abundantemente expresso apenas em testículo. Dada a sua similaridade 

com o antígeno NY-BR-1 e considerando-se que a expressão dos antígenos CT é 

restrita a testículo e a tumores, faltava ainda a avaliação da expressão do CTSP-1 em 

tecidos tumorais. Assim, decidimos reavaliar seu padrão de expressão em tecidos 

normais para posteriormente seguirmos com as linhagens celulares tumorais e 

amostras de tumores de pacientes. 

A reação de RT-PCR para avaliação do padrão de expressão do CTSP-1 foi 

inicialmente padronizada com cDNA de testículo normal e posteriormente realizada 

com os outros tecidos. Os produtos das amplificações foram transferidos para 

membranas de nylon e então hibridados com sonda específica. Desta maneira, foi 

possível aumentar a especificidade e sensibilidade da visualização da amplificação. 

Ao final de 4 horas de exposição, uma forte expressão do transcrito pôde ser 

observada apenas em testículo (Figura 14A). Foram identificadas diferentes bandas 

específicas que, após o seqüenciamento, foram caracterizadas como formas de 

splicing alternativo. Posteriormente foi feita uma análise mais detalhada da expressão 

destas variantes de splicing, cujos resultados serão apresentados a seguir. 

Para verificarmos se havia uma expressão muito baixa do CTSP-1 em outros 

tecidos normais, foram feitas outras exposições por um maior período de tempo. 

Após 16 horas de exposição foi possível detectar um sinal de baixa intensidade em 
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outros tecidos normais: pulmão, placenta e glândula salivar (Figura 14C). Entretanto, 

somente a variante de splicing menor foi detectada. 

A 
450pb ____. 
350pb ____. 
300pb ____. 

B 

CTSP-1 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 

GAPDB 
,---~--~--~------ --~--------~--------------~ 

300pb---. 

c 

450pb ----. 
350pb ----. 
300pb ____. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 o 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 2 2 

CTSP-1 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 

Legenda: A- Expressão do CTSP-1 após 4 horas de exposição; B- Expressão do gene GAPDH como 
controle da qualidade da síntese de cDNA, após 4 horas de exposição; C- Expressão do CTSP-1 após 
16 horas de exposição. 1- testículo, 2- cérebro, 3- cólon, 4- pulmão, 5- útero, 6-medula óssea, 7-
placenta, 8- fígado, 9- próstata, 10- timo, 11- rim, 12- cérebro fetal, 13- intestino delgado, 14- mama, 
15- baço, 16- fígado fetal, 17- músculo, 18- coração, 19- medula espinhal, 20- glândula adrenal, 21-
glândula salivar, 22- controle negativo. As três bandas verificadas, indicadas pelas setas, foram 
confirmadas como formas alternativas de splicing. 

Figura 14- Avaliação do padrão de expressão do gene CTSP-1 em tecidos normais 
por RT-PCR seguido por Southern-blot. 

O fato dos produtos amplificados nas amostras normais serem identificados 

apenas após um longo período de exposição, revela que o gene é muito pouco 

expresso nestes tecidos. Cabe ressaltar que os trabalhos mats recentes de 

identificação de antígenos CT utilizaram apenas 30 ou 35 ciclos de amplificação, 

sendo o produto da reação visualizado em gel de agarose, o que torna a detecção da 
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expressão bem menos sensível (DE WIT et al. 2002~ SCANLAN et al. 2002b ~ 

ZENDMAN et al. 2002). 

Em um recente estudo, SCANLAN et al. (2004) procuraram padronizar a 

análise do padrão de expressão dos antígenos CT em tecidos normais. F oi feita a 

análise de 43 antígenos por RT-PCR, utilizando-se 35 ciclos de amplificação. 

Considerando-se apenas a expressão em tecidos normais, os antígenos puderam ser 

divididos em 4 grupos: 1) transcritos restritos a testículo~ 2) transcritos expressos em 

2 ou menos tecidos não gametogênicos (testículo, ovário e placenta)~ 3) transcritos 

expressos entre 3 e 6 tecidos não gametogênicos; e 4) transcritos com expressão 

ubíqua. Dos 43 antígenos estudados, apenas 19 apresentaram expressão restrita a 

testículo, correspondente ao padrão esperado para os antígenos CT. Os outros 24 

antígenos apresentaram expressão em outros tecidos normais, sendo 5 deles 

expressos na maioria dos tecidos normais testados. Se a avaliação do padrão de 

expressão do CTSP-1 fosse feita nas mesmas condições deste trabalho, certamente 

ele pertenceria ao grupo dos antígenos restritos a testículo. Para efeitos comparativos, 

o NY-ES0-1 (provavelmente o antígeno tumoral mais estudado no momento) além 

dos tecidos gametogênicos, apresentou-se expresso também em pâncreas e figado. 

Dando continuidade à avaliação do padrão de expressão do CTSP-1, foi feita 

a análise em linhagens celulares tumorais. Assim como para os tecidos normais, o 

produto das amplificações foi analisado por Southern-blot. Ao final de 4 horas de 

exposição, a expressão do CTSP-1 pôde ser verificada em 9 das 21 linhagens 

testadas (40%), sendo estas derivadas de glioblastoma (A172), tumor de pulmão 

(H358 e H1155), tumor de próstata (Du145), linfoblasto B (IM9), tumor de faringe 

(F ADu), mama (MDA-436) e melanoma (A2058) (Figura 15). Assim como em 
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testículo normal, em algumas linhagens também foi possível identificar formas de 

splicing alternativo. 

Conforme feito para os tecidos normais, a membrana foi exposta por um 

período maior de tempo para verificar se haviam outras linhagens que expressavam o 

CTSP-1 em menor intensidade (Figura 15). Desta maneira, a expressão do transcrito 

foi detectada em mais uma linhagem de leucemia (K562). Além disso, verificamos 

também que as linhagens de tumor de pulmão (H1155), leucemia (IM9), tumor de 

faringe (FADu) e melanoma (A2058) apresentaram expressão de diferentes variantes 

de splicing. 

A 
350pb _____. 
300pb _____. 

B 

300pb _____. 

c 

350pb _____. 
300pb _____. 

CTSP-1 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 

GAPDH 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 

CTSP-1 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 

Legenda: A- Expressão do CTSP-1 após 4 horas de exposição; B- Expressão do gene GAPDH 
como controle da qualidade da síntese de cDNA, após 4 horas de exposição; C- Expressão do CTSP-1 
após 16 horas de exposição.!- Caski; 2- He1a; 3- Al72; 4- T98G; 5- ID..-60; 6-K562; 7- H358; 8-
Hll55; 9- Dul45; 10- PC3; 11- SCABER; 12- IM9; 13- FADu; 14- MCF-7; 15- MDA-436; 16-
ZR75.3A; 17- SW-480; 18- SAOS-2; 19- A2058; 20- SKmel-25; 21- HEPG2; 22- controle negativo 

Figura 15: Avaliação do padrão de expressão do CTSP-1 em linhagens celulares 
tumorais por RT-PCR. 
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Após a verificação da expressão do CTSP-1 em linhagens celulares tumorais, 

foi feita a avaliação em amostras de tumores de pacientes do Banco de Tumores do 

Hospital A.C. Camargo. Devido ao grande número de amostras, o produto das 

amplificações foi analisado apenas em gel de acrilamida corado em prata. A 

sensibilidade desta análise é bem menor do que a feita por Southern-blot, sugerindo 

que a freqüência de expressão do CTSP-1 em tumores seja maior do que a que 

encontramos. 

F oram analisadas 177 amostras de tumores, derivadas de 15 tecidos diferentes 

(Tabela 4). No total, 42% das amostras apresentaram expressão do gene CTSP-1. 

Esta porcentagem pode ser considerada alta frente aos resultados encontrados na 

literatura para outros antígenos da categoria dos antígenos CT, cuja freqüência de 

positividade varia de 1 O a 40% (DE PLAEN et al. 1994; SCANLAN et al. 2002a; 

ZENDMAN et al. 2002). Considerando-se apenas os tumores que tiveram mais de 10 

amostras analisadas, os que apresentaram as maiores porcentagens de expressão 

foram: tumor de pulmão (57%), melanoma (55,5%), tumor de próstata (48%) e 

glioblastoma ( 46%) (Tabela 4). 
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Tabela 4 - Padrão de expressão do CTSP-1 nas amostras tumorais testadas. 

Tecido Expressão 

Pulmão 8/14 (57%) 

Melanoma 10/18 (55%) 

Próstata 12/25 {48%) 

Glioblastoma 6/13 {46%) 

Estômago 4/9 {44%) 

Útero 8/20 (40%) 

Esôfago 2/5 {40%) 

Mama 9/25 (36%) 

Cólon 6/18 (33%) 

Tireóide 6/24 (25%) 

Hemangioma 2/2 

Linfangioma 0/1 

Ovário 0/1 

Bexiga 111 

Rim 0/1 

Total 74/177 (42°/o) 

No trabalho citado anteriormente, de SCANLAN et al. {2004), foi feita 

também uma análise da expressão de 41 antígenos CT em amostras de tumores 

segundo dados da literatura. Esta análise revelou que o perfil de expressão destes 

antígenos varia bastante conforme o tipo de tumor estudado. Embora os autores 

ressaltem que as condições de amplificação utilizadas nos diferentes trabalhos foram 

muito diferentes, algumas comparações generalizadas puderam ser feitas . 

Considerando-se o número de antígenos expressos e a sua freqüência de expressão, 

os tumores puderam ser divididos em 3 grupos: 1) High CT expressors: tumores que 

expressam mais de 50% dos antígenos CT avaliados com uma freqüência maior que 

20% (por exemplo melanoma, câncer de pulmão e de bexiga); 2) Moderate CT 
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expressors: tumores que expressam entre 30 e 50% dos antígenos analisados com 

uma freqüência maior que 20% (por exemplo câncer de mama e de próstata); 3) Low 

CT expressors: expressam menos de 30% dos antígenos com freqüência maior que 

20% (câncer renal e de cólon). Diferentes tipos de tumores, incluindo tumores de 

cérebro e de pâncreas, não puderam ser analisados devido ao baixo número de 

trabalhos sobre expressão de antígenos CT nos mesmos. Desta maneira, 

considerando-se os tipos tumorais em que foi feita a avaliação da expressão do 

CTSP-1 , verifica-se que o perfil de expressão do CTSP-1 nestes tumores é 

condizente com os outros membros da categoria dos antígenos CT. Nos chamou 

atenção a freqüência de expressão em tumor de cólon (33%), um pouco maior do que 

o encontrado na literatura, uma vez que este tipo de tumor é considerado um low CT 

expressor. 

A alta freqüência de expressão do gene CTSP-1 em amostras tumorais de 

diferentes tecidos o torna um excelente candidato para imunoterapia em pacientes 

com câncer. Como nenhum antígeno tumoral foi encontrado em 100% das amostras 

analisadas até o momento, acredita-se que um tratamento eficiente poderá ser obtido 

somente através do uso de vacinas polivalentes. Certamente, o desenvolvimento e a 

eficiência destas vacinas dependem da identificação de novos antígenos com alta 

freqüência de expressão em diferentes tipos de tumores. 

Uma vez que as diferentes formas de splicing alternativo do gene CTSP-1 

apresentaram alteração da fase aberta de leitura, nos pareceu interessante avaliar seu 

padrão de expressão em algumas amostras tumorais. Originalmente estas variantes 

foram identificadas em testículo normal, um tipo de tecido germinativo que apresenta 

expressão de uma grande quantidade de genes, bem como de suas diferentes formas 
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de splicing alternativo (EDDY 2002). Desta mane1ra, foi feita uma análise para 

verificarmos se as variantes do CTSP-1 encontradas em testículo, em especial a 

variante que possui a ma1or fase aberta de leitura, também eram expressas nas 

amostras tumorais. 

Na Figura 16 estão representadas todas as variantes existentes na região 

codificante do CTSP-1. Foram selecionadas algumas linhagens tumorais e amostras 

de tumores para avaliação da expressão destas variantes do CTSP-1, através de RT­

PCR analisado por Southern-blot. Nesta reação foram utilizados primers desenhados 

nos exons 3 e 8 na tentativa de identificarmos todas as variantes da região 

codificante. Como pode ser verificado na Figura 17, foi dificil o isolamento de cada 

variante, mesmo quando o produto foi fracionado em um grande e concentrado gel 

de agarose (2%). Entretanto, fica evidente que a variante menor (variante H- Figura 

16) é a mais freqüentemente expressa nas amostras analisadas. É exatamente esta 

variante que possui a maior fase aberta de leitura. Além disso, verifica-se que outras 

variantes também são expressas nas amostras de tumores, podendo destacar a forte 

expressão das variantes De G em algumas amostras. 
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635pb A 

3 4 5 6 7 8 

498pb B 

539pb c 

402pb D 

472pb E 

335pb F 

376pb G 

239pb H 

Legenda: Do lado direito a denominação da variante e o tamanho aproximado do produto amplificado 
por RT-PCR utilizando-se primers (SPEXP-F e SPEXP-R) desenhados no exons 3 e 8 (setas). Em 
azul, a sonda que foi utilizada no Southern-blot para a identificação das variantes. 

Figura 16- Variantes de splicing da porção codificante do gene CTSP-1. 
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

- ~ 

D 
G 

:t• H 
200pb l,~~ - õ!.'r.,. 

100pb 

Legenda: As amplificações foram feitas com primers que flanqueiam todas as variantes da região 
codificante do gene. As setas amarelas indicam as variantes confirmadas pelo seqüenciamento. l­
Testículo normal, 2- Al72 (linhagem de glioblastoma), 3- A2058 (linhagem de melanoma), 4- Hll55 
(linhagem de tumor de pulmão), 5- Amostra A de tumor de mama, 6- Amostra B de tumor de mama, 
7- Amostra A de tumor de próstata, 8- Amostra B de tumor de próstata, 9- Amostra A de melanoma, 
10- Amostra B de melanoma, 11- Amostra A de tumor de útero, 12- Amostra B de tumor de útero, 13-
Amostra A de tumor de tireóide, 14- Amostra B de tumor de tireóide, 15- Controle negativo (sem 
cDNA). O peso molecular aproximado está indicado no lado esquerdo da figura. 

Figura 17 - Avaliação das variantes de splicing do gene CTSP-1 por RT-PCR 
seguido de Southern-blot. 

4.7 AVALIAÇÃO DO ENVOLVIMENTO DA METILAÇÃO NO 

CONTROLE DA EXPRESSÃO DO GENE CTSP-1 

A metilação é um evento epigenético que consiste na adição de um radical 

metil (CH3) na porção 5' de citosinas que compõe um dinucleotídeo CG (BIRD 

1992). A distribuição destes dinucleotídeos no genoma não é aleatória. Existem no 

genoma regiões que apresentam uma freqüência de CG maior do que o esperado, as 

chamadas ilhas de CpG. Na maioria das vezes, as ilhas de CpG estão localizadas na 
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região promotora dos genes, onde freqüentemente não estão metiladas. Entretanto, 

quando uma ilha de CpG está metilada, verifica-se uma repressão da expressão do 

gene ao qual ela está associada (JONES e TAKAI 2001). 

Uma característica comum dos antígenos CT é a indução de sua expressão, 

através de tratamento com inibidores da DNA metiltransferase-1 ou inibidores das 

histona deacetilases. Esta indução foi verificada em todos os antígenos CT testados 

até o momento, tais como membros da família MAGE e SSX e o NY-ES0-1 

(SCANLAN et al. 2002a). Deste modo, pode-se inferir que a metilação do DNA e a 

modificação da cromatina possuem um papel importante no controle da expressão 

gênica destes antígenos. Provavelmente, a região promotora destes genes encontra-se 

metilada em tecidos normais, e are-expressão dos mesmos em amostras tumorais se 

deve à diminuição global da metilação do genoma observada durante o processo de 

tumorigênese. 

Neste contexto, nos pareceu interessante, como parte da caracterização do 

gene CTSP-1, avaliar seu padrão de expressão em linhagens celulares tumorais após 

o tratamento com agentes desmetilantes. Estes agentes são análogos da citosina e, 

quando incorporados ao DNA, se ligam irreversivelmente às DNA metiltransferases 

inibindo o processo de metilação durante a replicação celular. Desta maneira, a cada 

divisão celular os níveis de metilação são reduzidos, havendo uma re-expressão de 

genes cuja expressão é regulada pela metilação. 

Para tanto a linhagem celular MCF-7, que não expressa o gene CTSP-1 

(Figura 15), foi tratada com Yaza-2,deoxicitidina por 48 horas. Após o tratamento, a 

expressão do gene CTSP-1 foi avaliada por RT-PCR, na qual observou-se uma 

expressão significativa do gene nas células tratadas (Figura 18). Cabe ressaltar que 
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apenas a variante de splicing que apresenta a mator fase aberta de leitura foi 

verificada. Este resultado revela que, a exemplo do que ocorre com outros membros 

da categoria dos antígenos CT, a metilação possui um papel importante no controle 

da expressão do gene CTSP-1. 

CTSP-1 GAPDH 

L 1 2 3 4 1 2 3 4 

:::::_ ..... : I 
~------------------------------------------~ 

Legenda: (1) MCF-7 Mock, (2) MCF-7 tratada com 5'aza 30uM durante 48 horas, (3) Testículo 
normal, (4) Controle negativo (sem cDNA). 

Figura 18- RT-PCR dos genes CTSP-1 e GAPDH após o tratamento da linhagem 
MCF-7 com 5'aza-2'deoxicitidina. 

4.8 EXPRESSÃO E PURIFICAÇÃO DA PROTEÍNA 

RECOMBINANTE CTSP-1 

A expressão da proteína CTSP-1 sob a forma de proteína recombinante em 

sistema heterólogo (E. co/i) foi realizada com duas finalidades distintas. Em um 

primeiro momento, a proteína recombinante foi utilizada para a produção de 

anticorpo policlonal em camundongos, o qual foi posteriormente utilizado para a 

detecção da proteína CTSP-1 em tecidos humanos através de experimentos de 

imunohistoquímica e immunoblotting. Posteriormente, a proteína recombinante foi 

utilizada para detectar a presença de anticorpos específicos contra a proteína CTSP-1 
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em plasma de pacientes com câncer através de experimentos de ELISA e 

immunoblotting. 

A maior fase aberta de leitura do gene CTSP-1 foi amplificada por RT-PCR e 

clonada no vetor pET28a. Este vetor possui um sistema de fusão da proteína 

recombinante à uma seqüência formada por 6 resíduos de histidinas consecutivos 

(His-tag), que permite sua rápida e eficiente purificação em coluna de agarose 

carregada com níquel. Além disso, este vetor também possui um controle eficiente da 

expressão do gene de interesse, diminuindo a expressão basal da proteínas de 

interesse antes da indução por IPTG. 

Após a indução das colônias transformantes com 0,4mM de IPTG a 37° C por 

16 horas, uma forte expressão da proteína recombinante foi obtida (Figura 19). A 

banda que aparece fortemente expressa apenas no extrato total de bactérias induzidas 

corresponde ao tamanho esperado da proteína recombinante (32 KDa). 

Para a confirmação de que a banda predominante no extrato bruto de bactéria 

realmente correspondia à proteína recombinante CTSP-1, o extrato foi analisado por 

immunoblotting, utilizando-se anticorpo anti-His-tag. Como esperado, o anticorpo 

anti-His-tag (Figura 20) reconheceu apenas a banda predominante do extrato bruto 

corado com Coomassie Blue (Figura 19). No controle negativo, feito com bactérias 

não induzidas com IPTG, observa-se apenas uma fraca marcação correspondente à 

expressão basal da proteína (Figura 20). 



Resultados e Discussão 95 

- 35kDa 
CTSP-1 .. 

- 25kDa 

1 2 3 4 M 

Legenda: 1, 2 e 3- Extratos de 3 clones de bactéria induzidos por 16 horas a 37° C com 0,4mM IPTG. 
4- Extrato de bactéria não induzida. M- Marcador de peso molecular. 

Figura 19 - Extrato bruto de bactéria BL21 expressando a proteína recombinante 
CTSP-1. 

30kDa .. 

20kDa .. 

1 2 3 

Legenda: Os extratos de bactéria foram transferidos para uma membrana de nitrocelulose e 
posteriormente incubados com anticorpo anti-His-tag. 1- Controle positivo: outra proteína 
recombinante expressa no mesmo vetor e que também contém a cauda de histidina. 2- Extrato de 
bactéria não induzida. 3- Extrato de bactéria induzida por 8 horas a 37° C com 0,4mM IPTG. As 
indicações do padrão de peso molecular aparecem no lado esquerdo da figura. 

Figura 20 - Immunoblotting com extrato bruto de bactéria BL21 expressando a 
proteína recombinante CTSP-1 . 
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Para a padronização dos protocolos de purificação da proteína recombinante é 

importante obter informações sobre a solubilidade da mesma. Para tanto, a indução 

da expressão da proteína recombinante foi realizada em pequena escala e as bactérias 

induzidas foram lisadas por sonicação em tampão apropriado. Deste modo, as 

proteínas insolúveis, contidas nos corpos de inclusão, foram sedimentadas por 

centrifugação e separadas das proteínas solúveis que permaneceram no sobrenadante. 

As duas frações de proteínas foram desnaturadas em tampão de amostra e 

fracionadas por eletroforese em gel de SDS-acrilamida como descrito em materiais e 

métodos. Como pode ser verificado na Figura 21, a maior parte da proteína CTSP-1 

recombinante encontra-se expressa na forma insolúvel. 

35kDa-

• CTSP-1 

25kDa-

M 1 2 3 

Legenda: 1- Extrato bruto induzido por 16 horas. 2- Extrato de proteínas solúveis. 3- Extrato de 
proteínas insolúveis. M- Marcador de peso molecular. 

Figura 21- Teste de solubilidade da proteína recombinante CTSP-1. 
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Uma vez determinada a solubilidade da proteína recombinante, a purificação 

da mesma foi feita em larga escala a partir de uma cultura de 250mL de meio, 

utilizando as mesmas condições de indução descritas anteriormente. No entanto, após 

a lise das bactérias, apenas o pellet de proteínas insolúveis foi utilizado para a 

purificação em coluna acoplada a níquel. Inicialmente o pellet de proteínas foi 

dissolvido em tampão contendo uréia (em condição desnaturante) e, em seguida, 

aplicado em uma coluna de agarose carregada com níquel. Devido à alta afinidade da 

cauda de histidina pelo níquel, a proteína recombinante ficou retida na coluna. Após 

a completa lavagem da coluna, para a retirada de proteínas inespecíficas, iniciou-se a 

eluição da proteína recombinante com tampão contendo diferentes concentrações de 

imidazol, o qual compete com o grupo imidazol presente nos resíduos de histidina 

pela ligação ao níquel. As frações eluídas da coluna foram coletadas separadamente e 

analisadas em gel de SDS-acrilamida, no qual verificou-se que a maior parte da 

proteína recombinante foi eluída nas frações de 100 e 250mM de imidazol (Figura 

22). Estas frações foram reunidas e submetidas à diálise para a remoção parcial da 

uréia e total do imidazol. Ao final da diálise, a proteína foi armazenada em tampão 

sódio-fosfato contendo 1M de uréia e em concentração aproximada de 0,3Jlg/JlL. 
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30kDa- ..,..-41--- CTSP-1 

M 1 2 3 4 5 6 7 8 

Legenda: 1- Extrato protéico antes da purificação~ 2- Extrato protéico após a passagem pela coluna~ 

3- Produto da lavagem da coluna com tampão de sonicação 4- Produto da eluição com tampão lOmM 
Imidazol~ 5, 6, 7 e 8- Idem com tampão 25mM, 50mM, lOOmM, 250mM Imidazol, respectivamente~ 
M- Marcador de peso molecular. 

Figura 22 - Purificação da proteína recombinante CTSP-1 em coluna de agarose. 

4.9 PRODUÇÃO DE ANTICORPOS ANTI-CTSP-1 EM 

CAMUNDONGOS 

Anticorpos policlonais anti-proteína recombinante CTSP-1 foram produzidos 

em camundongos de duas linhagens: C57 e Swiss. Foram utilizados 3 animais de 

cada linhagem, com 3 meses de idade em média. Na imunização foi utilizado o 

adjuvante de Freund para potencializar a resposta ao antígeno. Foram feitas 3 

imunizações por animal com intervalo de 21 dias e o soro dos mesmos foi testado ao 

final de 2 semanas após a última imunização. O título dos anticorpos anti-CTSP-1 foi 

verificado por ELISA e immunoblotting (Figuras 23, 24 e 25). Em todos os 

experimentos foram feitos controles com soro de camundongo não imune da mesma 

linhagem (C57 ou Swiss), os quais não reagiram com a proteína CTSP-1. Foram 
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feitos também os seguintes controles negativos: BSA (Bovine Se rum Albumin) no 

ELISA (considerado como "branco" das reações); proteína irrelevante produzida no 

mesmo sistema de expressão no Western-blot. 
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Figura 23 - Titulação do anticorpo anti-CTSP-1 proveniente de camundongos Swiss 
através de ensaio de ELISA. 
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Figura 24 - Titulação do anticorpo anti-CTSP-1 proveniente de camundongos C57 
através de ensaio de ELISA. 

,: :: 
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Swiss +- ~32kDa 

.-- ,....32k.Da 
C 57 

A B c D E FGHIJ 

Legenda: Foi testado apenas o soro do camundongo que apresentou o título mais alto no ELISA. Na 
membrana foi imobilizada 0,5ug de proteína recombinante CTSP-1 por canaleta. Diluições: A-
1:1000; B- 1:2500; C- 1:5000; D- 1:10000; E- 1:20000; F- 1:40000; G- 1:80000; H- 1:160000; I-
1:320000; J- Controle negativo: proteína irrelevante produzida no mesmo sistema de expressão. 

Figura 25 - Titulação do anticorpo anti-CTSP-1 proveniente de camundongos C57 e 
Swiss através de immunoblotting. 

4.10 DETECÇÃO DA PROTEÍNA CTSP-1 EM AMOSTRAS DE 

TECIDO HUMANO 

4.10.1 Immunoblotting 

Para a detecção inicial da proteína CTSP-1 em tecido humano, o tecido 

escolhido foi testículo normal, uma vez que o mesmo apresentou a expressão mais 

forte dentre os tecidos analisados por RT-PCR. O tecido foi lisado em tampão 

desnaturante e fracionado em gel de SDS-acrilamida como descrito em materiais e 

métodos. Em seguida, o extrato total de proteínas foi transferido e imobilizado em 

membrana de nitrocelulose para posterior incubação com o anticorpo anti-CTSP-1 

policlonal de camundongo. Neste caso optou-se por usar o soro do camundongo C57 

que apresentou o título de anticorpo mais alto nos ensaios de ELISA e 
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immunoblotting. Uma banda específica de aproximadamente 22kDa pôde ser 

identificada, correspondendo ao tamanho esperado (202aa) (Figura 26). No controle 

feito com o soro irrelevante de camundongo C57, nenhuma banda foi visualizada. 

30kDa-

4 CTSP-1 

20kDa-

M 1 2 

Legenda: 1- Soro do camundongo C57-2; 2- Soro irrelevante de camundongo C57. Ambos foram 
dilu[idos 1: 10000. M- Marcador de peso molecular. 

Figura 26 - Detecção da proteína CTSP-1 em extrato protéico de testículo normal 
por immunoblotting. 

Deste modo, a hipótese de que o CTSP-1 pudesse ser um pseudogene foi 

completamente afastada. Entretanto, para a caracterização do mesmo como um 

antígeno tumoral, ainda restava realizar a análise do padrão de expressão da proteína 

em amostras de tecidos tumorais e a detecção de anticorpos específicos contra a 

proteína CTSP-1 em amostras de plasma de pacientes com câncer. 
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4.10.2 Imunohistoquímica 

Para avaliarmos o padrão de expressão da proteína CTSP-1 nos diferentes 

tipos celulares que compõem um tecido e ainda determinar sua localização sub­

celular, foram feitos experimentos de imunohistoquímica (IHQ) a partir de amostras 

emblocadas em parafina. Para tanto, foram utilizados o mesmo anticorpo utilizado 

em immunoblotting e a amostra de testículo normal como controle positivo. Na 

Figura 27 verifica-se uma forte marcação nas células germinativas (no interior dos 

túbulos seminíferos) e também nas células de Leydig (grupos celulares específicos 

fora dos túbulos). Dependendo do campo do tecido analisado observa-se uma forte 

marcação nuclear compatível com a presença do domínio de localização nuclear na 

seqüência de aminoácidos da proteína CTSP-1. Entretanto, a maior parte da 

marcação é predominantemente citoplasmática. Já no controle feito com soro 

irrelevante de camundongo C5 7, nenhuma marcação foi verificada. 



Anticorpo irrelevante 
(1:2000) 

Anticorpo anti-CTSP-1 
(1:2000) 
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Anticorpo anti-CTSP-1 
depletado (1:500) 

Legenda: A- Anticorpo irrelevante, diluição. 1:2000; B- Anticorpo anti-CTSP-1, diluição 1:2000; C­
Anticorpo anti-CTSP-1 depletado, dil. 1:500; A, B e C - aumento de 200X. D, E e F- idem em 
aumento de 400X. 

Figura 27: Cortes histológicos de testículo normal reagidos contra diferentes 
anticorpos para a detecção da proteína CTSP-1. 

Para a confirmação da especificidade do anticorpo policlonal, foi feito um 

teste de depleção do soro do camundongo, no qual a proteína recombinante CTSP-1 

foi utilizada para a remoção dos anticorpos específicos contra mesma. Assim, o soro 

depletado foi utilizado inicialmente em experimentos de immunoblotting contra a 

proteína recombinante para a confirmação da depleção total dos anticorpos anti-

CTSP-1. Como pode ser verificado na Figura 28, o soro depletado não foi capaz de 

reconhecer a proteína recombinante, nem mesmo quando testado em uma 

concentração maior (diluição de 1: 1 0000) do que a originalmente utilizada para a 

detecção da proteína (1: 160000). Além disso, o complexo protéico ligado à resina de 

agarose foi eluído e transferido para uma membrana de nitrocelulose, a qual foi 
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incubada com anticorpo anti-imunoglobulina G de camundongo. Assim, observamos 

as bandas correspondentes às cadeias leve e pesada de imunoglobulina demonstrando 

a ligação do anticorpo policlonal à proteína recombinante fixada na resina (Figura 

28). Confirmada a eliminação dos anticorpos anti-CTSP-1 por immunoblotting, o 

soro depletado foi utilizado em experimentos de imunohistoquímica na amostra de 

testículo normal, para avaliar a especificidade da forte marcação encontrada nas 

células germinativas. Como esperado, o soro depletado não apresentou nenhuma 

marcação, mesmo quando utilizado em um título mais concentrado (1:500) do que o 

original (1 :2000) (Figura 27). 

M 1 2 3 

...--- Cadeia pesada 

30kDa- ...--- Cadeia leve 

Legenda: 1 e 2- Proteína recombinante CTSP-1 fracionada em gel e imobilizada na membrana, 
posteriormente incubada com o soro anti-CTSP-1 antes da depleção (1) (diluição 1:100000) e após a 
depleção do soro (2) (diluição 1:10000); 3- O eluato de proteínas ligadas à resina (previamente 
carregada com a recombinante ), após a depleção do soro, foi imobilizado na membrana. 
Posteriormente, a membrana foi incubada com anticorpo anti-IgG de camundongo. M- Marcador de 
peso molecular. 

Figura 28 - Immunoblotting para verificação da depleção de lgG anti-CTSP-1 do 
soro munno. 
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A expressão preferencial em células germinativas está de acordo com o 

esperado para os antígenos CT, o que reforça a caracterização da proteína CTSP-1 

como um novo membro desta categoria. No entanto, também foi encontrada uma 

forte marcação para a proteína CTSP-1 nas células epiteliais do epidídimo, o que 

ainda não foi descrito na literatura para os demais antígenos CT (Figura 29). No 

controle negativo, feito com anticorpo irrelevante, nenhuma marcação foi verificada 

(dado não mostrado). 

Legenda: Aumento de 200X Diluição de 1:2000. 

Figura 29 - Corte histológico de epidídimo normal reagido contra anticorpo anti­
CTSP-1. 

Após a confirmação da especificidade do anticorpo anti-CTSP-1, amostras de 

outros tecidos também foram analisadas por IHQ, para a confirmação da expressão 

diferencial da proteína CTSP-1 em tumores. Para tanto, inicialmente foram 

selecionados 2 casos de tumor de próstata e 2 de tumor de mama, todos com seus 
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tecidos normais pareados. As amostras de tumores de mama e próstata escolhidas já 

haviam sido testadas por RT-PCR sendo uma delas positiva e a outra negativa para a 

expressão do gene CTSP-1 . De forma interessante, todas as amostras tumorais 

apresentaram marcação específica, independente do resultado obtido na RT-PCR 

(Figuras 30 e 31). Já dentre as amostras normais, nenhuma apresentou marcação 

significativa, confirmando a restrita expressão da proteína a tumores. Nos controles 

feitos com o soro irrelevante (Figuras 30 e 31) e com o soro depletado (dado não 

mostrado), nenhuma marcação foi verificada em nenhuma das amostras normais ou 

tumorais. 
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Legenda: A- tecido normal correspondente ao tumor RT-PCR negativo, incubado com anticorpo 
irrelevante; B- tecido normal correspondente ao tumor RT-PCR negativo, incubado com anticorpo 
anti-CTSP-1; C- tecido tumoral com RT-PCR negativo, incubado com anticorpo irrelevante; D- tecido 
tumoral com RT-PCR negativo, incubado com anticorpo anti-CTSP-1; E, F, G e H- Idem, com as 
amostras correspondentes ao tumor RT-PCR positivo. Todos os painéis com aumento de 100X. 

Figura 30 - Cortes histológicos de amostras de próstata reagidos contra diferentes 
anticorpos para detecção da proteína CTSP-1. 
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Anticorpo anti-CTSP-1 
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Legenda: A- tecido normal correspondente ao tumor RT-PCR negativo, incubado com anticorpo 
irrelevante; B- tecido normal correspondente ao tumor RT-PCR negativo, incubado com anticorpo 
anti-CTSP-1; C- tecido tumoral comRT-PCR negativo, incubado com anticorpo irrelevante; D- tecido 
tumoral com RT-PCR negativo, incubado com anticorpo anti-CTSP-1; E, F, G e H- Idem, com as 
amostras correspondentes ao tumor com RT-PCR positivo. Todos os painéis com aumento de 100X. 

Figura 31 - Cortes histológicos de amostras de mama reagidos contra diferentes 
anticorpos para detecção da proteína CTSP-1. 
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Em vista destes resultados discrepantes, a RT-PCR e a IHQ das amostras 

tumorais selecionadas foram repetidas. Como esperado, na IHQ os resultados foram 

os mesmos obtidos anteriormente, sendo observada marcação do anticorpo em todas 

as amostras tumorais. Entretanto, na RT-PCR, a amostra de tumor de próstata que 

inicialmente foi considerada como negativa para a expressão do transcrito, revelou 

uma fraca expressão, que corrobora com a fraca marcação do anticorpo anti-CTSP-1 

encontrada na IHQ. Já para as amostras de tumor de mama os resultados obtidos na 

primeira RT-PCR foram confirmados e a discrepância mantida. 

A aparente ausência de correlação entre a expressão do transcrito e da 

proteína CTSP-1 pode ser explicada pelo baixo nível de expressão e uma eventual 

instabilidade do transcrito. Este fato explicaria a dificuldade encontrada na detecção 

do transcrito em experimentos de Northem-blot, assim como a necessidade de um 

elevado número de ciclos na amplificação do transcrito por RT-PCR. Além disso, 

discrepâncias entre a expressão de proteína e RNA mensageiro podem refletir a 

heterogeneidade do tumor e os diferentes níveis de sensibilidade das técnicas 

utilizadas na detecção dos mesmos. Por último, a degradação parcial do RNA 

extraído de amostras tumorais devido à presença de necroses e às condições de coleta 

do material, é muito freqüente. 

Diferentes trabalhos na literatura já descreveram esta aparente discrepância 

para outros genes, como o receptor de estrógeno e cerbB2 e a principal justificativa 

dada é a heterogeneidade da massa tumoral (ONODY et al. 2001; O MOTO et al. 

2002). Outro trabalho muito interessante fez uma análise em larga escala da 

correlação entre o nível de RNA mensageiro (avaliado por cDNA microarray) e a 

proteína correspondente (avaliada por tissue-array) em amostras de pulmão de rato, e 
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os resultados encontrados foram muito discrepantes, sendo a maior meia-vida das 

proteínas a principal explicação dada pelos autores do trabalho (IZZOTTI et al. 

2004). 

De qualquer maneira, será de grande importância a análise da expressão do 

CTSP-1 em um maior número de amostras de tumores, permitindo assim a 

confimação dos resultados de RT-PCR e ainda a realização de estudos de associação 

entre a expressão do antígeno e os dados anátomo-clínicos do paciente. Estudos 

anteriores revelaram que a expressão dos antígenos CT pode estar associada à 

progressão tumoral e a tumores com maior potencial de malignidade (SCANLAN et 

al. 2002a). Por exemplo, a expressão dos genes MAGE-1, 2, 3 e 4 foi detectada, 

respectivamente, em 16%, 41%, 36% e 11% dos casos de melanoma primário 

(n=100) e em 48%, 70%, 76% e 22% de melanomas metastáticos (n=145) 

(BRASSEUR et al. 1995). Do mesmo modo, a expressão do NY-ES0-1 foi detectada 

em 10% das amostras de melanoma primário (n=20) e em 47% das lesões 

metastáticas (n=32) (GOYDOS et al. 2001). 

4.11 DETECÇÃO DE ANTICORPOS ANTI-CTSP-1 EM PLASMA DE 

PACIENTES COM CÂNCER 

Para finalizar a caracterização da proteína CTSP-1 como um novo antígeno 

tumoral, era necessário demonstrar a existência de resposta imune específica contra 

essa proteína em pacientes com câncer. Devido à disponibilidade de amostras de 

plasma de pacientes no Banco de Tumores do Hospital A.C. Camargo, optou-se por 

investigar a existência de resposta imune humoral, ou seja, a presença de anticorpos 
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circulantes anti-CTSP-1. Assim, foram analisados plasmas de pacientes com 

diferentes tipos de tumor, sendo que, para a ma1ona dos casos, a detecção do 

transcrito na amostra tumoral correspondente já havia sido verificada na parte inicial 

deste projeto. Além disso, plasmas de 50 indivíduos sadios também foram analisados 

e utilizados como controles negativos. 

A maioria dos trabalhos que avaliam a presença de anticorpos contra 

antígenos tumorais da categoria dos antígenos CT utiliza a técnica de ELISA para tal 

finalidade (JAGER et al. 1998 e 1999; DONG et al. 2003). Nestes trabalhos, são 

analisados soros de indivíduos sadios que servem de referência para determinar a 

positividade das amostras dos pacientes com câncer. Assim, para determinar o valor 

de cut-o.ff, é feita a média das leituras das amostras dos indivíduos sadios e calculado 

o desvio padrão das leituras. Considera-se positivo todo soro de paciente cuja leitura 

ultrapasse a média obtida entre os soros sadios somada de 3 vezes o desvio padrão 

determinado. 

Deste modo, inicialmente foram feitos experimentos controle com plasma de 

indivíduos sadios para o cálculo do cut-o.ff a ser utilizado na determinação da 

positividade para os pacientes com resposta específica anti-CTSP-1. De maneira 

geral, foi verificado um alto background nas amostras do grupo controle e ainda, 

uma grande variabilidade entre as mesmas. Com isso, segundo o cut-o.ff estabelecido 

pela análise dos plasmas de indivíduos sadios, ao analisarmos as amostras dos 

pacientes, apenas um foi considerado positivo para a presença de anticorpos anti-

CTSP-1. 

O alto background e a variabilidade entre as amostras podem ser explicados 

pela utilização de plasma ao invés de soro na realização dos experimentos de ELISA. 
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Isto se deve à presença de uma grande quantidade de proteínas séricas no plasma, 

que interferem na especificidade do experimento. Além disso, espera-se que o título 

de anticorpos (quando presentes) seja baixo e, por isso a amostra não pode ser muito 

diluída no momento da análise, aumentando a inespecificidade da reação. Embora o 

resultado fosse importante para revelar a existência de resposta imune contra a 

proteína CTSP-1, acreditamos que o uso da técnica de ELISA não seja apropriado 

para a investigação de anticorpos em plasma de pacientes. 

A presença de anticorpos anti CTSP-1 no plasma de pacientes com câncer 

passou então a ser avaliada por immunoblotting. Neste caso, o resultado obtido foi 

bastante promissor, pois amostras de indivíduos sadios que, quando analisadas por 

ELISA, apresentaram a mesma leitura que algumas amostras de pacientes, 

mostraram-se negativas quanto à presença de anticorpos específicos. Por outro lado, 

o número de amostras de pacientes que apresentaram anticorpos anti-CTSP-1 

aumentou significativamente. Cabe ressaltar que, embora mais trabalhosa, a técnica 

de immunoblotting é bem mais específica do que o ELISA (comumente utilizado na 

literatura), uma vez que a positividade se dá pelo reconhecimento da proteína 

recombinante no tamanho esperado após seu fracionamento em gel. Neste caso, o 

background causado pela alta concentração das amostras pode ser facilmente 

diferenciado de um sinal positivo específico (Figura 32). 

A freqüência encontrada de anticorpos anti-CTSP-1 no plasma dos pacientes 

foi de 20,0% (Tabela 5). Os portadores de câncer de próstata foram os pacientes que 

apresentaram a maior freqüência de anticorpos ( 40% ). Esta freqüência encontrada é 

extremamente significativa quando comparada aos resultados de imunogenicidade de 

outros antígenos CT já estudados (SCANLAN et al. 2002a). O NY-ES0-1 é o 
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antígeno mais imunogênico da categoria dos antígenos CT já descrito até o momento, 

sendo encontrados anticorpos específicos em pacientes com diferentes tipos de 

tumor: câncer de ovário (12o/o), melanoma (9%), câncer de mama (8%) e câncer de 

pulmão ( 4%) (STOCKERT et ai. 1998). Esta porcentagem pode subir para 25-50% 

dos casos, se forem considerados apenas pacientes cujos tumores apresentem 

expressão do transcrito correspondente. Já para os outros antígenos CT a presença de 

anticorpos em pacientes com câncer é pouco freqüente, nunca ultrapassando 10% dos 

casos. 

No futuro será interessante analisar um maior número de amostras de um 

mesmo tipo de tumor, na tentativa de avaliar o efeito prognóstico da presença de 

resposta imune humoral anti-CTSP-1. Em um estudo com pacientes portadores de 

carcinoma de células transicionais de bexiga, a presença de anticorpos anti-NY-ES0-

1 foi detectada apenas nos pacientes com lesões de alto grau (G3), mostrando assim 

que, além da expressão do transcrito no tumor, a presença de anticorpos específicos 

no soro do paciente também está associada ao grau avançado do tumor (KURASHI 
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1 2 3 4 

Legenda: A proteína recombinante CTSP-1 foi fracionada e imobilizada na membrana, a qual foi 
incubada com: 1, 2 e 3- plasmas de indivíduos sadios; 4, 5 e 6- plasmas de pacientes com câncer; 7-
Controle positivo: soro murino anti-CTSP-1. 

Figura 32 - Identificação de anticorpos específicos em plasma de pacientes com 
câncer por lmmunoblotting. 

Tabela 5 - Freqüência de anticorpos anti-CTSP-1 em plasma de pacientes com 
diferentes tipos de tumor. 

Tecido Anticorpo 

Próstata 8/24 (33%) 

Mama 6/1 8 (33%) 

Tireóide 3/10 (30%) 

Cólon 4/20 (20%) 

Útero 3/22 (14%) 

Estômago 1/8 (1 2%) 

Melanoma 2/23 (9%) 

Pulmão 1/13 (8%) 

Esôfago 0/4 

Hemangioma 0/2 

Linfangioma 0/1 

Ovário 111 

Bexiga 0/1 

Rim 0/1 

Total 29/148 (20,0°/o) 
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Para a matona dos casos analisados (126 amostras) foi possível fazer o 

pareamento entre o estudo da expressão do transcrito CTSP-1 no tumor e a 

investigação da presença de anticorpos específicos no plasma do paciente (Tabela 6). 

Dentre as amostras em que foram realizadas análises simultâneas de expressão do 

transcrito e de presença de anticorpos, 59 ( 4 7%) não apresentaram expressão do 

transcrito no tumor nem a presença de anticorpos específicos no plasma. Para 11 

amostras (9%) foi possível detectar como esperado tanto a presença do transcrito no 

tumor como a de anticorpos específicos no plasma do paciente. No entanto, para o 

restante das amostras não foi possível estabelecer uma correlação direta entre a 

expressão do transcrito e a presença de anticorpos. Para 43 amostras (34%) foi 

possível detectar a expressão do transcrito mas não a presença de anticorpos. De 

maneira inversa, para 13 amostras ( 10%) a presença de anticorpos no plasma do 

paciente foi detectada mesmo na ausência de expressão do transcrito no tumor 

correspondente. 
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Tabela 6 - Casos de pacientes em que foram analisadas a expressão do gene CTSP-1 
no tumor por RT-PCR e a presença de anticorpos específicos (Ac) no plasma. 

Tecido 
RTpositivo RTpositivo RTnegativo RTnegativo 

Total 
Ac positivo Ac negativo Ac positivo Ac negativo 

Cólon 2 4 2 9 17 

Esôfago o 2 o 2 4 

Estômago o 4 1 3 8 

Mama 2 4 3 6 15 

Melanoma 1 8 o 8 15 

Próstata 4 4 4 9 21 

Pulmão 1 7 o 5 13 

Tireóide o 3 2 3 8 

Útero 1 6 o 12 19 

Hemangioma o 2 o o 2 

Linfangioma o o o 1 1 

Ovário o o 1 o 1 

Bexiga o 1 o o 1 

Rim o o o 1 1 

Total 11 43 13 59 126 

Trabalhos semelhantes com outros antígenos tumorais, incluindo o NY -ESO-

1, também encontraram a presença de anticorpos em pacientes com tumores sem 

expressão dos respectivos antígenos (MAIO et al. 2003; AKCAKANAT et al. 2004). 

Possíveis explicações para esses resultados discrepantes seriam: 1) o baixo nível de 

expressão e a instabilidade do transcrito (como discutido anteriormente); 2) a 

expressão heterogênea do transcrito na amostra tumoral que também dificultaria sua 

detecção por RT-PCR; 3) presença de resposta imune anti-CTSP-1 no início do 

desenvolvimento do tumor com posterior seleção de clones de células tumorais que 

não expressam o antígeno; 4) expressão do transcrito apenas na metástase do tumor. 
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De forma interessante, dentre os 50 plasmas de indivíduos sadios analisados, 

um apresentou sinal positivo na análise feita por immunoblotting. Casos como este já 

foram descritos na literatura para outros antígenos CT, como o MAGE-A1 e outros 

membros da família MAGE, e acredita-se que seja resultado de reação cruzada em 

indivíduos que têm Vitiligo e Lupus Eritematoso ou ainda resposta imune efetiva em 

indivíduos que se submeteram à vasectomia (HOON et al. 1995; MCCURDY et al. 

1998; LEA et al. 1997; ROCHA et al. 2000). Além disso, não podemos descartar a 

possibilidade de termos identificado uma resposta imune a um tumor ainda não 

diagnosticado. Este seria um exemplo no qual a presença de anticorpos específicos 

poderia funcionar como um marcador para câncer. 

De qualquer maneira, a detecção de anticorpos anti-CTSP-1 no plasma de 

pacientes com câncer confirmou sua antigenicidade e a caracterização do mesmo 

como um novo antígeno tumoral da categoria dos antígenos CT. Como dito 

anteriormente, estes antígenos possuem grande potencial terapêutico, principalmente 

devido ao seu restrito padrão de expressão. Entretanto, excetuando-se o NY-ES0-1 e 

alguns membros da família MAGE, a maioria dos antígenos desta categoria estão 

presentes em menos de 10% das amostras de tumores analisadas, o que dificulta a 

utilização dos mesmos no tratamento do câncer (SCANLAN et al. 2002a). 

A freqüência de expressão e a espontânea imunogenicidade são critérios 

importantes para alvos potenciais de vacinas para o câncer. O perfil de expressão dos 

antígenos tumorais é um pré-requisito para o desenvolvimento da vacina, enquanto 

que a pré-existência de imunidade autóloga demonstra o potencial do sistema imune 

em reconhecer o antígeno, revelando que provavelmente a vacinação resultará em 

resposta imune. O NY -ES0-1 é o antígeno mais imunogênico desta categoria, sendo 
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encontrados anticorpos específicos em aproximadamente 8% dos pacientes com 

câncer. Esta aparente pequena porcentagem faz com que o NY-ES0-1 seja o 

antígeno tumoral mais estudado atualmente e com o maior número de ensatos 

clínicos em desenvolvimento (SCANLAN et al. 2004; CHEN et al. 2004). 

Quando comparado aos antígenos CT descritos na literatura, o CTSP-1 

destaca-se pela alta freqüência de expressão em diferentes tipos tumorais e mais 

ainda pela alta imunogenicidade encontrada nestes pacientes. Isto o torna um 

excelente candidato para imunoterapia no tratamento do câncer. Para que ensaios 

clínicos futuros sejam viabilizados outros estudos in vitro serão necessários para uma 

melhor compreensão da resposta imune espontânea anti-CTSP-1 em pacientes com 

câncer. Um importante passo neste sentido será a verificação da presença de células 

T anti-CTSP-1 nestes pacientes. Para a maioria dos antígenos CT a presença de 

resposta imune celular está associada à presença da resposta humoral, o que sugere 

fortemente a existência de tal resposta contra o CTSP-1. Além da identificação de 

linfócitos T CD8, alguns trabalhos também têm investigado a presença de células T 

CD4 helper específicas contra estes antígenos, visto que a presença das mesmas é 

imprescindível para a manutenção da resposta citotóxica e da produção de anticorpos 

(CHEN et al. 2004; DA VIS et al. 2004). 

Outro importante passo a ser dado será a identificação dos epítopos 

antigênicos do CTSP-1 que são reconhecidos pelo SI dos pacientes com câncer. 

V árias peptídeos antigênicos de diferentes antígenos CT reconhecidos por células T 

citotóxicas já foram identificados e alguns deles estão sendo testados como 

candidatos a imunoterapia em pacientes com câncer (GNJATIC et al. 2000 e 2002; 

CHEN et al. 2004). Alguns ensaios clínicos em pacientes com melanoma têm sido 
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feitos utilizando-se um peptídeo derivado do MAGE-3 e evidências de regressão do 

tumor têm sido verificadas em 20% dos casos (MARCHAND et ai. 1999). 

Assim, verifica-se que este trabalho gera perspectivas para muitos outros, nos 

quais a função, a imunogenicidade, e o real potencial terapêutico do CTSP-1 deverão 

ser avaliados. Certamente, os resultados obtidos neste trabalho contribuirão de 

maneira significativa para a caracterização completa deste promissor antígeno 

tumor ai. 



CONCLUSÕES 
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5 CONCLUSÕES 

Os resultados obtidos neste trabalho nos permitem concluir que: 

• O gene CTSP-1 está organizado em 15 exons no cromossomo 21 humano e 

possui diferentes formas de poliadenilação e splicing alternativas. 

• A proteína codificada pela isoforma mais abundante do gene CTSP-1 possui 202 

aminoácidos e contém alguns dos domínios encontrados na proteína codificada 

pelo gene NY-BR-1 (repetições anquirina e sítio de localização nuclear). 

• Análises comparativas entre as seqüências dos genes CTSP-1, NY-BR-1 e NY­

BR-1.1 revelaram a inserção de elementos repetitivos na seqüência do CTSP-1. 

Estas análises também revelaram que há uma pressão seletiva no sentido da 

conservação da proteína codificada pelo CTSP-1, sugerindo a funcionalidade 

deste gene. 

• O gene CTSP-1 possui um gene ortólogo em chimpanzé, no qual também foi 

identificada a inserção dos elementos repetitivos. Aparentemente esta família 

gênica é específica de primatas. 

• O gene CTSP-1 possui um padrão de expressão restrito a testículo normal, a 

diferentes tipos de linhagens celulares tumorais e a tumores. 

• A metilação possui um papel importante no controle da expressão do gene CTSP-1. 

• A proteína CTSP-1 foi detectada em amostras de tecido humano, descartando a 

hipótese do gene CTSP-1 ser um pseudogene. 

• Em testículo normal, a proteína CTSP-1 é expressa no citoplasma e está restrita 

às células germinativas e células de Leydig. 
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• A proteína CTSP-1 também é expressa em amostras tumorais de próstata e de 

mama e não foi detectada nas respectivas amostras normais pareadas. 

• A presença de anticorpos específicos em plasma de pacientes com câncer revelou 

a imunogenicidade da proteína CTSP-1. 

• O CTSP-1 é um novo membro da categoria dos antígenos cancer-testis. 

• A alta freqüência de expressão em tumores e a alta imunogenicidade em 

pacientes com câncer sugerem que o gene CTSP-1 é um candidato promissor a 

alvo para a imunoterapia do câncer. 
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ABSTRACT. G protein-coupled receptors (GPCRs) are involved in a 
large variety of physiological functions. The number ofknown members 
that belong to this large family of receptors has been rapidly increasing. 
Now, with the availability of the human genome sequence databases, 
further family members are being identified. We describe the identifica­
tion of a novel GPCR that shows no significant amino acid identity to 
any one of the known members of the GPCR superfamily. The gene 
expression pattern of this receptor is restricted: in normal tissues it is 
confined to the nervous system and testis, but we also detected gene 
expression in several tumor types, most notably prostate cancer, sug­
gesting a potential role for this gene as a marker for this disease. 

Key words: GPCR, Brain, Testis, Prostate cancer, Orphan receptor, 
Bioinformatics 
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INTRODUCTION 

G protein-coupled receptors (GPCRs) comprise the largest family of surface molecules 
involved in signal transduction. They are activated by a large variety ofligands, including hor­
mones, growth factors, light, peptides, neurotransmitters, nucleotides and odorants, and are in­
volved in the regulation of a range of cellular responses (Bockaert and Pin, 1999; Pierce et al., 
2002). Ali GPCRs have a common central core domain consisting of seven transmembrane 
helices connected by three intracellular loops and three extracellular loops. The lengths of the 
N-terminal and C-temlinal domains are variable in different GPCRs. 

The large number of GPCRs and their involvement in human diseases has made these 
receptors attractive drug targets. According to a recent analysis, over 30% of marketed drugs 
are active against this receptor super-family and yet, only a small fraction of the known 
GPCRs are at present drug targets (Drews, 2000). Over the last 10 years, a large number 
of novel GPCRs have been identified, mostly through homology cloning. The ligands re­
main unknown for most of these receptors (Marchese et aL, 1999; Howard et ai., 2001; 
Lee et ai., 2002). Many GPCR genes do not have introns, facilitating their identification 
within the recently available human genome sequences (l.H.G.S.C., 2001; Venter et ai., 
2001 ). Some of the newly discovered genes are more closely related to previously known 
GPCRs andare likely to be activated by similar ligands. Others are more distantly related 
to known GPCRs and may have quite different functions. The identification of novel GPCRs, 
and their respective ligands, will continue to contribute to the understanding and identifica­
tion ofnew signaling pathways involved in different aspects ofhuman physiology. Ofpar­
ticular interest are receptors with recognized expression in the central nervous system, 
given that many psychiatric and neurodegenerative disorders are mediated by unknown 
mechanisms. 

We describe a novel putative GPCR from the human genome sequence database and 
characterize its expression pattern in normal human tissues as well as in tumor celllines and 
tissues. The receptor was named brain testis restricted (BTR), dueto its restricted expression in 
normal tissues. We also detected expression of the BTR gene in tumor celllines and tissues, 
predominantly in prostate cancer. There is a significant correlation between BTR gene expres­
sion and prostate cancer, suggesting a potential role for BTR as a marker for detection of this 
type of cancer. 

MATERIALAND METHODS 

Sequence analysis 

The human genome database (htgs, NCBI) was searched with consensus motifs com­
monto members of odorantreceptors (MAYDRYVAIC and KAFSTCASH) using TBLASTN. 
A genomic sequence containing an open reading frame (ORF) of 1044 bp was identified. 
The amino acid sequence was analyzed using tools in the protein fingerprint database 
(PRINTS) (http :/ /www.bioinf.man.ac. uk/dbbrowser/PRINTS ), PROSITE (http :// 
www.expasy.org/prosite/), and PSI-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Trans­
membrane regions were predicted with TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMMI) 
(K.rogh et al., 2001 ). 
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Phylogenetic tree 

We selected 31 GPCR amino acid sequences belonging to different families. The ex­
tremely variable amino-terminal and carboxy-terminal regions were deleted from ali of these 
receptor sequences. The sequences were then aligned using ClustalW version 1.8. The result­
ing multiple alignment was used as input to Mega2 (Kumar et al., 2001) to construct a neighbor­
joining tree from 1000 replicates o f the interior branch test. 

RT-PCR 

A panel of total RNA from 20 different human tissues was purchased from Clontech 
(Paio Alto, CA, USA). Additionally, RNA was prepared from tumor celllines and tumor tissues 
by the guanidinium thiocyanate method. RN As were treated with DNAse (Promega) according 
to the manufacturer's instructions. Tumor samples were obtained from the A.C. Camargo Hos­
pital tumor collection. First, 1 f.lg total RNA, plus 100 ng oligo (dT) in 13.5 ~ DEPC-treated 
water, was incubated for 2 min at 70°C. The reaction was rapidly chilled on ice and used to 
synthesize cDNA in 20 f.ll1X Superscript li frrst strand buffer containing 0.5 mM dNTP, 3 mM 
MgC1

2
, 20 U RNAse inhibitor (RNaseOUT; lnvitrogen Life Technologies) and 200 U Super­

script li reverse transcriptase at 42°C for 60 min. Control templates for checking amplification 
of genomic DNA were prepared withoutreverse transcriptase. The product was diluted to 100 
~ and 2.5 f.ll was used for PCR to amplify BTR. 

Primers were synthesized by Operon Technologies Inc. The forward and reverse prim­
ers match putative transmembrane regions IV and VII, respectively, and should produce a 450-
bp long PCR product (BTR1F: 5' GCTACCTCTCCTTCATGTCC; BTR4R: 5' GCATC 
ATGAGTACCTCACTG). 

Twenty-five microliter PCR reactions containing 2.5 ~ cDNA, 0.2 mM dNTP, 1.5 mM 
MgCl

2
, 0.5 f.lM of each forward and reverse primers, 1.25 U Platinum Taq DNA polymerase 

(Invitrogen Life Technologies) were heated to 95°C for 2 min, followed by 35 thermal cycles of 
95°C for 45 s, 55°C for 45 s, 72°C for 1 min, and a final incubation at 72°C for 6 min. PCR 
products were anal yzed in 1.5% agarose gels stained with ethidium bromide or in Southem blots 
using a purified BTR PCR product as a probe. The identity of the PCR products was also 
confirmed by DNA sequencing. 

The relative intensities o f bands in Figures 2A, 3 and 4 were determined by densitom­
etry using the program LabWorks (UVP). The densities for the different bands were normal­
ized with their corresponding GAPDH band densities. 

The primers BTRA: 5' ATGGGGGATGAGCTGGCAC and BTRB: 5' CTAGGAAA 
TGGTAAAGATGGC were used to amplify the whole coding region of BTR from human brain 
cDNA. The sequence of the obtained PCR was deposited in Genbank (accession number: 
AY280965). 

RESULTS 

ldentification of a novel GPCR 

In previous experiments we used peptide motifs commonly seen in odorant receptors 
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(OR) as queries to scan the human genome for new OR genes (Malnic et ai., 2004 ). OR genes, 
like many other GPCR genes, have no introns in their coding sequence (Buck and Axel, 1991), 
which makes it easier to search for related genes by scanning the human genome databases. 
Among the many OR gene sequences identified, we found a putative GPCR that did not show 
any ofthe common motifs which characterize the OR family members (see Methods). BLASTN 
and TBLASTN searches, using this translated gene as query, were performed to browse for 
homologous proteins in the NCBI database (nr and htgs). No highly similar sequences were 
found: the highest identities were to the human serotonin 1D receptor (5HT1D) (24% AI; 49/ 
202) and alpha-A1 -adrenergic receptor (25% AI; 49/190). Although the identity scores to these 
two GPCRs are very low, a protein motif search with TMHMM (a tool for prediction of trans­
membrane helices in proteins) indicated seven putative transmembrane regions, suggesting that 
this gene must code for a new member o f the GPCR super family. The fact that we did not find 
other human proteins dosei y related to this new puta ti v e G PCR indicates that it does not belong 
to a new family of genes, but instead it is a solitary gene. Chromosomal mapping using Entrez 
map viewer assigned this gene to chromosome 2q21 . 

During this research the identification of 109 novel human GPCRs out of the human 
genome sequence (including BTR) was reported by another group (Takeda et al. , 2002). A 
second group also recently reported the identification of 367 total GPCRs in humans, and BTR 
is also included in this list (Vassilatis et al., 2003). Nevertheless, neither of the two groups 
described the tissue distribution of BTR. 

We also scanned the mouse genome sequence from Celera and NCBI (build 30) data­
bases (LH.G.S.C., 2001; Venteret al., 2001) for a putative homolog for this gene. Neither ofthe 
two databases contained sequences related to the BTR gene. We compared the human genom­
ic region containing the human BTR gene ( on chromosome 2q21.3) to its corresponding synthe­
nic region on the mouse chromosome 1 (1B). We found mouse orthologs for two human genes 
flanking the BTR gene in this region, but we found no gene similar to BTR located between 
these genes. Additionally, no mouse ESTs could be found matching the BTR gene. Thus, it 
seems that there is no BTR gene in the mouse genome, although we cannot exclude the possi­
bility that gaps in the mouse genome sequences might have precluded us from identifying the 
mouse counterpart for this gene. 

Comparison with other GPCRs 

GPCRs comprise very large and di verse groups o f gene families that recognize distinct 
ligands. Members of the GPCR superfamily can be grouped in different families based on their 
sequence similarities. The families characterized best so far are: the rhodopsin family (family 
A), the secretin receptor family (family B), and the metabotropic glutamate receptor family 
(family C) (Attwood and Findlay, 1994; Kolakowski, 1994; Strader et al., 1995; Bockaert and 
Pin, 1999; Pierce et al., 2002). In addition to rhodopsin, fanlily A includes the ~-adrenergic 
receptors, serotonin receptors, OR, adenosine receptors, and many others. Family B includes 
receptors for polypeptide hormones, such as glucagon, secretin and calcitonin. Family C in­
cludes ali mGluR types, Ca2

+ sensing and GABAB receptors, a group of pheromones (termed 
YRs or G

0 
VN; reviewed in Bargmann, 1997), anda small group of taste receptors, the T1Rs). 

Other families include the pheromone receptors (VNRs; Dulac and Axel, 1995) and the taste 
receptors T2Rs (for a review on taste receptors, see Montmayeur and Matsunami, 2002). 
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Sequence identities can be very low among the most distant GPCRs (<20% ASI), but it is 
expected that receptors with related functions share conserved sequence motifs. In order to 
determine if BTR can be assigned to one o f the known families, we generated a multiple align­
ment containing 31 GPCR amino acid sequences representing different families and we con­
structed a phylogenetic tree from 1000 interior branch test replicates. BTR constituted a sepa­
rate branch, more closely related to family A, although with an interior branch test v alue o f only 
38% (Figure 1). This indicates that BTR is not closely related to any of the known families. 
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Figure 1. Phylogenetic tree showing the comparison of BTR with other GPCRs. Family A sequences are: odorant 
(OR5V1, OR12D3, OLFRI), luteinizing hormone-human choriogonadotropic hormone (LH-hCG), adenosine, adrener­
gic, serotonin, rhodopsin, angiotensin, and thrombin receptors. Family B sequences are: vasoactive intestinal polypeptide 
(VIP), pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP), secretin, parathyroid hormone receptor (PTHR) , 
glucagon, corticotropin-releasing factor (CRF) and a.-latrotoxin. Family C sequences are: GABA-B, metabotropic gluta­
mate receptors (mGluR) 1, 2 and 4, calcium-sensing receptor (CASR) and the VRs or G

0
VN pheromone receptors (G

0
VN1, 

VR1, G0VN2). The T2R taste receptors (T2rs3 and T2rs5) and the VNR or Gi2VN pheromone receptors (VN1, VN2 and 
VN3) were also included. Brain testis restricted (BTR) is indicated by asterisks. The numbers indicate the interior branch 
test values for 1000 replicates. The bar indicates the number of amino acid substitutions per site. 
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BTR gene expression in normal tissues 

To investigate the tissue expression pattern of BTR gene, we conducted RT-PCR ex­
periments using a panel of total RNA from 20 different normal human tissues. Expression was 
detected only in testis, fetal brain, whole brain, and spinal cord (Figure 2A). The gene expres­
sion leveis in fetal brain, whole brain and spinal cord tissues were detected at 4, 27, and 19%, 
respectively, ofthe levei detected in the testis (see Methods). When human genomic DNA was 
used as a template with the same set ofprimers, a PCR product containing a sequence identical 
to the cDNA PCR product was obtained, confirming that BTR is an intronless gene. We only 
detected PCR products when reverse transcriptase (RT) was added to the reaction, which 
confirmed the absence of contaminating genomic DNA in our RNA samples (Figure 2B). The 
complete BTR coding region was also amplified from brain cDNA, and the sequence was 
deposited in Genbank ( accession number AY280965). These results indica te that the B TR gene 
is preferentially expressed in testis and in the nervous system. 
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Figure 2. RT-PCR analysis of BTR gene expression in normal tissues. A. RT-PCR was conducted using I 11g total RNA and 
35 PCR cycles from the following human tissues: lanes 1, kidney; 2, lung; 3, uterus; 4, colon; 5, testis; 6, liver; 7, spleen; 
8, thymus; 9, whole brain; 10, spinal cord; 11, adrenal gland; 12, fetal brain; 13, heart; 14, trachea; 15, bone marrow; 16, 
prostate; 17, skeletal muscle; 18, fetalliver; 19, placenta, and 20, salivary gland. B. A control RT-PCR was conducted in 
the absence (-) or presence (+) of reverse transcriptase (RT) from 1 11g of brain (B), testis (T) or fetal brain (FB) total 
RNA. BTR PCR products (450 bp) were observed only when RT was added to the reaction. 

BTR gene expression in tumor cell lines and tissues 

There are some examples of highly tissue-restricted gene products that are also ex­
pressed in cancer. A group of proteins, called cancer/testis/brain antigens (CTB antigens), ex­
pressed in normal testis and brain and in different types o f tumors has been described. These 
proteins were originally identified as the target molecules recognized by autoantibodies in pa­
tients with paraneoplastic syndromes (Dropcho et al., 1987; Dalmau et al., 1999; Voltz et al., 
1999; Scanlan et al., 2002a). We checked whether the BTR gene is also expressed in malignant 
tissues. We performed RT-PCR using RNA extracted from different celllines as templates 
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(Figure 3). BTR was expressed in the prostate tumor celllines Dul45 and PC3, in the H1155 
lung tumor cellline, in the Skmel melanoma cellline, and in the MDA436 mammary cellline. We 
also detected weak BTR gene expression after 35 cycles in normal prostate tissue, which we 
had not detected before (compare Figures 2A and 3A). This is probably because we used 
Southem blot to detect the PCR products, which is a more sensitive technique. BTR gene 
expression in the prostate celllines was 20X (Dul45) or 7X (PC3) stronger than the expression 
in normal prostate tissue after 35 cycles. 

A PC3 Dul45 N Prost. c Skmel-28 A2058 

28 30 35 28 30 35 28 30 35 No 28 30 35 28 30 35 No 

L------------~~ BRT 

22 25 28 22 25 28 22 25 28 No 22 25 28 22 25 28 No 

B NLung H1155 H358 D Breast 

28 30 35 28 30 35 28 30 35 No T 2 3 No 

22 25 28 22 25 28 22 25 28 No 

~---------~r-GAPDH 
Figure 3. RT-PCR analysis of BTR gene expression in tumor cell lines. Expression of brain testis restriction (BTR) 
mRNA transcripts in: A, normal prostate (N Prost.) and the Dul45 and PC3 prostate tumor cell lines; B, normal lung (N 
Lung) and the Hll55 and H358 lung tumor cell lines, and C, the Skmel-28 and A2058 melanoma celllines, following 28, 
30 and 35 cycles of PCR. The PCR products corresponding to BTR gene (450 bp) are indicated. No: negative control (no 
DNA added)_ The bottom panels show expression of glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) mRNA from 
the same samples following 22, 25 and 28 cycles of PCR. D, Expression of BTR gene in the ZR75 .3A (lane 1), MCF-7 
(lane 2) and MDA436 (lane 3) mammary tumor cell lines after 35 cycles of PCR. T: normal testis tissue. The bottom 
pane] shows expression of GAPDH mRNA from the same samples following 35 cycles of PCR. PCR products were 
detected through Southem blotting using a BTR probe. 

We next assessed whether prostate tumor samples also express the BTR gene. Ex­
pression was detected in all prostate tumor samples tested (25/25; Figure 4 ). Cancer/testis 
antigen expression ma y be associated with tumor progression and with tumors o f higher malig­
nant potential (Scanlan et al., 2002b ); however, this correlation was not observed in our analysis 
since expression was detected in all samples independently of the progression stage. We com­
pared the relative levels of BTR gene expression in normal prostate tissue and in the prostate 
tumor samples. Of the 25 samples, onl y three showed expression levels similar or lower to the 
one observed for normal prostate tissue (samples 20, 21 and 24). The remaining 22 samples 
showed higher levels of expression, varying from three to thirty times the amount of BTR 
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expression observed in the normal prostate tis sue. These results indicate that BTR gene expres­
sion may constitute a consistent marker for prostate cancer. 

B1R 

T 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 No 

GAPDH 

T 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

---- ~"'l----

14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 No 

1--
Figure 4. RT-PCR analysis of BTR gene expression in prostate tumor tissues. The upper panels show the expression of 
brain testis restricted (BTR) mRNA in prostate tumor samples from 25 different patients (1 -25), following 35 cycles of 
PCR. The bottom panels show the expression of glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) mRNA from the 
same samples following 35 cycles of PCR. PCR products were detected through Southem blotting using a BTR probe. T: 
normal testis tissue; No: no DNA added. 

DISCUSSION 

GPCRs comprise the largest family ofproteins in many species. There are hundreds of 
GPCRs in humans, many o f which ha v e no known ligand or function ( called "orphan GPCRs"; 
Howard et al., 2001). Analysis of the human genome sequence indicates that there are many 
other unknown GPCRs (LH.G.S.C., 2001; Venter et al., 2001). We describe the identification 
and characterization of a novel putative member of this large family of receptors. Comparison 
of BTR with representative members of the GPCR super family indicates that this novel mem­
ber constitutes a separate subtype of receptor and may have a quite distinct function, yet to be 
determined. 

We found no evidence that there is a mo use BTR gene. It is possible that other GPCRs 
are also absent in rodents. Indeed, it was previously demonstrated that GPR8, a human orphan 
GPCR related to opioid and somatostatin receptors, was not found in rodents (Lee et al., 1999). 
It is believed that most mouse genes have corresponding orthologs in humans, with only a small 
fraction of the genes (less than 1%) showing no homolog in the other species (Mo use Genome 
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Sequencing Consortium, 2002). These genes must be either involved in specific functions, inher­
ent to one species but not the other, or just be redundant or even non-functional. The identifica­
tion of ali of the species-specific genes through the comparison of the mouse and human ge­
nome sequences will clarify if some o f these genes play important roles in the determination of 
characteristics that are specific to human or mouse. 

The function of the BTR gene product is unknown. The fact that this gene is preferen­
tially expressed in the brain and spinal cord, besides the testis, indicates that its function must be 
related to ph ysiological aspects of the nervous system. We do not know if this gene is expressed 
throughout the brain, or if expression is confined to some particular regions within the brain. The 
identification ofthe exactregions of BTRexpression in the nervous system will probably contri­
bute to the understanding of this receptor' s function. 

GPCRs have only been recently identified as mediators of cellular growth and differen­
tiation (Dhanasekaran et al., 1995; Luttrell et al., 1999). A large number of studies have also 
demonstrated that GPCRs can promote tumor formation (for a review, see Whitehead et al., 
2001). Recently, a prostate specific GPCR (termed PSGR), which is expressed athigher leveis 
in prostate cancer, was identified (Xu et al., 2000; Xia et ai., 2001). Tumor-associated over­
expression of PSGR was identified in 62% o f the prostate specimens analyzed (32 of 52) (Xu et 
al., 2000). Like the CTB antigens (Dropcho et al., 1987; Dalmau et al., 1999; Voltz et al., 1999; 
Scanlan et al., 2002a), the BTR gene is expressed in cancer celllines and tumors. Whether the 
BTR gene product is able to elicit an autoimmune response in patients with prostate cancer, still 
needs to be determined. If this turns out to be the case, the detection of anti-BTR antibodies 
could be useful for the diagnosis of prostate cancer. 

In conclusion, we identified a new human GPCR that is expressed preferentially in the 
normal nervous system and testis. Further studies are required to determine the precise regions 
within the brain where the BTR gene is expressed, which would contribute to the understanding 
of BTRs function. We also found a correlation between prostate tumor and elevated leveis of 
BTR gene expression, suggesting a potential role for the gene as a marker for the disease. 
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ABSTRACT. The correct identification of ali human genes, and their 
derived transcripts, has not yet been achieved, and it remains one of the 
major aims of the worldwide genomics community. Computational pro­
grams suggest the existence of 30,000 to 40,000 human genes. How­
ever, definitive gene identification can only be achieved by experimental 
approaches. We used two distinct methodologies, one based on the align­
ment of mouse orthologous sequences to the human genome, and an-
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other based on the construction of a high-quality human testis cDNA 
library, in an attempt to identify new human transcripts within the human 
genome sequence. We generated 47 complete human transcript se­
quences, comprising 27 unannotated and 20 annotated sequences. Eight 
o f these transcripts are variants o f previousl y known genes. These tran­
scripts were characterized according to size, number of exons, and chro­
mosomallocalization, and a search for protein domains was undertaken 
based on their putative open reading frames. In silico expression analy­
sis suggests that some of these transcripts are expressed at low leveis 
and in a restricted set of tissues. 

Key words: Novel human transcripts, Mouse orthologous sequence, 
Testis cDNA 

Dueto the complexity o f the human genome, the main objective of the Human Genome 
Project, the correct identification of all human genes and their derived transcripts, has yet to be 
achieved. The human genome is estimated to contain 30,000 to 40,000 genes (Lander et al., 
2001; Venter et al., 2001). This number of genes is only slightly higher than what is found in 
much simpler organisms, such as Caenorhabditis elegans (The C. elegans Sequencing Con­
sortium, 1998), suggesting that the greater complexity found in vertebrates might be due to a 
variety o f mechanisms in volving regulation o f gene expression. Such mechanisms might include, 
for example, inhibition of gene expression by antisense transcripts (Shendure and Church, 2002; 
Yelin et al., 2003) and altemative splicing (Modrek and Lee, 2002). 

The coding sequences of the human genome, comprising only 3% of the entire se­
quence, are separated by large intergenic regions, and they are composed of short transcribed 
exons, normally interrupted by numerous, very long non-transcribed introns. Gene prediction 
programs have been used to recognize pattems and predict genes within the genome sequence. 
These programs are based not only on ab initio gene prediction, but they also make use of 
orthologous sequences, motif and domain structure, and the presence of polyadenylation sites 
and/or signals (Burge and Karlin, 1997; Rogic et al., 2001; Solovyev, 2001; Blanco et al., 2002). 
Despite the progress in this area, genomic structural complexity does not allow such programs 
to correctly predict all human genes without experimental confirmation. As a result, the correct 
identification of all human genes, and their derived transcripts, remains a real challenge. 

Many large-scale sequencing projects have contributed to the global identification of 
human genes and their variants by generating expressed sequence tags (ESTs) (Adams et al., 
1991; Houlgatte et al., 1995) and open reading :frame (ORF) ESTs (ORESTES) (Dias-Neto et 
al., 2000; de Souza et al., 2000; Camargo et al., 2001; Brentani et al., 2003). ESTs are partia! and 
single-pass sequences derived from the 5' or 3' extremities of cDNA clones (Adams et al., 
1991), whereas the ORESTES approach is biased towards the central portion of the coding 
regions of transcripts (Dias-Neto et al., 2000; Camargo et al., 2001). Nevertheless, full-length 
transcript sequences are crucial for final confrrmation of gene structure. Considerable effort 
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has been made in the generation of full-length transcript sequences (Strausberg et ai., 1999; 
Wiemann et ai., 2001; Kikuno et ai., 2002; N akajima et ai., 2002; Strausberg et ai., 2002) directly 
from high-quality cDNA libraries (Bonaldo et ai., 1996; Carninci et al., 2000). The transcript 
fmishing strategy, developed by Sogayar and collaborators (2004), utilized RT_PCR experi­
ments to bridge gaps between EST clusters mapped to the human genome to achieve final 
confirmation o f the structure of transcripts. 

Our involvement with this latter project motivated us to further explore the complete 
characterization of new human transcripts through integrative approaches involving experimen­
tal and in silico strategies. We used mouse transcript sequences and cDNA molecules derived 
from a human testis library to identify new human transcripts. We completed the sequence of 47 
transcripts, including 27 that were first annotated by us in the human genome. 

MATERIALAND METHODS 

Testis cDNA library generation and clone selection 

A unidirectional human testis cDNA library was constructed from polyA RNA using 
the Superscript™ Plasmid System Gateway™ Technology for double-strand cDNA synthesis 
and cloning. Cloned fragments were selected by size on Sepharose CL-2B (Pharmacia) col­
umns ( 40 em long, 1 mm ID) according to the protocol described by Vettore and collaborators 
(2001). Fractions containing cDNA molecules larger than 800 bp were ligated into pSPORT6 
vectors (lnvitrogen) at the Sali-Notl site and the resulting plasmids were transformed in DH10B 
cells (lnvitrogen) by electroporation (BioRad). The transformants were spread on LB agar 
medi um containing ampicilin ( 100 f.!g/ml), IPTG ( 100 mM) and X -Gal (20 mg/ml), and plasmid 
DNA was purified using the alkaline lysis method (Sambrook et ai., 1989). In order to estimate 
the frequency offull-length clones, putative new transcripts, and the levei ofredundancy in the 
library, 5' sequences from 192 clones were generated, resulting in 153 high-quality sequences 
(300 bp with Phred >20) suitable for further analysis. 

The 5' sequences were aligned to the human genome using the BLAT search tool 
provided by the University ofCalifomia, Santa Cruz (UCSC) (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/ 
hgBlat, version Nov. 2002), and the annotation tracks corresponding to Known Genes, human 
mRNA and RefSeq genes were used for the comparison. The sequences that aligned with 
already identified full-lengthhuman mRNAs were used to estimate the frequency offull-length 
clones within the library. A sequence was considered a full-length clone when the 5' end aligned 
with, or upstream o f, the start codon site of a corresponding CDS-annotated mRNA molecule. 
The sequences that did not align with any full-length human mRNA were used to assess the 
frequency of putative new human transcripts. The CAP3 assembler program with default pa­
rameters (Huang and Madan, 1999) was used to join sequences with a high-identity levei into 
contigs. The number of contigs and singletons obtained were divided by the total number of 
reads, and the redundancy levei was assumed as 1 minus the value obtained in the previous 
calculation. 

cDNA evaluation and sequencing 

lnserts were amplified by PCR using the primers (SP6 Promoter primer - 5' ATTTAG 
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GTGACACTATA 3'- and T7 Promoter primer - 5' CCCTATAGTGAGTCGTATTA 3') in a 
standard reaction containing IX Taq polymerase buffer, 0.25 mM dNTP, L5 mM MgC1

2
, LO 

mM each primers and 2 U Taq DNA polymerase (lnvitrogen) in a final volume o f 25 ~.L Reac­
tions were carried out at 94 oc for 30 s, 55°C for 45 s and 72°C for 4 min for 35 cycles. An initial 
cycle o f 94 o c for 4 min and a final extension at 72 o for 6 min were used. For generation o f the 
complete sequence, two strategies were used: primer walking for clones smaller than I ,500 bp 
and shotgun libraries for clones larger than I ,500 bp. For the primer walking strategy, direct 
sequencing was undertaken, using internai primers designed approximately IOO bases from the 
end o f the available high-q uality sequence. For the shotgun strategy, the inserts were amplified 
by PCR and randoml y fragmented by sonication. Fragments o f 500 bp to I ,000 bp were isolated 
from agarose gels (I%) and cloned using the TOPO Shotgun Cloning Kit (Invitrogen). 

Identification of human transcripts using mouse cDNA sequences 

Mouse mRNA sequences available from UniGene were analyzed by the Laboratory of 
Computational Biology, Ludwig Institute for Cancer Research, São Paulo Branch. All mouse 
sequences were mapped onto the human genome sequence using Blast, and those that did not 
correspond to a full-length human mRN A were selected for further analysis. A total of 672 
sequences of the list were manually checked, and those sequences that presented a functional 
annotation and size less than 4.0 kb were selected for evaluation by RT _PCR. 

RT_PCR amplification of human transcripts identified with mouse sequences 

Following selection o f the mo use orthologs o f interest, their seq uences were aligned to 
the human genome sequence (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat, version Nov. 2002), and 
RT _PCR primers were designed from conserved regions using Primer3 with default param­
eters ( www-genome. wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3.cgi). Since most sequences were larger 
than 500 bp, the construction of one or more pairs of primers was necessary to co ver the entire 
transcript. Each pair of primers delimited a fragment of up to I,OOO bp, with IOO bp overlapping 
between pairs of primers to facilitate assembly of a consensus sequence. In order to determine 
from which tissue the cDNA should be used as the RT_PCR template, mouse mRNA se­
quences were aligned against dbEST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTI). PCR was under­
taken using a mixture that contained IX Taq polymerase buffer, 0.20 mM dNTP, I.5 mM MgC~, 
I.O mM primers, and 2 U Taq D NA pol ymerase (In vitrogen) in a final volume o f 25 ~- Reac­
tions were carried out with a basic cycle consisting o f 94 o c for 30 s for denaturating, primer 
annealing at calculated temperature for 45 s and extension for I min at 72°C for 35 cycles, 
together with an initial denaturating at 94 oc for 4 min and a final extension at 72°C for 6 min. 
Modifications in the PCR conditions for candidates showing no specific amplification were 
attempted including the addition ofbetaine (IM) (Henke et ai., I997), alteration of annealing 
temperature and adjustments o f MgC1

2 
concentration. 

RNA extraction and cDNA synthesis 

Total RNA was prepared from cultured cells using the cesium chloride cushion tech­
nique (Chirgwin et ai., I979) and subsequently treated with IOO U DNAse I (FPLC-pure; Amer-
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sham). For cDNA synthesis, a reverse-transcriptase PCR was carried out, using 5 to 10 !J.g total 
RNA, oligo(dt)12-18, random primer and Superscript li (lnvitrogen), according to the 
manufacturer's instructions. Following the synthesis, cDNAmolecules were treated withRNAse 
H. Genomic DNA contamination and cDNA quality were evaluated through PCR amplifica­
tions using primers annealing to intronic sequences flanking exon 12 of the hMLH -1 gene (for­
ward: 5'TGGTGTCTCTAGTTCTGG3' - reverse: 5' CATTGTTGTAGTAGCTCTCG3') and 
primers located at the 5' extremity ofthe Notch 2 transcript (11,433 bp) (forward: 5' ACTGTG 
GCCAACCAAGTTCTC3' - reverse: 5'CTCTCACAGGTGCTCCCTTC3'), respectively. 

Template preparation and DNA sequencing 

DNA templates were prepared for the testis cDNA clones in a 96-well plate, using the 
alkaline lysis method. Transcripts identified with mouse sequences were sequenced di­
rectly following purification of PCR products with the QIAquick PCR Purification Kit 
(QIAGEN). Sequencing reactions were carried out using ABI Prism BigDye Terminator v3.0 
Cycle Sequencing Ready Reactions (Applied Biosystems) and an ABI Prism 3100 (Applied 
Biosystems). 

Sequencing analysis and database update 

Chromatograms were classified into testis cDNA sequences (TESTIS) or mouse-de­
rived sequences (MO) and were processed with the PredPhrap package (including phred, 
phd2fasta and cross_match, in this order) with default parameters. Before the Phrap was called 
to assemble the data into one contig, the sequence reads were screened against the vector 
sequence. The contig sequences, and their respective chromatograms, were visually analyzed. 

Transcript characterization 

Consensus sequences were aligned against the May 2004 version of the human ge­
nome sequence available at UCSC Genome Browser (Kent et al., 2002), using the BLAT 
search tool (http://genome.ucsc.edu/cgi-binlhgBlat). This allowed determination of overlap with 
known genes and gene predictions. A transcript was considered novel if its alignment coordi­
nates did not match the coordinates of Known Genes, RefSeq Genes, MGC sequences, or 
human mRNA annotation tracks available through the BLAT search tool. A transcript was 
defined as a splicing variant if the alignments revealed intron retention and/or altemative exon 
usage when compared to sequences available in the databases cited above. The following tracks 
were used for comparison with prior gene prediction: Fgenesh++ (Solovyev, 2001), Geneid 
(Guigó et al., 1992) and Genscan (Burset and Guigó, 1996), available through the BLAT search 
tool in the July 2003 version. An exon was considered to be predicted if it aligned within the 
coordinates defined by any of the three gene prediction progran1s (not necessarily sharing bor­
ders) and a transcript was considered not predicted if none of the exons were predicted by any 
o f the computer programs. 

The consensus sequences corresponding to newly identified transcripts were translated 
into amino acid sequences using TRANSLATE (http://us.expasy.org/tools/dna.html). The ORF 
sequences were searched against Pfam and Prosite databases by the Hits tool (http://hits.isb-
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sib.ch/) to determine putative protein domains. ORFs from the TESTIS cDNA clones were 
those with the longest amino acid sequences, containing at least 40 amino acids. In the case of 
the MO transcripts, ORFs were selected on the basis of their match with those in the mouse 
transcript. 

SAGE 

Virtual tags were assigned to the transcript sequences comprising the 10 bp down­
stream of the Nlalll site most proximal to the 3' extremity. The extracted tags were then 
analyzed using serial analysis of gene expression (SAGE) genie (http://cgap.nci.nih.gov/SAGE) 
to generate a putative expression pattern for each transcript. 

RESULTS 

Library validation and selection of testis cDNA molecules 

The testis cDNA library contained 2 x 106 cDNA clones. Approximately 35% (35 of 
99) of cDNA molecules tested in an initial sample were judged to be full-length sequences, 
based on alignment with CDS-annotated human transcripts available in the public databases. 
This percentage was notas high as that achieved using specia1 protocols for obtaining full­
length cDNA sequences (Carninci et al., 2000, 2001), but it was superior to what was 
obtained with commercially available, high-quality cDNA libraries evaluated by our group 
(data not shown). From an initial set of 153 sequences, we found 14 in which the 5' ex­
tremity sequence did not match any known human transcript. This result indicated that up 
to 9% of our set might correspond to previously unidentified transcripts. Redundancy, as 
evaluated by CAP3 (Huang and Madan, 1999), was around 3.3%, with 145 singletons and 
three contigs. Based on these results the library was judged adequate to search for unknown 
transcripts . 

We then generated 1,152 5' sequences, 835 of which were ofhigh quality. Fifty-nine of 
these did not match known human transcripts, including 55 that were 500 bp or longer, based on 
PCR amplification. In order to detect chimeric clones, the sequences o f both extremities were 
mapped to the Nov. 2002 version of the human genome sequence using BLAT (http:// 
genome.ucsc.edu/cgi-binlhgBlat). Based on this, 4 clones were discarded, since their extremi­
ties did not align to the same genome region. Of the remaining 51 clones, 15 aligned discontinu­
ously to the genomic sequence (revealing the presence of exons and introns ), whereas 36 aligned 
continuously (indicating non-spliced structures). The presence of exons greatly increases the 
probability that the sequence is abona fide transcript (Sorek and Safer, 2003). However, recent 
studies identified 3,500 single-exonhuman transcripts on thehumangenome sequence (approxi­
mately 10% of known genes) (Sakharkar and Kangueane, 2004), which appear to play an 
important role in transcript regulation and cell differentiation (Hickox et al., 2002; Sakharkar and 
Kangueane, 2004). We, thus, selected cDNAclones corresponding to putative single-exon tran­
scripts where at least one corresponding EST was available in dbEST (http://www.ncbi.nlm.nih. 
gov/BLAST/). This was found to be the case for 31 sequences that mapped continuously to the 
genome. These and the 15 sequences corresponding to multi-exon transcripts were then sub­
mitted to complete sequencing (Figure 1). 
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jll52 sequences of 5' extremities I 

~ 
I 835 high quality I 

~ 
59 clones did not match with any human mRN A molecules 

I PCR using vector 's prirners I 
4 clones <500 pb - discarded 

55 clones ;::::500 pb 

~ 4 chimeric clones - discarded 

51 clones alígning at the same chromosome region I 

l 136 ffitroJess clones I 
15 clones with no símilaríty to 5' o r 3' ESTs - discarded 

I 31 introless clones I 115 spliced clones I 

l l 
46 human testis cDNA clones selected for complete sequencing 

500 

Figure 1. A general overview of the human testis cDNA library validation and the process of cDNA clone selection for 
complete sequencing. ESTs = expressed sequence tags. 

The use of mouse sequences to identify human transcripts 

One thousand four hundred and fourteen mouse sequences that had no match to any 
full-length human cDNA were considered. Manual inspection of 672 randomly selected se­
quences indicated that 217 had no alignment to any full-length human mRNA sequence in the 
public database. Severa! other criteria (See Methods) were then applied to reduce the dataset to 
alisto f 29 regions in the human genome likel y to contain a human transcript. An overview o f the 
selection process is shown in Figure 2. 

The source of ESTs matching those regions was used as a guide for tissue selection for 
PCR amplification. A pool of cDNA molecules from different tissues was used when no EST 
information was available. Among the 29 attempted amplifications, 28 generated at least one 
fragment of the expected size, indicating that as many as 96.5% of our candidates had a corre­
sponding human ortholog. 

Consensos sequence assembly 

A total of 713 sequences were generated during the project, of which 305 were from 
TESTIS cDNA clones and 408 from the cDNA molecules identified with MO sequences; these 
were successfully assembled into 27 TESTIS cDNA molecules and 20 MO sequences. Fifteen 
TESTIS cDNA molecules and 6 MO sequences were abandoned once full-lengthhumanmRNA 
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Mouse mRNA sequences from UniGene l Mapping onto the Human Genome Sequence 

1414 sequences did not match with any full-length human mRNA molecules 

j Aleatmy sequence selection for manual analyses 

672 sequences manually analyzed 
BLAT tool - november/2002 

1455 sequences matched with full-length human mRNA 

217 sequences aligned to Human Genome Sequence 

501 

l Selection based on functional infonnation and size less than 4.0 kb 

29 selected sequences 

Figure 2. A general overview of the process of orthologous sequence selection for complete sequencing. 

sequences were submitted to the GenBank by other groups. In the case of 4 TESTIS cDNA 
molecules and 3 MO sequences, it was impossible to generate a consensus sequence dueto the 
presence of repetitive sequences (in the case of TESTIS cDNA molecules) or dueto nonspe­
cific amplification of fragments (in the case of MO sequences). Sequence discrepancies were 
manually corrected based on the genome sequence. Less than 0.9% of the nucleotides in the 
consensus assemblies required alteration. In the case of MO sequences, final confirmation 
carne from RT_PCR, using primers annealing to the extremities of the consensus to demon­
strate the existence of the complete transcript in the tissue (Figure 3). The 47 consensus se­
quences had an average size of 1,547 bp (1,721 bp for the TESTIS cDNA molecules and 1,312 
bp for the MO sequences). 

Analysis of the testis-derived transcripts 

Alignment o f the 27 TESTIS cDNA transcripts to the human genome sequence (UCSC 
- May, 2004) revealed that 19 (70%) did not match full-length human mRNA sequences. Fur­
thermore, only 5% of these presented a structure predicted by ab initio gene prediction pro­
grams (Fgenesh++, Geneid and Genscan), thus representing totally unknown transcribed re-
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L M0-32 Fl F2 F3 

Figure 3. Final confirmation of the M0-32 (AY726601 ) consensus assembly. Agarose gel showing RT_PCR of M0-32 
entire transcript and the three individual fragments using placenta) cDNA as a template. L: Ladder 100 bp; M0-32 : 
RT_PCR using extremity primers (size: 1,287 bp); F1: fragment 1 (size: 368 bp); F2: fragment 2 (size: 458 bp); F3: 
fragment 3 (size: 628 bp). 

gions in the human genome. Five TESTIS cDNA molecules comprised previously unknown 
splicing variants of known genes. Overall our data revealed 46 previously unidentified tran­
scribed exons in the human genome, corresponding to 33,487 bp. The average size of the new 
exons was 727.9 bp. However, when single-exon transcripts were excluded the exon average 
size decreased to 438.0 bp (12 of 19 transcripts were single exon). 

Analysis of transcripts identified using mouse sequences 

A similar analysis for the 20 MO transcripts revealed that 8 did not match to full-length 
human mRNA sequences (40%) and one corresponded to a splicing variant of a known gene. 
Half of the novel transcripts had been predicted by ab initio gene prediction programs 
(Fgenesh++, Geneid and Genscan). Our data delimited 22 previously unknown exons in the 
human genome sequence comprising 9,060 bp. The average size of the new exons was 411.8 
bp. When the six single-exon transcripts were excluded, the average exon size decreased to 
231.8bp. 

Transcript annotation 

Of the 27 full insert transcripts, 22 were found to contain an ORF of at least 40 amino 
acids, with the average ORF size being 129 amino acids. In 6 of these, the transcript contained 
an identifiable protein domain, such as a serine-rich region profile, a zinc finger C2~ type 
domain and G-protein-coupled receptor family 1 profile. Amongst the MO transcripts, five of 
eight contained such profiles, wbile amongst the TESTIS transcripts the proportion was much 
lower, being 1 of 19. A complete listing ofthecharacteristics ofthe TESTIS cDNAs is shownin 
Table 1 and another of the MO transcripts is shown in Table 2. 
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o Table 1. Annotation of the testis cDNA sequences (TESTIS), including accession numbers, consensos size, number of exons, chromosomallocalization, status related ~ 

= to new human transcript, putative open reading frame (ORF) size, and number of tags per 200,000. aa = amino acids. ~ r;· 
';/} 

Accession number Size (bp) Exon Chromosome Status Numberof Prediction ORF Protein Tags per ~ 

= number location new exons domain 200,000 o. 
~ o 

TESTIS-602 AY726558 1734 2 9q22.31 New o 165 aa 9 ~ 
(') 

TESTIS-603 AY726559 1149 2 1q24.1 New o 151 aa c:: 
~ TESTIS-604 AY726560 2108 16 1p34.3 Alternative variant BC041360 2 o 38 
::0 
~ TESTIS-607 AY726561 2167 3 19pl3.3 Alternative variant AX775861 1 exon o 191 
~ 

8 retention 
::r TESTIS-608 AY726562 1669 5 2q21.1 Alternative variant BC064385 3 2 42 
I..N 

~ 
TESTIS-609 AY726563 2594 2 llp11.2 Alternative vatiant AK097878 1 1 70 ~ 

~ 

TESTIS-612AY726564 2334 1 llq12.311ql3.1 New o 52aa - = .j:::.. a . 
\0 

TESTIS-614 A Y726565 1667 9 llp12 New o 57 aa 1554 ::t: 
I..N (') 

Vt ~ 

TESTIS-706 AY726566 1212 1 16p11.2 New o 103 aa a. ..... - o ..... = 'N TESTIS-713 AY726567 1921 3 18p11.22 New - 1 75 aa 41 o 
H> 

8 TESTIS-714 AY726568 2290 1 1q25.1 New o 133 aa 12 = ~ o 
TESTIS-721 AY726569 1774 1 l3q32.1 New o 113 aa 2 < 

~ 
g. 

~ TESTIS-724 AY726570 2216 1 1q25.1 Known BX537597 - 450 ~ ~ 
8' TESTIS-725 AY726571 1677 1 1p22.2 Known BC053364 47 ê:l = "O TESTIS-732 AY726572 1577 1 6p25.1 New o 118 aa 23 

~ ~ 

.a TESTIS-735 AY726573 771 1 6q27 New o 113 aa 07 
(') 

(-, TESTIS-738 AY726574 1334 1 16q24.3 Alternative va.riant BC025283 663 ~· o s TESTIS-740 AY726575 855 3 19q12 New o 88aa 5 ';/} 

i::r 
'"'1 

TESTIS-742AY726576 1971 1 5q23.2 New o 83 aa; serine-rich 1343 
region profile 

TESTIS-744 AY726577 2813 1 2q14.1 Known AK124683 223 

TESTIS-7 50 AY726578 2241 1 9q22.33 New o 59aa 5 

TESTIS-809 AY726579 919 1 7q11.21 New o 60aa 54 

TESTIS-814AY726580 515 1 Xq25 New o 41 aa 52 

TESTIS-817 AY726581 2421 5 4q35.1 New o 67aa 1510 
TESTIS-822 AY726582 1952 1 5p13.1 New o 37 aa 47 
TESTIS-823 AY726583 1560 3 llq14.1 New o 83 aa 4 

TESTIS-828 AY726584 1037 1 12p11.1 New o 38aa 5 Ul 

ffi 



o Table 2. Annotation of the mouse-derived sequence (MO) transcript."', including accession numbers, consensus size, number of exons, chromosomallocalization, (!> 
::s status related to new human transcript, putative open reading frame (ORF) size and number of tags per 200,000. aa = amino acids. ~ 
(=i' 
00 

Accession number Size (bp) Exon Chromosome Status Numberof Prediction ORF/Protein Tags per ~:>) 

::s number location domain 200,000 o. new exons 
~ o 

M0-01 AY726585 1028 6 llql3.2 Known BC047953 489 (; -
(") 

c:: M0-06 AY726586 2727 20 10q21.1 Extension AK026129 10 9 19 
~ M0-07 AY726587 440 2 15q23 New 1 20aa 1006 :;:d 
~ M0-09 AY726588 2026 4 7q31.2 New 4 463 aa; zinc finger 
(!> 

el C2H2 type domain 
(") 

pro file 1:7" 
w 

M0-13 AY726589 782 1 9p13.3 New 1 260 aa; G-protein-
~ coupled receptor 
.j::a.. family 1 profile \0 
VJ 

M0-16 AY726590 840 1 llp15.4 New o 279 aa; G-protein-~ 
...... coupled receptor ti1 ...... 
'N family 1 profile ~ 

~ M0-18 AY726591 1321 8 3p21.1 Known BC047015 - 144 
"Tj 
(!> 

~ M0-21 AY726592 781 1 11q24.2 New 1 259 aa; 7 55 ~ 
~· 

~ transmembrane receptor ~:>) 

~ ~ 
§' (rhodopsin family) 

~ 
'1:::) M0-22 AY726593 3212 8 3q13.2 Known AF506819 AB052098 3584 
~ M0-23 AY726594 797 5 20q11.22 Known AB100261 AY329085 68 >B 
n M0-24 AY726595 542 5 7q11.22 Known BC020200 AY007302 o s M0-25 AY726596 891 3 1p33 Known AF398527 44 é:r ...., 

M0-27 AY726597 2379 14 1q21.3 Known BC053562 338 
M0-28 AY726598 852 1 14q 11.2 Known OR4E2 2 
M0-30 AY726599 790 1 15q21.3 New o 42aa 1049 
M0-31 AY726600 834 6 5p13.2 Known BX538177 BX538178 66 
M0-32 AY726601 1271 1 Xq22.1 New o 309 aa; protein of 68 

unknown function 
(DUF634) 

M0-33 AY726602 887 1 4q35.1 New o 26aa 122 
M0-34 AY726603 1128 1 Xq21.1 Known BX648117 BC067294 524 
M0-35 AY726604 2716 3 5q23.3 Known AJ504664 58 
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In silico analysis of transcript abundance 

In order to have a general view of the transcript expression profile from the human 
transcripts identified here, we performed an in silico analysis based on SAGE. The virtual tags 
corresponded to the 10 nucleotides immediately downstream ofthe 3'mostNlaiii site in a given 
transcript. These virtual tags were then submitted to SAGE Genie (Boon et al., 2002) in order to 
establish transcript expression profiles (available at http://gdm.fmrp.usp.br/cgi-bin/tagmap/ 
index.pl?template_file=view_sequence). We were able to obtain expression information for 41 
of 47 sequences. Among these, 18 had less than 50 tags per 200,000, and were thus relatively 
lowly expressed (Figure 4A). Thirteen ofthe 41 transcripts were expressed in 5 or less tissues, 
as judged by the source of SAGE tags (Figure 4B). Amongst the TESTIS cDNA molecules 
analyzed, 14 of 24 had less than 50 tags per 200,000, whereas amongst the MO transcripts, only 
4 of 17 presented this profile, and these were judged as rare messages. Similar results were 
found in tissue distribution analysis where 10 of24 TESTIS cDNAs, and 3 of 17 MO transcripts 
were expressed in only 5 or less tissues. 

DISCUSSION 

There is currently a worldwide effort to complete the catalogue of human genes and 
derived transcripts, involving severa! independent initiatives and distinct approaches. 

Full-length cDNA sequences are the gold standard for the definition of transcripts. 
Progress has been made in full-length sequence generation, using standard and full-length en­
riched cDNA library from many human tissues (Bonaldo et al., 1996; Carninci et al., 2000; 
Strausberg et al., 1999, 2002; Nakajima et al., 2002). A total of 28,256 UniGene clusters cur­
rently include at least one full-length cDNA sequence (UniGene Build #171 - http://www.ncbi. 
nlm.nih.gov /entrez/query.fcgi ?db=unigene ). 

To contribute to the definition of the human transcript catalogue, we have used two 
alternative strategies: the construction of a unidirectional human testis cDNA library and the 
alignment of mo use sequences to the human genome. Testis is a highly specialized tissue that 
expresses a large number of transcript species, which makes it suitable as a potential source for 
unidentified transcripts (Warrington et al., 2000; Yao et al., 2004). The strategy using mouse 
sequences is powerful, due to the high degree of conservation between human and mouse 
observed both in the coding sequence (Makalowski et al., 1996) and in 3' and 5' UTR (Makalowski 
et al., 1996; Shabalina et al., 2004). 

We identified and completely sequenced 47 previously unknown human transcripts, of 
which 27 had still not been annotated in the May 2004 version ofthe UCSC genome browser. 
The use o f a cD NA testis library was found to be more effecti v e ( 19 novel transcripts) than the 
use of mouse mRNA sequences (8 novel transcripts) for the identification of unknown human 
transcripts. 

lntronless transcripts have increasingly been perceived as playing an important role in 
the regulation of transcription (Hickox et al., 2002; Sakharkar and Kangueane, 2004), and they 
representa significant proportion of the human gene catalogue (Sakharkar et al., 2002; Sakharkar 
and Kangueane, 2004 ). A significant proportion o f our candidates were intronless transcripts 
(24of 47). Many ofthemhad still notbeenreported by others by the end ofthe project (18 of24 
intronless transcripts and 9 of 23 transcripts with multiple exons ). The high number of novel 
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Figure 4. Distribution of extracted tags of the 41 transcripts that have expression information in the SAGE Genie web 
site. TESTIS - testis cDNA clones; MO - mouse human orthologs. A, The number of transcripts per number of tags. B, 
Number of transcripts per different tissue types. 

intronless transcripts identified in this project may be dueto the fact that many groups have been 
using strategies for transcript identification that exclude intronless sequences (Sogayar et ai, 
2004). 

Our analysis of the novel transcripts revealed that 22 of 27 were not identified by any of 
the commonly used ab initio gene prediction programs. Amongst the TESTIS transcripts, 18 of 
19 were not predicted, while in the case of MO transcripts 4 of 8 were not predicted. This leads 
us to suggest that most of the unidentified transcripts have atypical structures that are difficult to 
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identify using ab initio computational prediction programs. 
Amongst the novelhuman transcripts, only 9 of27 had an ORF ofmore than 100 amino 

acids, precluding extensive analysis of predicted protein structure and function. Short ORF 
transcripts may be more difficult to predict by computational programs, and consequently their 
experimental characterization might have been delayed. Moreover, only 6 transcripts exhibited 
recognizable protein domains, 5 of which were MO transcripts. Whether the transcripts con­
taining short ORFs without the presence of a known protein domain produce a functional pro­
tein remains to be determined. 

Recent technological advances in large-scale gene expression analysis have been made, 
including SAGE (Velculescu et al., 1995). Currently there are around 15 million tags available in 
the SAGE Genie database. These tags can be associated with a human transcript, providing a 
global expression portrait of the human genome, and the use of bioinformatics tools allows a 
general view of individual transcript distribution. The TESTIS cDNA molecules had a higher 
frequency of transcripts expressed at a low level and a restricted number of tissue types, when 
compared to MO transcripts. This result is supported by the higher proportion of novel human 
transcripts identified by the testis library approach, since this expression pattern could have 
made their previous identification more difficult. 

We conclude that there are still unidentified human transcripts, many of which might be 
found using the testis as a tissue source. Surprisingly, we also found that even genes fully 
annotated in the mouse genome remained cryptic in the human genome, although many of these 
transcripts either may not encode proteins or they could produce rather short polypeptides. 
Nevertheless, continued efforts at human gene identification would appear to be worthwhile. 
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~ Transcript Finishing lnitiative for Closing Gaps 
n the Human Transcriptome 
h e Ludwig- FAPESP Transcript Finishing lnitiative, 1 Ma ri Cleide Sogayar, 2 and 
namaria A. Camargo2 

We report the results of a transcript finishing initiative, undertaken for the purpose of identifying and characterizing 
novel human transcripts, in which RT-PCR was used to bridge gaps between paired EST clusters, mapped against the 
genomic sequence. Each pair of EST clusters selected for experimental validation was designated a transcript finishing 
unit (TFU). A total of 489 TFUs were selected for validation, and an overall efficiency of 43.1% was achieved. We 
generated a total of 59,975 bp of transcribed sequences organized into 432 exons, contributing to the definition of 
the structure of 211 human transcripts. The structure of severa) transcripts reported here was confirmed during the 
course of this project, through the generation of their corresponding fuii-Iength cDNA sequences. Nevertheless, for 
21% of the validated TFUs, a full-length cDNA sequence is not yet available in public databases, and the structure of 
69.2% of these TFUs was not correctly predicted by computer programs. The TF strategy provides a significant 
contribution to the definition of the complete catalog of human genes and transcripts, because it appears to be 
particularly useful for identification of low abundance transcripts expressed in a restricted set of tissues as well as for 
the delineation of gene boundaries and alternatively spliced isoforms. 

[Supplemental material is available online at www.genome.org. The sequence data from this study have been 
submitted to GenBank under accession nos. CF272536--CF272733.] 

primary objective of the Human Genome Project has been the 
.entification of the complete set of human genes and their de­
ved transcripts. A major step towards this goal was achieved at 
te beginning of 2001 with the publication of two independent 
:aft versions of the human genome sequence and the identifi­
ttion of >30,000 genes (Lander et al. 2001; Venter et al. 2001). 
owever, it became apparent that extracting exonic sequences 
lrectly from the human genome is not straightforward and that 
variety of complementary strategies are required for gene iden­
fication and characterization. 

In this context, microarrays (Penn et al. 2000; Dennis 2001; 
:hoemaker et al. 2001; Kapranov et al. 2002) and sequence com­
arisons with other organisms at an appropriate evolutionary 
istance (Batzoglou et al. 2000; Roest et al. 2000) constitute pow­
:ful preliminary approaches to identifying transcribed regions 
·ithin the genome sequence. Nevertheless, transcript sequenc­
lg is necessary both for the final proof of the existence of an 
Kpressed gene and for the precise identification of intron/exon 
oundaries and alternatively spliced forms (Camargo et al. 2002). 

A full-length cDNA sequence, ideally including a transcrip­
.on initiation síte and a polyadenylation site, is the gold stan­
ard for transcript definition. Considerable progress has been 
1ade in the generation of representative full-length cDNA se­
uences (Strausberg et al. 1999, 2002; Wiemann et al. 2001; 
ikuno et al. 2002; Nakajima et al. 2002), especially following the 
levelopment of sophisticated protocols for obtaining full-length 
ranscript molecules and to correct for transcript expression bias 
Bonaldo et al. 1996, Carninci et al. 2000). 

Expressed sequence tags (ESTs) are another major source of 
ranscript sequence. ESTs either are single-pass, partial sequences 
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Correspondlng authors. 
.-MAIL anamarla@compblo.ludwlg.org.br; FAX 55-11-3207-7001. 
:-MAIL mcsoga@lq.usp.br; FAX 55-11-3091-3820. 
1rticle and publication are at http:/ /www.genome.org/cgi/doi/1 0.1101 I 
1r.2111 304. Article published online before print in )une 2004. 

derived either from the 5' and 3' extremities of cDNA clones 
(Adams et al. 1991) orare specifically directed towards the central 
coding regions of transcripts, in the case of open reading trame 
ESTs (ORESTES; Dias et al. 2000; Camargo et al. 2001). Initially, 
ESTs were exploited as a source for gene discovery (Adams et al. 
1992, 1993), but they have also been widely used to build tissue­
specific transcript profiles (Bortoluzzi et al. 2000a,b,c; Hu­
miniecki and Bicknell, 2000; Phillips et al. 2000; Yu et al. 2001; 
Katsanis et al. 2002; Megy et al. 2003), to construct gene-based 
physical maps (Hudson et al. 1994), to compare genomes of dif­
ferent organisms (Tugendreich et al. 1994; Lee et al. 2002), to 
accurately identify transcripts in genomic sequences (Bailey et al. 
1998; Jiang andJacob 1998; Kan et al. 2001), and to study aspects 
of mRNA structure, such as splicing variants (Hide et al. 2001; 
Modrek et al. 2001; Clark and Thanaraj 2002; Kan et al. 2002; Xie 
et al. 2002; Xu et al. 2002; Wang et al. 2003), alternative poly­
adenylation (Gautheret et al. 1998; Beaudoing and Gautheret 
2001; Iseli et al. 2002), and single nucleotide polyrnorphisms 
(Garg et al. 1999; Picoult-Newberg et al. 1999; Clifford et al. 2000; 
Irizarry et al. 2000; Hu et al. 2002). 

To date, >5,200,000 human ESTs have been generated from 
different organs and tissues, deriving mairlly from the Merck 
Gene Index Project (Williamson 1999), the Cancer Genome 
Anatomy Project (CGAP; Strausberg et al. 2000), and the Human 
Cancer Genome Project Ludwig/FAPESP (HCGP; Dias et al. 2000; 
Camargo et al. 2001). Nevertheless, it is widely recognized that 
EST databases are subjected to artifacts related to the partial, low­
quality nature o f the sequences and the presence of various kinds 
of contamination (Sorek and Safer 2003). In addition, because of 
the large differences in abundance between RNA species, the cov­
erage of individual transcripts by ESTs is highly variable. Despite 
that, it is believed that the vast majority of transcripts have been 
sampled at least once by either a full-length cDNA or EST se­
quence (Ewing and Green 2000; Uang et al. 2000). 

Although the amount of transcript data currently available 
is not sufficient to identify all human genes, the judicious use of 
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is data set, in conjunction with the draft sequences of the hu­
an genome, has been highly informative in the characteriza­
m of new human genes (Reymond et al. 2002; Silva et al. 2003). 
~re we describe the utilization of a transcriptome database to 
.ide the generation of novel human transcript sequences on a 
nome-wide basis. By using the genomic sequence as a scaffold 
r EST mapping and clustering, we have used RT -PCR to bridge 
ps between EST clusters that we judged as likely to be derived 
)ffi the same genes. The resulting novel sequence confirms that 
e ESTs from different clusters are, in fact, derived from a com­
on transcript and defines the intervening region between 
em. 

Because this process is very similar to the finishing phase of 
nome projects, we called it transcript finishing (TF). This pow­
ful, albeit laborious, approach allows the characterization of 
)Vel human transcripts and splicing isoforms, which appear to 
: generally expressed ata low abundance level and/or in are­
ricted set of tissues and avoids the necessity of a full-length 
>NA clone in order to confirm the structure of a gene. 

ESULTS 

1eneration of the Transcriptome Database and EST 
luster Selection for Experimental Validation 
'e have used the publicly available human genome and tran­
Tipt sequences to identify and experimentally validate addi-

SOURCE VIEW ZOOM FUll END TISSUE 

tional transcribed regions in the human genome. The two data 
sets were integrated into the transcriptome data base by using the 
BLASTN program to map ali transcript sequences onto the as­
sembled version of the human genome available from the Na­
tional Center for Biotechonology Information (NCBI). We have 
also mapped to the genome, using the raw data generated by EST 
sequencing projects, a set o f trusted 3 'tags that provi de unique 
identifiers for transcript 3' ends (Iseli et al. 2002). The tags were 
used for positional orientation and as a start point for transcript 
reconstruction. To facilitate visualization of the alignments and 
the access to information such as project and tissue source of the 
sequences, alignment scores, and the position of 3'tags, a graphi­
cal interface was also developed (Fig. 1). 

We identified 244,148 human transcript clusters, of which 
14,598 contained at least one full-length cDNA sequence, and 
229,550 clusters that were composed exclusively of partial tran­
script sequences. Of the set of 14,598 clusters containing full­
length sequences, 13,149 (90%) had at least one corresponding 
EST, and the remaining 1449 (10%) were composed only of full­
length cDNA sequences. These data demonstrate that, despite the 
fact that >5 million EST sequences are available, they do not fully 
cover the human transcriptome and that the generation of addi­
tional transcribed sequences is still required. 

It is noteworthy that dusters composed exclusively by ESTs 
have a reduced number of sequences (average, 5.9 sequences) 
derived from fewer different tissues (average, 3.0), compared with 
dusters containing a full-length cDNA, which have an average of 
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Figure 1 TFI graphical interface. The TFI graphical interface displays a region of the human genome sequence as a yellow line, with a scale in base 
Jairs (bp). Expressed sequence tags (ESTs) that align with the genome sequence are shown in different colors, depending on the p roject of origin: 
)RESTES from the FAPESP/LICR Human Cancer Genome Project in purple; CGAP in green, MGC in blue, and TFI in yellow, with splicing structures 
·epresented as gray tines. The interface shows an experimentally validated TFU (number 1 71) jo ining two EST clusters. The TFI interface also provides 
nformation on the t issue of origin of the t ranscrip t sequences, the percentage of similarity of each exon with the human genome sequence, and the 
presence of 3' tags represented as green triangles. 
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.5 sequences derived from eight different tissues. Based on 
ese observations, we conclude that the human transcripts that 
nain to be defined are expressed at low leveis in a restricted set 
tissues and that their characterization will benefit from a direct 
proach such as the TF. 

Because EST databases contain a significant fraction of arti­
:tual and contaminant sequences, we selected, for experimen­
. validation, pairs of clusters that consist of ESTs that align 
mcontiguously to the genome, consistent with the presence of 
;plicing structure. We also restricted our validation to pairs of 
1sters that map ata maximum distance of 10 kb from each 
her, in order to increase the probability that these clusters be­
ng to the same transcript. By using these criteria, a total of 2373 
1irs of clusters (-2% of the total number of clusters composed of 
trtial sequences) were initially selected and subjected to manual 
spection using our graphical interface. 

Manual inspection allowed the assessment of similarity and 
tension of the alignments, as well as the position of the se­
:ted pair of clusters relative to the 3'tags. Following this proce­
tre, a subset of 489 pairs of clusters was initially selected for 
perirnental validation. The number of clusters eliminated by 
anual inspection was very low; therefore, the 489 pairs of clus­
rs selected for experimental validation can be considered an 
1biased sample of the 2373 initially selected clusters. Clusters 
lected for validation were separated from each other by an av­
age 2879 bp of intervening genomic sequence and were com­
>sed by an average of 5.92 EST sequences derived from an av­
age of three distinct tissues. Each pair of EST clusters selected 
r experimental validation was designated as a single TF unit 
'FU). Information related to the 489 TFUs selected for validation 
tn be accessed at http:/ /200.18.51.201/viewtfi. 

Kperimental Validation and the Generation of New 
ranscribed Sequences 
general overview of the computational and experimental vali­
ltion strategies is presented in Figure 2. A total of two coordi-
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Transcribed Regions in the Human Genome 

nation groups, four bioinformatics groups, and 29 validation 
laboratories, linked through the Internet, participated in the 
computational and experimental phase of the project (http:/ I 
200.18.51.201/transcript/Participants.html). Following cluster 
selection and manual inspection, primers for RT-PCR validation 
of each TFU were designed automatically. The genomic sequence 
was chosen as a template for primer design because it is generally 
of a higher quality than are EST sequences. cDNA preparation 
was also a criticai issue, because both the quality and the repre­
sentation of different tissues directly influence the validation ef­
ficiency. As an indicator of genomic DNA contamination, the 
total RNA preparations were subjected to PCR amplification by 
using primers within intronic sequences flanking the exon 12 of 
the MLHl gene and found to be negative. The quality of the 
cDNA product was demonstrated by PCR amplification of se­
quences located at the 5' extremity of the NOTCH2 transcript (a 
long transcript of 11.4 Kb). A total of 22 cDNA preparations, 
derived from a number of celllines and representing 18 distinct 
tissues, were used. 

The total of 3019 sequences, generated during the project, 
was subjected to an automated cleaning protocol. High-quality 
sequences were aligned against the genomic sequence, and the 
alignment coordinates and scores for validated sequences were 
loaded into the transcriptome database and displayed on the 
graphical interface (Fig. 1). We successfully validated 211 of the 
489 TFUs that were distributed, yielding an overall validation 
efficiency of 43.1%. 

A single pair of primers was tested for each TFU, and experi­
mental validation was undertaken in a high-throughput single­
pass format. Few modifications were adopted when a positive 
amplification was not achieved (see Methods). To estimate the 
false-negative amplification rate of the TF strategy, we deter­
mined the number of the nonvalidated TFUs for which a full­
length cDNA sequence had been made available by other se­
quencing projects during the course of our project. For 40 of the 
nonvalidated TFUs, we were able to identify a full-length se-

quence linking the two EST clusters initially 
selected for validation. Thus, these cases 
can be considered to be false-negative am­
plifications. For 118 of the nonvalidated 
TFUs, the existence of a full-length se­
quence matching just one of the two se­
lected clusters allowed us to conclude that 
the two clusters were in fact part of differ­
ent transcripts. For these cases, the absence 
of an RT-PCR product thus reflects true 
negatives. For the 120 of the remaining 
nonvalidated TFUs, a conclusive result 
could not identify any corresponding full­
length sequence. Therefore, based on these 
results, we can estimate that the rate of 
false-negative amplifications in the TF strat­
egy is -25% (40/158 nonvalidated TFUs). 

In addition, to identify variables re­
lated to the expression pattern of the novel 
transcripts that influence the efficiency of 
validation, two sets composed of 174 vali­
dated TFUs and 208 nonvalidated TFUs 
were compared. As shown in Table 1, the 
validated TFUs had, on average, more ESTs 
in each cluster derived from a larger num­
ber of different tissues. Both of these differ-

:igure 2 General scheme of the TFI strategy. Schematic outline of the strategy used for compu­
ational and experimental validation of TFU sequences. Following the development of bioinformat­
:s tools, the generation of the transcriptome da taba se, and automatic cluster selection, the project 
asks were divided between the coordination and the validation laboratories. 

ences were statistically significant accord­
ing to Mann-Whitney tests, indicating that 
a higher expression levei and a broader ex­
pression pattern of the selected transcripts 
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Table 1. Comparison Between Validated and Nonvalidated TFUs 

Validated TFUs 
(Std devlation) 

Nonvalldated TFUs 
(Std devlation) Pvalue 

Average distance between clusters 
Average no. of ESTs in each cluster 
Average no. of distinct tissues in each cluster 
Presence of a common tissue in both clusters 

2609 (3202) 
6.10 (8.91) 
3.45 (4.27) 

Yes 63 

3105 (2942) 
5.77 (13.23) 
2.85 (4.54) 

Yes 62 
No 146 

0.008 
0.010 
0.002 
0.223 

10red validation. The presence of ESTs derived from the same 
sue in both clusters did not influence the likelihood of valida­
m according to x2 tests. 

A total of 59,975 bp of transcribed sequence, organized into 
2 exons, were generated, contributing to the definition of the 
ucture of 211 distinct human transcripts. Each validated TFU 
td a mean of 281.6 bp and a median of 207 bp of novel se­
lence not represented by the original EST clusters and a mean 
2.03 and a median of two newly defined exons. The validated 
:U sequences have been submitted to GenBank under the ac­
ssion numbers CF272536 to CF272733, which are provided as 
1pplemental Table 1. 

onsensus Sequences Generation and Annotation 
: the Validated Human Transcripts 
msensus sequences produced by assembling the sequences de­
red from the validation fragment and the sequences from all 
:Ts in both clusters were obtained for 186 of the 211 validated 
;us. Assembly of a consensus sequence was not possible for 
; TFUs, due mainly to the presence of repetitive sequences 
1d alternative splicing forms. Consensus sequences, with an 
•erage of 1240 bp, can be accessed at (http:l/200.18.51.201/ 
ewconsensus/). 

Consensus sequences derived from the validated TFU s were 
igned to the July 2003 version of human genome sequence 
sembly provided by the University of California, Santa Cruz 
JCSC), using the BLAT search tool (http:/ /genome.ucsc.edu/cgi­
n/hgBlat) to compare the validated consensus sequences with 
1own genes and gene predictions (Table 2). A significant frac­
on (68.8%) of the validated transcripts completely overlapped 
ith the alignment coordinates of a known gene or full-length 
uman mRNA submitted to the GenBank during the course of 
Ltr project (Fig. 3A), and a smaller fraction (10.2%) represented 
üensions (mostly 5 ') to partial cDNA sequences deposited in 
ublic databases (Fig. 3B). However, for 21 o/o of the validated 
FUs, a full-length cDNA sequence was not available in public 
ata bases as of]uly 2003. The structure o f the majority ( 69.2%) of 
1e validated TFUS without a corresponding full-length cDNA 

Table 2. Annotation of Validated Consensus 

Categorles 

Known gene 
Extension of a known gene 
New transcript w/total prediction 
New transcript w/partial prediction 
New transcript w/o prediction 

Total 
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Number of 
consensus 
sequences 

128 
19 
12 
15 
12 

186 

Percentage 
(%) 

68.8 
10.2 

6.5 
8.0 
6.5 

100 

No 111 

sequence had not been correctly predicted by ab initio gene pre­
diction programs such as Fgenesh++, Geneid, and GenScan. 
These TFUs can thus be considered as new human transcripts. 

The consensus sequences corresponding to new human 
transcripts were further characterized by BLASTX analysis, and 
protein domains were predicted by using the Pfam and Prosite 
databases. Of the 39 consensus sequences representing new hu­
man transcripts, 27 (69.2%) contained an ORF of at least 100 
amino acids, and eight (20.5%) contained a clearly defined pro­
tein domain including three IG-like domains and a protein ki­
nase. Complete information on the characterization of the vali­
dated TFUs, including consensus size, annotation, chromosomal 
location, and expression pattern based on ESTs distribution, are 
provided as Supplemental Table 2. 

The validated transcripts that completely overlapped with 
the alignment coordinates of a known gene containing a defined 
ORF were used to estimate the percentage of consensus sequences 
that represent complete transcripts. Only a small fraction (9. 7%) 
of the 93 validated TFUs analyzed contained a complete ORF. 
The low percentage obtained was expected because, in the TF 
strategy, RT-PCR is used to brigde gaps between partial transcript 
sequences. 

ldentification and Experimental Validation 
of Alternatively Spliced lsoforms 
Several reports have suggested that at least 30% to 35% of human 
genes undergo alternative splicing (Brett et al. 2000; Modrek et al. 
2001); nevertheless, this value is probably underestimated be­
cause many cell types have not yet been fully explored by cDNA 
sequencing. The use of different cDNA sources during the experi­
mental validation phase of the new human transcripts allowed us 
to identify many new splicing variants. We explored the degree 
of sequence variability due to alternative splicing in the set of 
186 consensus sequences that we generated and found evidence 
for alternative splicing in 22 (12%) cases (Table 3). Intron reten­
tion was observed in 11 TFUs, and alternative exon usage was 
detected in 11 of the 22 TFUs with alternative splicing. Con­
served GT-AG splice junctions were present in all TFUs with al­
ternative exon usage. The possibility of genomic DNA contami­
nation, in those cases in which we have observed the retention of 
an intron, was excluded due to the presence of processed introns 
in the same cDNA molecule containing the retained intron. 
Moreover, the RNAs used for experimental validation of the al­
ternatively spliced forms have been treated with DNase and 
tested for the absence of intronic sequences, as described in 
Methods. 

We selected six TFUs with alternative exon usage, represent­
ing a total of 14 splicing isoforms, for further experimental vali­
dation. Each pair of prirners used for experimental validation of 
the alternatively spliced forms was assayed against all 22 cDNA 
sources, without pooling. Touchdown PCR confirmed 10 (83%) 
of the putative investigated isoforms. No PCR amplification was 
achieved for one TFU. Some splicing isoforms were expressed in 
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1 restricted pattern, being detected in one ora few of the tissues 
tnalyzed by RT-PCR (data not shown). Nane of these splicing 
soforrns had been previously identified, highlighting the poten­
ial use of the TF strategy for uncovering the genetic variability 
~enerated at the transcriptorne levei. 

A typical exarnple of this experimental validation is illus­
:rated in Figure 4. In this case, we were able to identify two 
llternative exons, one of which presents an extra exon of 138 bp 
md the other a 21-bp extension of an exon already represented 
)y EST sequences. The possible cornbination of these variants 
:esults in four splicing isoforrns. Figure 4 shows a 388-bp product 
~obtained with prirners P1 and P2) corresponding to the proto­
cype isoforrn, a 370-bp product (prirners P2 and P3) correspond­
ing to the isoform containing the additional exon, a 314-bp 
product (prirners P1 and P4) corresponding to the isoform with 
the extended exon, and a 452-bp product corresponding to the 

isoforrn containing both the additional exon and the extended 
exon. 

DISCUSSION 
Currently, intense activity is directed toward defining the com­
plete set of genes and their derived transcripts in the human 
genorne. This inforrnation will have a profound impact in diverse 
areas of biology such as hurnan evolution, structural genornics, 
and rnedicine. However, because of the highly dispersed and 
cornplex structure of hurnan genes, it is extrernely difficult to 
correctly identify transcribed regions within the genorne (Ca­
margo et al. 2002). 

Estimates based on gene prediction both within individual 
finished chrornosomes (Dunharn et al. 1999; Hattori et al. 2000), 
as well as in the draft hurnan genorne sequences (Lander et al. 
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"able 3. Alternative Splicing Forms Wlthin Valldated TFs 

Presence of 
conserved 

Type of acceptor No. of No. of 
ralldated alterna tive and donor alterna tive validated 
:onsensus spllcing sites isoforms isoforms 

'FU0118 Exon usage Yes 2 1 
'FU0200 Exon usage Yes 4 4 
'FU0274 Exon usage Yes 2 2 
'FU0351 Exon usage Yes 2 2 
'FU1004 Exon usage Yes 2 1 
'FU1058 Exon usage Yes 3 o 
'FU0155 Exon usage Yes 2 nd 
'FU0238 Exon usage Yes 2 nd 
-FU0308 Exon usage Yes 2 nd 
ruooo3 lntron retention nd nd nd 
-FU0019 lntron retention nd nd nd 
-FU0035 lntron retention nd nd nd 
-FU0052 lntron retention nd nd nd 
-FU0099 lntron retention nd nd nd 
rU0112 lntron retention nd nd nd 
-FU0125 lntron retention nd nd nd 
-FU0131 lntron retention nd nd nd 
IFU0209 lntron retention nd nd nd 
íFU0285 lntron retention nd nd nd 
íFU0371 lntron retention nd nd nd 
íFU0148 Exon skipping nd nd nd 
íFU1061 Exon skipping nd nd nd 

1d = not dane. 

)01; Venter et al. 2001), have uniformly concluded that the 
1man genome possesses <35,000 genes. This number has been 
pported by a preliminary analysis of EST coverage of known 
nes (Ewing and Green 2000) as well as comparative genomics 
1alysis (Roest et al. 2000). Most of these 35,000 genes are al­
ady represented by a full-length cDNA sequence in transcript 
1tabases. In UniGene (http://www.ncbi.nlrn.nih.gov/entrez/ 
Iery.fcgi?db=unigene), for example, there are currently 28,412 
anscript clusters represented by at least one full-length cDNA 
·quence. 

Here we have proposed and validated the use of the TF strat­
:y for characterization of new human transcripts that are only 
utially represented by ESTs. Because EST databases contain a 
gnificant fraction of artifactual and contaminant sequences, we 
:lected pairs of clusters for experimental validation that exhib­
ed a dear splicing structure when aligned to the genome. By 
:quiring the occurrence of splicing, the levei of contamination 
1 the EST databases is significantly reduced, although at the 
{pense of eliminating many genuine 3' ESTs. The selection cri­
~ria used in our initial analysis are very restrictive, and the adop­
on of less stringent criteria (including clusters without a splic­
Ig structure) will certainly be required to complete the catalog of 
uman genes using the strategy we described. Given the 2373 
Iitially selected dusters, of which 489 were subjected to experi­
Iental validation, 1884 pairs of clusters remain to be validated. 
' we assume an overall validation efficiency of 43%, we can 
5timate that the TF strategy might contribute to the definition 
f at least 791 additional genes in the human genome. 

Several factors may have influenced our validation effi­
Lency, including experimentallimitations related to primer and 
DNA synthesis, the particular characteristics of human tran­
~ripts such as low expression levei, and the existence of a sig­
ificant proportion of sense-antisense transcriptional units on 
pposite DNA strands of the same genomic locus (Yelin et al 
003). A 25% false-negative amplification rate was estimated for 
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the TF strategy and is probably related to the high-throughput 
single-pass format adopted for the experimental validation. In 
this context, the use of additional primer pairs and modifications 
of cycling parameters that would favor the amplification of dif­
ficult targets could be added to the process to reduce the negative 
amplification rate. 

We found that validation efficiency was enhanced by imple­
mentation of quality controls for cDNA synthesis, the use of 
polyA+-derived cDNA, a combination of both oligo dT and ran­
dom primers for cDNA synthesis, and also the use of nested RT­
PCR. We also observed that validated pairs of clusters had a 
higher average number of ESTs per duster and a higher number 
of different tissues represented by the clusters compared with 
pairs of clusters that we were not able to validate. Validated TFUs 
had, on average, 6.1 ESTs in each cluster derived, on average, 
from 3.45 distinct tissues. Noteworthy, in 41% of the validated 
TFU s, one o f the two EST clusters was composed o f a single EST, 
and in 13% of the cases, both dusters corresponded to singleton 
ESTs, indicating the often overlooked importance of this kind of 
data. 

For a reasonable fraction (21 %) of the validated TFUs, a full­
length cDNA sequence was not yet available in public databases. 
The structure of the majority ( 69 .2%) o f these validated TFU s had 
not been correctly predicted by ab initio gene prediction pro­
grams and, consequently, was not annotated in the human ge­
nome. In addition, the use of different cDNA sources in the vali­
dation process allowed us to identify many splicing variants that 
were further validated by RT-PCR. As for 21 o/o of validated se­
quences, none of these splicing variants had been previously 
identified. 

We conclude that the TF strategy provides a convenient and 
unique means for delineating gene boundaries and new tran­
scribed sequences. The TF strategy permits the characterization o f 
new human transcripts and splicing isoforms expressed at a low 
level and in a restricted set of tissues and will certainly continue 
to contribute to the definition of the complete catalog of human 
genes and transcripts. 

METHODS 

Cell Culture 
Human celllines were obtained from the American Type Culture 
Collection (ATCC) and cultured as recommended (http:/ I 
www.atcc.org). The following cell tines were used in order to 
generate a cDNA panel representing different tissues: A172 glio­
blastoma; T98G multiform glioblastoma; FaDu squamous cell 
carcinoma; SW480 colorectal adenocarcinoma; Skmel-25 malig­
nant melanoma; DU145 prostate carcinoma; BeLa cervix adeno­
carcinoma; XP Xeroderma pigmentosum fibroblasts; ZR-75-1, 
MCF-7, and Hs578T breast ductal carcinoma; IM9 B transformed 
lymphoblasts; TI thyroid carcinoma; U937 histyocytic lym­
phoma; HsLTes normal testis; Hs732.PL normal placenta; Hep 
G2 hepatocarcinoma; NCI-H1155 and H358 lung carcinoma; 
SCaBER urinary bladder carcinoma; SAOS 2 osteosarcoma; and 
Tu-rim primary culture of a kidney tumor. 

RNA Extraction and cDNA Synthesis 
Total RNA was prepared from cultured cells seeded in four 150-
mm-diameter (P150) plates by using the cesium chloride cushion 
technique (Chirgwin et al. 1979). Poly A+ RNA was isolated from 
200 l!g total RNA with the PolyAttract mRNA isolation kit (Pro­
mega), and the total yield of this purification was used for cDNA 
synthesis. For cDNA synthesis, 100 to 200 llg total RNA or the 
corresponding purified mRNA were treated with 100 U DNAse I 
(FPLC-pure, Amersham) and reverse-transcribed by using oli­
go(dT)12-18, random prirner and Su.perScript ll (Invitrogen), fol­
lowing the manufacturer's instructions. The resulting cDNA was 
then subjected to RNase H treatrnent and distributed among the 
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!JUre 4 Experimental validation of MGC5601 gene alternative splicing isoforms. (A) Gene structure for exons XVI-XIX (boxes) of the MGC5601 gene 
:ated on chromosome 12. lntrons are represented by lines. Two alternative exons are shown on TFU reads, and a hypothetical combination of these 
•o exons is also shown. Sequence F07R has an extra exon between exon XVII and XVIII. Sequence A01 R has an extended exon XIX. Four primers were 
!Signed for validation tests, as indicated in the figure (P1-P4), and each pair of primers were assayed against ali 22 cDNA preparations without pooling. 
) We detected ali four of these alternative splicing isoforms in MGC5601. Numbers one through four indicate the tissues from which the cDNA was 
1tained (1, multiform glioblastoma; 2, glioblastoma; 3, prostate carcinoma; and 4, primary kidney cell culture). The sizes of the bands obtained are 
:licated. L indicates 100-bp ladder. 

l validation laboratories involved in the project. The quality of 
te cDNA synthesis and the absence of genomic DNA contami­
ltion were evaluated for each preparation. Total RNA was sub­
cted to PeR amplification by using primers within intronic se­
Jences flanking exon 12 of the MLHl gene (forward, 5'­
::;GTGTeTeTAGTTeTGG-3'; reverse, 5 ' -eATTGTTGTAG 
\GeTeTGe-3'). The quality of the cDNA product was also 
sted by PeR amplification of sequences located at the 5' ex­
emity of the NOTCH2 transcript (a long transcript of 11.4Kb; 
1rward, 5' -AeTGTGGeeAAeeAGTTeTe-3'; reverse, 5-' eTeT 
AeAGGTGeTeeeTTe-3'). 

T~PCR and Sequencing 
f -PeR was carried out in 25 pL reaction mixtures containing 1 
L cDNA, 10 x Taq DNA polymerase buffer, 200 pM dNTP, 6 
moles of primers, 1.5 mM Mgel21 and 1 U Taq DNA polymerase 
;meo BRL). Standard PeR conditions were as follows: 4 min at 
toe (initial denaturation), 40 sec at 94°e, 40 sec at ssoe, and 1 
tin at ?zoe for 35 cycles and a final extension step of 10 min at 
zoe. Modifications of the standard protocol included annealing 
~mperature, Mgel2 concentration, addition of PeR enhancers 
1ch as betaine, and the use of polymerases with hot start activ­
y. PeR products were directly sequenced with the same primers 
sed for RT-PeR or cloned before sequencing. If more than one 
agment was obtained for the same TFU using different cDNA 
)urces, all fragments were sequenced. This was also the case if 
mltiple bands were obtained in PeR amplifications using a 
ngle cDNA source. Sequencing different fragments obtained for 
specific TFU allowed us to characterize a number of alterna­

vely spliced transcripts. Sequencing reactions were carried out 
y using the DYEnamic ET terminator eycle Sequencing Kit (Am­
rsham Pharmacia) and separated by electrophoresis using an 
BI 377 Prism Sequencer (Applied Biosystems) according to sup­
lier's recommendations. 

·ranscriptome Database and Graphicallnterface 
,LASTN was used to identify pair-wise similarities between ali 
nown transcript sequences and the draft genome sequence de­
osited in release 66 (March 2001) of the European Molecular 
,iology Laboratory (EMBL) database. Transcribed sequence data 
vere extracted from several sources: (1) the human EST section of 
MBL release 66, (2) human mRNA documented in the human 
ection of EMBL release 66, (3) ORESTES sequences from the Lud­
vig Institute for eancer Research (LieR)/FAPESP Human eancer 
~enome project, and (4) human rnRNAs documented in the 
JeBI curated RefSeq database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
efseq). For genomic sequence, we used contigs of at least 10 kb 

deposited in the HUM and HTG sections. Those HTG entries that 
had not been fully assembled were split into individual compo­
nents. Therefore, the human genome data set used is highly redun­
dant but can easily be reduced to one of the available assemblies. 

The transcript sequences were filtered for contaminants, 
and repetitive elements were masked out by using the PFP soft­
ware package (Paracel). For each pair of matching transcribed and 
genomic sequences, local alignments were generated by using 
Sim4 (Florea et al. 1998), with parameters W = 15, R = O, A = 4, 
and P = 1. The output of Sirn4 was filtered to eliminate all align­
ments that did not contain at least one matching region within 
the genome with at least 95% identity over 30 nt. The alignment 
coordinates and related information were uploaded in to a 
MySQL relational database. We used the data stored in the rela­
tional database to create dusters of transcribed sequences, based 
on their position within individual genomic contigs. The coor­
dinates of the putative exons on the genome sequence were used 
to determine membership in a duster. If coordinates of at least 
one exon were common to two transcripts, then these were con­
sidered to be part of the same cluster. 

The 3' tags were generated as previously described (Iseli et al. 
2002). Briefly, poly(A) or poly(T) were identified from original 
sequence trace files, and the 50 nucleotides irnmediately adjacent 
to it were recorded as a candidate tag (after obtaining the reverse 
complement for poly(T) tracts). Duplicate tags were eliminated, 
as were the tags matching UNE and Alu repetitive elements, ri­
bosomal or mitochondrial sequences, and those containing 
simple repeats. Matches for the remaining tags were mapped to 
the genome, and the 50 nucleotides found downstream of the 
match were also recorded. Individual tags were incorporated in to 
the MySQL database. A graphical interface was developed in TeL/ 
TK language in order to visualize the 3' tags, EST alignments and 
related information, such as tissue origin and project source of 
the sequences. 

By querying the transcriptome database, we were able to 
select EST clusters that do not correspond to known full-length 
mRNA for validation. These were at a maximum of 10 kb apart 
from each other and exhibited a clear splicing structure when 
aligned to the genome. elusters selected for validation were vi­
sually inspected before ordering primers. Ali systems used in this 
work were developed by using PERL and PHP programming lan­
guages on a Linux-based server running the MySQL database 
management system and the Apache Web server. 

Cluster Selection and Primers Design 
The automated primer protocol received a fixed format file con­
taining the accession number of the genomic clones and the 
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nomic interval where the two noncontiguous EST clusters map 
d where the system searched for primers. A single pair of prim­
; was designed for each TFU, which usually targeted the two 
ons flanking the putative gap. In a few cases, in which the 
esence of repetitive sequences or atypical base composition 
evented the design of primers, adjacent exons were used. The 
imer3 program (version O. 9) developed by the Whitehead In­
tute for Biomedical Research was used for primer design, 
opting the following parameters: primer size of a minimum of 
· bp, optimal 18 bp and maximum 21 bp; melting temperature 
a minimum of 55°C, optimal 60°C and maximum 65°C; and 

::: damp set to one. The output of Primer3 was processed in 
der to filter primers that had alternate annealing sites in the 
V'en genomic sequence. The system uses a Web-based interface 
at allows submission of files containing information on primer 
:sign, retrieval of primers found, and the modification of de­
ult parameters for primer picking. 

!QUence Analysis and Database Update 
quences were subjected to an automated protocol to (1) assess 
quence quality, (2) trim vector sequences, (3) mask repetitive 
~ments, and (4) remove undesirable sequences such as bacte­
tl, mitochondrial, and fungi sequences. The sequence quality 
1s determined by Phred analysis using a trimCutOff of 0.06171 
wing and Green 1998; Ewing et al. 1998). Sequences with <100 
tses were excluded. Mitochondrial, bacterial, and fungi se­
Iences were identified by BLAST searches against the GenBank 
ttry corresponding to the human mitochondrial complete ge­
)me sequence and against a locally developed bacterial and 
ngal data base, respectively. Significant hits were determined by 
.ing an E value of w-5 for searches against mitochondrial ge­
)me and an E value of 10- 30 for searches against bacterial da­
bases. Masking of repetitive elements was undertaken by using 
te RepeatMasker (http:/ /www.repeatmasker.org) under default 
trameters. The remaining high-quality sequences were aligned 
~ainst the original genomic clone by using the BLASTN pro­
am, and alignment coordinates and scores were loaded in to the 
ySQL database on a daily basis. 

onsensus Assembly 
1e reads corresponding to validated TFs were assembled into 
contig by using the PhredPhrap. The contig sequence was 
igned with both EST clusters by using the BLASTN program, 
1d alignment coordinates were used for consensus generation. 
Web-based interface was developed to monitor the assembly 

1d access the consensus sequences (http:/1200.18.51.201/ 
ewconsensus/). 

:haracterization of Validated Transcripts 
haracterization of validated transcripts was pursued by using 
1e UCSC Genome Browser (Kent et al. 2002), which is available 
: http://genome.ucsc.edu. This allowed determination of se­
uence overlap between the validated consensus sequences, 
nown genes, and gene predictions. Consensus sequences de­
ved from the validated TFUs were aligned to the July 2003 ver­
on of the human genome sequence assembly provided by 
·esc using the BLA T search tool. The annotation tracks used for 
)mparison to already known genes were known genes, RefSeq 
enes, and human mRNAs from the GenBank. A validated tran­
:ript was considered a new gene if its alignment coordinates did 
ot match the coordinates of any other sequence available 
1rough the known genes, RefSeq genes, or human mRNA anno­
:ttion tracks. For comparison to gene predictions, the following 
:acks were used: Fgenesh++, Geneid, and GenScan predictions. 
he prediction of individual exons instead of the full transcript 
rediction was considered. A validated exon was considered as 
·redicted if it aligned within the coordinates defined by any of 
he three gene prediction programs (not necessarily sharing bor­
ers) anda new validated transcript was considered not predicted 
' all exons were not predicted by the computer programs. The 
onsensus sequences corresponding to new validated transcripts 
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were further characterized by BLASTX analysis, and protein do­
mains were determined by using the Pfam and Prosite data bases. 

Characterization and Validation of Alternatively 
Splicing Forms 
The individual sequences generated during the process of valida­
tion of each TFU were aligned to the human genome assembly by 
using the BLAT search tool, together with the final consensus 
sequence and representative sequences derived from both EST 
clusters. Alternatively spliced isoforms were visually identified by 
using the UCSC browser. To eliminate alignment artifacts caused 
by sequencing errors and problems in the genome assembly, we 
have considered as alternatively spliced forros only exons de­
fined by conserved acceptor and donor splicing sites (GT/AG). 
Primers for validation of predicted alternative splicing isoforms 
were designed by using Primer3 with default parameters. The 
presence of alternative isoforms was analyzed by using a cDNA 
panel composed of 20 different normal and tumor tissues. GAPD 
amplification was used as a control for integrity and quantifica­
tion of the RNA used for cDNA synthesis. RT-PCR products ob­
tained in touchdown reactions were analyzed on 1.5% agarose gels. 
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The identification of ali human chromosome 21 (HC21) genes is a necessary step in under­
standing the molecular pathogenesis of trisomy 21 (Down syndrome). The first analysis of the 
sequence of 21q included 127 previously characterized genes and predicted an additional 98 
novel anonymous genes. Recently we evaluated the quality of this annotation by characteriz­
ing a set of HC21 open reading frames (C21orfs) identified by mapping spliced expressed 
sequence tags (ESTs) and predicted genes (PREDs), identified only in silico. This study under­
scored the limitations of in silico-only gene prediction, as many PREDs were incorrectly pre­
dicted. To refine the HC21 annotation, we have developed a reliable algorithm to extract and 
stringently map sequences that contain bona fide 3' transcript ends to the genome. We then cre­
ated a specific 21q Acedb [AUTHORS: DEFINE] that incorporates new ESTs as well as fea­
tures such as CpG islands, repeats, and gene predictions. Using these tools we identified 27 new 
putative genes. To validate these, we sequenced previously cloned cDNAs and carried out RT­
PCR, 5'- and 3'-RACE procedures, and comparative mapping. These approaches substantiated 
19 new transcripts, thus increasing the HC21 gene count by 9.5%. These transcripts were likely 
not previously identified because they are small and encode small proteins. We also identified 
four transcriptional units that are spliced but contain no obvious open reading frame. The 
HC21 data presented here further emphasize that current gene prediction algorithms missa sub­
stantial number of transcripts that nevertheless can be identified using a combination of exper­
imental approaches and multiple refined algorithms. 

Key Words: human chromosome 21, transcription map, genomic sequences anno­
tation, gene prediction, Down syndrome, trisomy 21, expression pattem, Acedb 

INTRODUCTION 

isomy 21 causes Down syndrome (DS), which is the most 
1mmon genetic cause of mental retardation and affects 
>proximately 1 in 700 live births [1]. The understanding of 
e molecular pathogenesis of DS necessitates the identifica­
m of ali human chromosome 21 (HC21) genes and assess-

ment of their contribution in the different phenotypes of the 
syndrome [2]. This annotation should also simplify the iden­
tification of the genes responsible for monogenic diseases (for 
example, holoprosencephaly and Usher syndrome 1E [3,4 ]), 
complex common phenotypes (for example, bipolar disease 
and familial combined hyperlipidemia [5,6]), and malignan­
cies mapping to this chromosome (for example, childhood 
leukemias, transient neonatalleukemia, and squamous non-
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11 lung carcinoma [7- 9]). In addition, this work may 
;ht on epidemiological studies that suggest that DS 
rals are "protected" from certain cancers because their 
:eis lower than that of the general population [10]. 
sequence of HC21, sequences from eukaryotic 

s, and sequences of expressed sequence tags (ESTs) 
:ilitated the cataloging of human genes [11- 19]. The 
nnotation of the complete sequence of the long arm 
1 revealed 127 genes and 98 predicted transcripts 
•) [16]. We previously evaluated the quality of the 
~xperimentally for a set of C21orfs defined by match­
:ed ESTs and PREDs defined solely by computer pre-
[20]. We showed that HC21 open reading frames 

) gene models have a stronger predictive value than 
~D models. This study also underscored the limita-
in silico-only gene prediction, as many PREDs were 

:tly predicted [20]. Similar results were obtained in an 
; of the HC21 region syntenic to mouse chromosome 
n the uromodulin-like gene to KIAA0179), where 
6, PRED47, PRED48, PRED49, and PRED50 were 
o be incorrectly predicted [21]. 
versely, we expect that yet-undescribed HC21 genes 
identified, as the gene prediction strategy for chromo­
. and the rest of the genome is likely to have been biased 
genes with small ORFs, and/ or large 5' and/ or 3' UTRs 
9]. Furthermore, additional ESTs and genomic 
:es of other species have been deposited in the data­
:er the initial annotation of chromosome 21 facilitating 
~ch for as yet unidentified genes. Indeed, we and oth­
e already identified six new HC21 genes/ gene models 
1RF sizes not exceeding 690 bp (C21orf67, C21orf69, 
'0, PRED67, PRED68, and PRED69) [20,22]. 
urther refine the HC21 sequence annotation, we have 
yzed the entire chromosome sequence incorporating 
ESTs [23- 25] (http:/ /www.genoscope.cns.fr/, 

'mgc.nci.nih.gov /, http:/ /www.china-zj.com/ eng­
jingquqiye/rd/ genome.htrn, and http:/ /www.nedo. 
~nglish/ index.html) and creating a reliable algorithm 
1gently extract and map to the genome bona fi de 3' 
:ipt ends from EST traces. The combined data are 
zed as an Acedb [AUTHORS: DEFINE] database, 
2.1ace, freely available to the scientific community. The 
graphical display allows an integrated view of the 

data. 
· have identified 19 novel genes not previously predicted 
chromosome 21 mapping and sequencing consortium 
ms increasing the gene content of this human chromo­
JY alrnost 10% (163 known genes, 36 predicted genes, 
1 novel genes). We also identified four additional HC21 
~iptional units that are spliced but contain no obvious 
eading frarne. Laboratory experiments (EST sequencing, 
:R, and RACE) and hurnan- mouse comparative map­
onfirmed the existence of these newly identified tran­
, and transcriptional units. The medicai implications of 
:esults for the study of DS phenotypes and for the gene 
tt of the entire hurnan genome are discussed. 

RESULTS 

Selection and Evaluation of Candidate Genes 
To refine the HC21 sequence annotation, we re-analyzed the 
entire chromosome sequence incorporating new ESTs and 
created a reliable algorithm to stringently extract and map 3' 
polyadenylation tags from EST traces. The combined data are 
organized as an Acedb database, called 21ace. (A copy of the 
21ace database can be downloaded via anonymous ftp from 
ftp.licr.org/pub. Xace (Unix) and WinAce (PC) prograrns are 
available from http:/ /www.acedb.org/Software/ 
Downloads/ .) The 21ace graphical display allowed us to rap­
idly exclude genes and gene models already described 
[16,20,22] and their corresponding ESTs. Remaining ESTs 
and/ or EST clusters were analyzed for the presence of a pos­
sible open reading frarne following the construction of a con­
tig for each cluster to minimize the effect of sequencing errors. 
The spliced ESTs and/ or EST clusters with a possible open 
reading frame and at least one of the following were consid­
ered as candidate genes (quality levell; Fig. lA): a 3' tag; the 
presence of a CpG island; or a GeneScan prediction. 
Unspliced ESTs and/ or EST clusters with a possible open 
reading frarne were selected only if at least two of the above 
criteria were fulfilled. An exarnple of such a candidate gene 
is shown in Fig. lB, as visualized in 21ace. These candidate 
genes were subsequently shown to be bona fide genes and 
were termed C21orf81 and C21orf83. We are aware of the fact 
that this conserva tive approach probably excluded some can­
didates that may represent new HC21 transcripts. 

To validate selected transcripts, we followed the strategy 
outlined in Fig. lA. We first sequenced the fulllength of the 
cDNAs from which the corresponding ESTs were derived. We 
retained the sequences that matched to HC21 (quality level2 
gene candidates), while the remainder was discarded. Two 
subcategories were then created: spliced and unspliced cDNAs. 
cDNAs colinear with the genomic sequence and with open 
reading frarne ~ 300 bp and spliced cDNAs with open reading 
frarne ~ 100 bp were retained and elevated to quality levei 3 
gene candidates. To confirm levei 3 candidates as bona fide 
transcripts, we carried out RT-PCR on a panel of 22 normalized 
cDNA pools. We found evidence of expression for ali of the 
level3 candidates, except C21orf87, in at least one tested tissue 
allowing re-classification to quality levei 4 gene candidates 
(" confirmed genes"). Most of these transcripts were only 
detected following nested PCR reactions. Some transcripts are 
expressed in almost all tissues analyzed (for exarnple, C21orf83, 
C21orj93, and C21orfl01), whereas others (C21orf86) showed a 
more restricted expression pattem (Table 2). We completed 
some sequences by 5'- or 3 '-RACE as required, providing addi­
tional evidence that the quality level4 candidate genes are gen­
uine. The identification of 5' -RACE C21orf87 arnplimers in lung 
and placenta provided the evidence that allowed this transcript 
to be upgraded to quality levei 4. 

Some quality levei 2 candidates that map to HC21, are 
spliced, and show specific expression patterns have no obvi-
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G. 1. C21orf83 is a candidate gene upgraded to a bona fide gene. (A) Schematic outline of the strategy used to confirm the candidate genes. The 
ality levei is shown on the left. (B) The 21ace output for the C21orf83 region (light blue, known gene cDNA; dark blue, cDNA in database; red, 

~Ts; green, Orestes ESTs; brown, Genescan prediction; salmon, Celera Genomics prediction; black bar, 3' tags; framed burgundy box, repeat) . (C) 
'101f83 human (x axis) and mouse (y axis) compara tiv e mapping with the dotter program. Boxes define the positions of the human C21orf83 exons. 
) Alignment of the human (bottom) and mouse (top) C21orf83 putative peptides. Conserved and similar amino acids are boxed. Key residues of 
~ three C 2H 2-type zinc fingers are indicated with arrowheads. (E) C21orf83 expression pattem (1, testis; 2, lung; 3, prostate; 4, smaU intestine; 5, 
east; 6, brain; 7, heart; 8, uterus; 9, bone marrow; 10, placenta; 11, colon; 12, fetal brain; 13, liver; 14, fetalliver; 15, thymus; 16, salivary gland; 17, 
inal cord; 18, kidney; 19, spleen; 20, skeletal muscle; 21, trachea; 22, adrenal gland; 23, no DNA). 
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s open reading frame (ORF lessthan100 bp). We termed 
$e transcripts 11Chromosome 21 transcription units" (Table 
D21S2088E to D21S2091E). Similar to the C21orfs, the 
Jression profiles of these units were investigated by nested 
:R (Table 2). 
Interspecies comparative mapping and sequencing have 
~ useful to confirm and/ or identify genes. The availability 
the mouse genome sequence (http:/ jwww.celera.com/) 
:>wed screening of the mouse regions syntenic to HC21 ( on 
mse chromosomes 16, 17, and 10) for the presence of 
ruences homologous to the newly identified genes. Regions 
mologous to C21orf65, C21orf83, C21orj95, and C21orf101 
~re readily identified by the BLASTn option at Celera 
nomics. These sequences and related mouse ESTs allowed 
to reconstruct the cDNA sequences of the mouse orthologs 
the C21orf83, C21orj95, and C21orf101 genes (Table 1, acc. 
s. AY06345, AY061854, and AY061856,. and Fig. 1D). We rea­
lled that the algorithm used in the basic local alignment 
rrch tool (BLASl) sequence comparison mightnot recognize 
:>rt homologies hidden in long DNA sequences. Thus, we 
o undertook comparative mapping by aligning the corre­
onding human and mouse genomic sequences, whereby 
man genomic sequences between two known genes ( cen­
•meric and telomeric 11 anchors") and containing one of the 
wly identified HC21 genes were compared with the corre­
onding mouse genomic sequence delimited by the ortholo­
us 11 anchors" using a dot-plot program [26]. This approach 
owed us to identify sequences similar to C21oif65, C21orf82, 
:1orf83, C21orf85, C21orf95, and C21orfl01 in the mouse syn­
lic region, demonstrating that these genes were conserved 
>m rodents to primates (Table 1). The D21S2089E transcrip­
n unit has also been partially conserved through mammalian 
olution (Table 1). An example of the different steps leading 
the identification of a bona fide gene is shown in Fig. 1. 
iefly, C21orf83 was identified as a candidate gene using the 
ace (Fig. 1B); the comparative mapping showed that this gene 
td the corresponding peptides are conserved in the mouse 
igs. 1C and 1D) and RT-PCR, showed that its expression is 
)iquitous (Fig. 1E). 

The reliability of our approach to identify new HC21 
~nes is illustrated further by the fact that during the prepa­
tion of this manuscript, 3 of 19 of our quality level4 tran­
ripts were reported in the sequence databases by other 
vestigators (Table 1). C21orf65 was identified by the 
=onstruction of Transcripts Map from Chromosome 
q22.2: Down Syndrome Criticai Region" effort (GenBank 
:c. no. AF321193) and named DSCRB (Down syndrome crit-
3.1 region gene 8). Likewise, C21orj95 and C21orf101 were 
oned (GenBank acc. nos. AF401639 and AB049942; unpub­
;hed data) and called CYYR1 (cysteine and tyrosine-rich 
:otein 1) and MRPS6 (mRNA for mitochondrial ribosomal 
:otein S6), respectively [27] (Table 1). We also serendipi­
usly identified a contig of mouse ESTs mapping to a region 
: mouse chromosome 10 syntenic to HC 21. The putative 
Jen reading frame present on the resulting consensus 

;NOMICS Vol. 79, Number 6, June 2002 
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sequence (GenBank acc. no. AY061858) is conserved across 
species allowing reconstruction of the cDNA sequence of the 
human gene (C21orf102, GenBank acc. no. AY061857). 

Characteristics of the Novel HC21 Genes 
A description of the novel HC21 genes and their RNA/ pro­
tein products is presented in Table 1 . These transcripts were 
designated C21orf65, C21orf81 to C21orj90, C21orj93 to 
C21orj95, C21orj99 to C21orfl02 (for human chromosome 21 
open reading frame), and MCM3APAS (MCM3-associated 
protein antisense). Most of the 19 putative peptides show no 
significant similarity to any characterized proteins, with the 
following four exceptions: the C21orf83 protein contains 
three zinc fingers of the C2H2 type (Pfam domain PF00096; 
Fig. 1D); the C21orf102 protein is a member of the ribosomal 
S6 family (Inter Pro domain IPR000529); the C21orf95 protein 
harbors a proline-rich domain (Prosite signature PS50099) at 
its carboxy terminus; and the C21orf102 protein contains a set 
of leucine-rich stretches (InterPro domains IPR000372 and 
IPR001611) . C21orf83 and MCM3APAS each contain two 
equally likely open reading frames and hence are potentially 
bicistronic, encoding putative peptides of 353 and 178, and 
~ 123 and 122 residues, respectively. The newly identified 
genes encode short transcripts (mean = 1220 bp, n = 19) 
divided into one to eight exons (mean = 3.2 exons, n = 19, 
Refseq/SwissProt/TrEMBL data set has a mean of 8.8 exons 
[18]). They encode putative proteins of 33- 353 residues, with 
a mean size of 121 residues (n = 19). They are expressed ata 
relatively low levei as they are represented by an average of 
11.5 ESTs in GenBank (n = 18, SD = 11.7, mouse ESTs for 
C21orf102), if we exclude C21orfl01 (represented by 101 
ESTs). In contrast the previously described HC21 genes are 
represented by an average of 75 ESTs (n = 144, SD = 45.6). 

DISCUSSION 

HC21 has been extensively annotated in the course of the 
search for candidate genes involved in DS and the many 
monogenic disorders that have been linked to this chromo­
some [16,20,22,28- 36]. Nevertheless, we suspected that the 
high-throughput gene identification strategy pursued for 
chromosome 22, chromosome 21, and later for the rest of the 
genome may be biased against poorly expressed genes 
and/or genes with small ORFs [14,16,18,19]. To improve gene 
annotation in HC21 and to evaluate the sensitivity of cur­
rently used methods for gene prediction, we first developed 
an HC21 Acedb database, 21ace, containing ali available ESTs 
that map to this chromosome, as well as all known tran­
scripts, predicted transcripts, and pseudogenes described so 
far [16,20- 22]. In addition we incorporated a series of tools 
to facilitate gene discovery such as CpG islands, Genescan 
predictions, repeats, and pfam analysis. We developed a 
novel algorithm (3' tag mapping) to identify potential3' ends 
of transcripts as defined by two 11biological signatures" of 
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rles: poly(A) stretches and poly(A) signals, in the context of 
derived ESTs. This tool allowed us to visualize on the 
rlome experimentally verified polyadenylation sites, and 
rs to precisely map the 3' ends of genes. 

~w Genes on HC21 
e re-analysis of the HC21 coupled with experimental doc­
lentation identified 19 new transcripts and four HC21 tran­
-iption units. The C21orfs are novel genes encoding puta­
e proteins, whereas C21 transcription units represent 
liced transcripts with no open reading frame. We were 
able to identify mouse orthologs of some of the novel 
1orf genes during our comparative mapping. This could be 
e to some of the orthologs being in sequencing gaps; some 
these genes encoding noncoding RNAs; or some of these 
rles not being present in rodents, a finding which has been 
~viously reported for C21orf21 and C21orf22 [21]. 

1plication for the Rest of the Genome 
precise and complete analysis of constituent genes and cod­
; regions has proven difficult in complex eukaryotic 
nomes using only computational analysis. While earlier 
imates of gene number based on EST clustering predicted 
tween 45,000 and 140,000 genes [14,37,38], the initial 
ruence of the human genome predicted around 35,000 
nes [18,19,39,40]. A more recent comparison of the genes 
~dicted by the International Human Genome Sequencing 
1nsortium (Ensembl) and Celera Genornics has shown that 
th predicted sets were of comparable quality. However, 
~ two gene sets were largely non-overlapping, allowing the 
thors to conclude that the methods used for gene predic­
'n by either group are individually incomplete [41]. 
nilarly, prediction methods used to analyze the Drosophila 
lllScriptome have shown to be too conservative, as a novel 
notation approach has increased the number of predicted 
lllScrípts by 7.7% [11,42]. In the absence of more sensitive 
mputational approaches, gene identification will depend 
1 the alignment of finished genomic sequence with 
:ruences from experirnentally validated transcripts. 
The first annotation of the sequence of 21q confirmed 127 

nes, and predicted an additional 98 anonymous gene mod­
; based on exon prediction programs and/ or on matching 
líced ESTs [16]. So far the number of confirmed genes has 
::reased to 163, while there remain 63 predicted genes, yield­
g a total of 226 genes [16,20- 22,28]. This number contains 
~ entire set of PREDs and C21orfs from the chromosome 21 
apping and Sequencing Consortium minus a small number 
gene models, which were upgraded to confirmed genes or 
~re eliminated as false-positive predictions [16,20- 22,28]. If 
~ subtract from the above total the 27 PRED gene models 
lely predicted in sílica (subcategory 4.2 in [16]), which have 
, related spliced ESTs and/ or are not conserved in the 
ouse, the total number is only 199 genes. The identification 
19 novel HC21 genes described here brings this total to 
8, an increase of 9.5%. These 19 new genes were not pre­
cted by the Chromosome 21 Mapping and Sequencing 
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Consortium or by the Ensembl annotation effort, or described 
in subsequent analyses (first selection step in our novel gene 
selection procedure) [16,19,20,22,28]. Celera Genomics pre­
dicted only three of these novel genes, C21orf81, C21orf83, and 
C21orf102. For example, C21orf83, encoding a member of the 
zinc finger family (which partially maps in a sequencing gap 
that was filled by Celera Genomics ), was not detected by the 
public consortium [19]. The HC21 data we present suggest 
that the current gene predictions contain many false nega­
tives and numerous false positives as previously shown by us 
and others [20,22]. As the newly identified genes reported 
here encode putative proteins with a mean size of 121 
residues, clearly below the 575-residue average length of the 
HC21 described genes or the 469-residue average length of the 
Refseq/SwissProt/TrEMBL data set [18], our data also sug­
gest that the prediction algorithms are biased against genes 
with small ORFs. Despite our careful validation of the HC21 
annotations our actual total of 218 genes (this manuscript and 
[20]) remains lower than the 449 gene models described by 
Celera Genomics for the same chromosome [19]. The large 
proportion of pseudogenes in their prediction, as well as in 
the Ensembl predictions, might explain this difference (A.R., 
S.D., and S.E.A., unpublished data). Our data suggest there­
fore that Hogenesch et al. largely overestimated the total num­
ber of human genes by using these databases [41]. If the num­
ber of HC21 genes ranges between 218 and 250, we could 
predict that the total number of human genes ranges between 
21,500 and 24,500 by extrapolating from the proportion of 
unbiased mapping of 305 of 30,181 human ESTs to this chro­
mosome [43]. 

We have identified 19 novel transcripts on HC21, although 
this chromosome was relatively well annotated (for example, 
many pseudogenes were correctly annotated) [16,28,44]. This 
shows that the identification of the complete human tran­
script map cannot rely on gene prediction alone. The defini­
tive gene annotation of the human genome will require a 
gene-by-gene approach coupled with experimental verifica­
tion. This endeavor would greatly benefit of gene annotation 
algorithms showing unidirectional error, thus generating only 
false positives or only false negatives. 

MATERIALS AND METHODS 

The HC21 Acedb database. The genomic sequence data were extracted from 
the EMBL database release 66. Transcribed sequence data were extracted from 
several sources: human EST section of EMBL release 66; human mRNA docu­
mented in the human section of EMBL release 66; ORESTES sequences from 
the UCR/FAPESP Human Cancer Genome project; human mRNAs docu­
mented in the NCBI curated RefSeq database; and published HC21 genes, 
C21orfs, and HC21 PREDs. The majority of ORESTES sequences are also found 
in the EMBL EST databank, but we dassified them differently in the mapping 
output to indicate that they are not derived from oligo-dT primed cDNA The 
transcript sequences were filtered for contaminants, and repetitive elements 
were masked out using the PFP sofrnrare package (Paracel, Pasadena, CA). We 
used Megablast (from the NCBI BLAST package [45]) to identify pairwise sim­
ilarities between ali transcribed sequences and the genomic data For each pair 
of matching transcribed and genomic sequences, local alignments were gener-
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g sim4 (46], with parameters W = 15, R = O, A = 4, P = 1. We filtered 
output to eliminate ali alignments that did not contain at Ieast one 
atching with at least 95% identity over 30 nucleotides. TI1e 3' tags 
erated from about 2,400,000 sequence trace files, by extracting the 50 
es that lay directly before the Iongest poly(A) or poly(T) in the trace 
ract_seq from the Staden package. A minimal Iength of 10 A's (T's) 
rced. The Repsim algorithm was used to eliminate tags containing 
? of repetitive sequence. CpG islands were Iocated with a CpG island­
rofile (available on request) and the program pfsearch from the pftools 
Jtp:/ /ftp.isrec.isb-sib.ch/pub/sib-isrecjpftools/), implementing the 
match search method for generalized profiles [ 47]. The in-built graph­
:~.ys of Acedb were used to create an integrated view of the HC21 data 
;>le parsing scripts were used to convert the filtered sim4 output, 3' 
nation, RepeatMasker output (A. F. Smit, Institute for Systems Biology, 
hed data), CpG island predictions, GenScan predictions (49], and 
sequence data into ace format, suitable for uploading to Acedb. 
; a method (determining position and display color) controlled each 
rrangement within Acedb, with minor modifications to the sequence 
lel. The original data are visible within Acedb via the LongText func-

oning. The cDNA clones used in this study were obtained from 
Genetics (http:/ jwww.resgen.com) unless otherwise indicated, and 
uenced directly using an ABI377 or an ABI PRISM3100 (Applied 
ns). The ORF sequences were determined using the following tem-
21orf65, IMAGE clone 781289; C21orf81, IMAGE clones 2304590, 
and 5289033 and subsequent 5' -RACE products derived from lung, 
i heart cDNAs; C21orf82, IMAGE clones 429071 and 2097381; C21orj83, 
:lones 814590, 1853490, 1467262, and 3477187 and subsequent RACE 
from testis cDNA; C21orf84, IMAGE clones 2723484 and 2723574 and 
~nt RACE products from placenta cDNA; C21orf85, IMAGE clone 
C21orf86, IMAGE clone 1756203; C21orf87, IMAGE clones 705099 and 
C21orf88, IMAGE clones 526903 and 2097151; C2101f89, IMAGE clone 
C21orj90, IMAGE clone 430058; C21orj93, IMAGE clones 1756203 and 
C21orj94, IMAGE clones 2464987 and 1170079; C21orj95, IMAGE 

50623, 4106483, 162308, and 2338862; C21orf99, IMAGE clones 1461135 
1444; C21orfl.OO, IMAGE clone 3289153; C21orfl01, IMAGE clones 
1744284, and 4764462; C21orf102, mouse H3100H09 clone from the 

Institute of Aging (NIA) 15K Mouse cDNA Clone Set 
gsun.grc.nia.nih.gov / cDNA/15k.html); D21S2088E (GDB:11500011), 
1ones 307666 and 773409; D21S2089E (GDB:11500012), IMAGE clones 
2910016, and 1755433; D21S2090E (GDB:ll500013), IMAGE clone 
D21S2091E (GDB:ll500020), IMAGE clone 1468536. 

V e carried out both 5'- and 3' -RACE on various poly(At RNAs using 
thon cDNA Amplification Kit (Oontech). Double-strand cDNA syn­
:i adaptor ligations to the synthesized cDNAs were carried out accord­
e manufacturer' s instructions. PCR products were cloned using the 
\ kit (Invitrogen) and sequenced. The sequence and amplification con­
sed are available on request. 

: structure. The intron-exon junctions of the newly identified tran­
ere determined by comparison of the genomic sequence to the cDNA 
~ using the est_genome software, available through the UK Human 
Mapping Project (http:/ jwww.hgmp.mrc.ac.uk). 

on pattern studies. We tested the expression of the new HC21 tran­
{ RT -PCR. Total RNA derived from 22 different normal human tissues 
ng, prostate, small intestine, breast, brain, heart, uterus, bone marrow, 
colon, fetal brain, iiver, fetalliver, thymus, salivary gland, spinal cord, 

;pleen, skeletal muscle, trachea, and adrenal gland; Clontech, Paio 
.) was used for cDNA synthesis. The quality of total RNA was tested 
using MLH1 primers located at intronic sequences flanking exon 12 
I, 5'-TGGTGTCTCT AGTTCTGG-3', and reverse, 5' -CATTGTTGTAG­
::TGC-3'), as an indicator of possible genomic DNA contamination. 
transcription was carried out using the Superscript First Strand 

.s Kit according to the manufacturer' s recommendations (Life 
>gies). A nested PCR approach was adopted because the expression 
he new transcripts was expected to be low. Primers for RT-PCR were 
l from the sequence of distinct exons so that the possible amplification 
nic DNA could be distinguished from cDNA amplification. RT-PCR 

and nested PCR conditions, primer sequences, and the expected size of PCR 
fragments are available on request. 
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pressed sequence data. Physiol Genomics 21: 000-000, 2005. 
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- Alternati ve splicing is one of the major sources of the large 
iptional diversity found in human cells. Splicing variants have 
b.own to be associated with features like spreading and progres-
1 severa! human tumors. Therefore, such variants may be of 
mportance a<; both diagnostic and therapeutic tools. Here, by 
a set of criteria regarding the expression pattem of splicing 
ts and statistical analyses, we were able to screen the genome 
)ns overexpressed in tumors of speci:fic tissues. However, as in 
malyses attempting to identify tumor-associated variants, our 
candidates was seriously in:flated with cases of genes differen­
~xpressed in tumors. To exdude these cases and increase the 
>ility of finding bona :fide regulated splicing variants, we per­
i a serial analysis of gene expression (SAGE), exduding those 
that were shown to be upregulated in tumors. This allowed us 
iict the overexpression of single exons in specific tumors. Our 
~oup of candidates includes 1,386 exons belonging to 638 
Experimental validation of a few candidates in normal tissue, 
cell lines, and patient samples suggests that most of these 

lates are indeed tumor-associated exons. Further functional 
ication of our candidate genes shows that our :finallist is slightly 
d with cancer-related genes. 

ttive splicing; tumor; transcriptome; serial analysis of gene 
:sion 

NATIVE SPUCING is one of the main sources of the vari­
V found in tbe hurnan transcriptome (3). There are four 
ent types of alternative splicing: exon skipping/usage, 
tative usage of a donor site, alternative usage of an 
•tor site, and intron retention (20). Several bioinformatics 
ses have indicated that at least one-half of ali human 
; undergo alternative splicing (7, 11, 17, 22, 23). ln 
ll.y 80% of these cases, alternative splicing invokes 
~es in tbe coding region (CDS) of genes, resulting in 
:ural changes of the respective protein product (14, 23) . 
e biological impact of altemati ve splicing is perceptible, 
xample, in Drosophila, in which sex determination is 
::red by altemative splicing of a master gene (25). Fur­
lOre, ~ 15% of ali human genetic diseases are believed to 
rused by mutations in the splicing acceptor/donor sites, 
~ating changes in the splicing pattem of one or more 

ele published online before print. See web site for date of publication 
lphysiolgeoomics.pbysiology .org). 
lress for reprint requests and other correspondence: S. J. de Souza, 
ig lnstitute for Cancer Research, São Paulo Branch, Rua Prof. Antonio 
lte 109, 4 andar, São Paulo, 01509-010, SP, Brazil (e-mail: 
)@compbio.ludwig.org.br). 

genes, which implies that altemative splicing also plays an 
important role in pathogenicity (19). 

An apparent link between certain cancer types and alterna­
tive splicing is being investigated (for a review, see Cabaliero 
et al., Ref. 8). Several splicing variants from different genes, 
including cd44, wtl, cd79b, binl, and Syk, bave been sbown to 
be associated witb different aspects of tumorigenesis (1, 10, 13, 
26, 32). 

The increasing amount of cDNA libraries constructed from 
a diversity of both tumor and normal tissues and cell lines 
allows several types of computational analyses. This, together 
with the release of the final sequence of the human genome 
(16, 31), permits genome-wide analyses of altemative splicing 
and the search for tumor -associated splicing variants. Several 
groups bave performed sucb analyses and bave reported the 
differential expression of splicing variants in tumors (15, 
33- 35). None ofthese studies, however, systematically verified 
the expression pattern of the prototype variant of the same 
candidate gene (33, 15). Hence, ít cannot be ruled out that the 
variants selected by their analyses as being tumor specific are 
variants of genes that are generally overexpressed in tumors. 
Furtbermore, none of those studies bas investigated tbe expres­
sion of splicing variants within tumors of one specific tissue. 

Here, by using strict selection and statistical criteria, we 
were able to screen tbe genome for exons overexpressed in 
tumors. Tumor -associated exons are those that appear prefer­
entialiy in splicing isoforms found to be overexpressed in 
turnors. Such exons could be of major diagnostic value, aliow­
ing the early detection of tumors based on their speci:fic 
expression. New epitopes encoded by tumor-associated exons 
may be targeted by antibodies as well. Eventualiy, this sbould 
permit dlug design, as tbe protein encoded by a spliced variant 
may be a tberapeutic target. Here, we show by experimental, 
statistical, and literature validation that our set of candidates is 
enriched with bona fi de tumor -associated splicing variants. 

MATERIALS AND METHODS 

Alignment and clustering o.f all cDNA sequences: cDNA mapping 
and clustering. Ali human cDNAs available in dbEST (July 2002, 
Ref. 4) and mRNA sequences from known human genes from Uni­
Gene release 153 (29) were aligned to the masked human genome 
sequence [build 29, obtained from the National Center for Biotech­
nology lnformation (NCBI)] by use of pp-Blast (27), an implemen­
tation of MEGABLAST (37) for a parallel cluster. The parameters 
used in MEGABLAST were: - f T - J F - F F - W 24. The 
MEGABLAST output was parsed, anda MySQL database was loaded 
with the mapping information. Spurious hits were excluded from the 
mapping database by use of an additional set of alignment criteria. 
These include a minimum degree of identity for a cDNNgenome 
alignment set to 93% o ver at least 45% of the total expressed sequence 
tag (EST) length or 55% o f the totallength of the full-insert sequence. 

1094-8341/05 $8.00 Copyright © 2005 the Arnerican Physiological Society 
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:more, for sequences mapping to more than one location on the 
e, a score associated with a higher identity over a longer 
ent was assigned. Clustering of cDNA sequences was based on 
~nomic coordinates as described by Sakabe et aL (28) . Briefiy, 
;equences shared at least partially the same gene structure, they 
:)ined into the same cluster. If no exonlintron boundary was 
l, a sequence had to have at lea-;t a 100-bp overlap with another 
ce at the genome levei to be added to the respecti ve cluster. 
struction of the binary matrices. Ali sequences were repre­
as binary matrices, and each expressed exon was represented 
me) and each skipped exon by O (zero). Variants were defined 
1 an exon when they included two fianking exons next to an 
one (represented a<> 10+ 1, meaning that at lea-;t one exon is 
i between two fianking exons). 
atistics. After a screening for variants that included exons at the 
Josition of an exon skipping in another variant of the same 
, a Z-statistic was calculated for each exon. This way, the 
'ility of tumor association of the exon to a specific tissue, based 
numbers of ESTs confirming the variant in either tumor or 

l tissue, was evaluated (33) 

Z = (pr - Pn)l-.jp(l - p)(l/nn + llnr) 

~ ven exon, Pt and Pn are the expression frequencies of the exon 
or and normal tissues, respectively, in a specific tissue (the no. 
tor or normal ESTs containing the specific exon -7- total no. of 
or normal ESTs from alllibraries). To minimize sampling bias 
tlllibraries, we only took into account libraries that had at least 
;e of the smallest library in which a transcript containing the 
c exon was found in the specific tissue. The p is the geometric 
;e frequency of the exon in tumor and normal libraries, and n" 
are the numbers of ESTs in the normal and tumor libraries, 

ti vely, taken in to account for each specific exon in each tissue. 
h tissue, Z-values having a P ~ 0.05 were considered signifi­
'It should therefore be noted that the statistically significant 
lates still have a probability P < 0.05 of being a false-positive 
late.) 
ial analysis ~l gene expression tag assignment. A virtual serial 
is of gene expression (SAGE) tag is a prediction of the 10-bp 
1ce downstream of the 3' -most Nlaill site of the transcript that 
theoretically be produced by a SAGE experiment (5). One 

entati ve full-insert mRNA was selected from those candidate 
rs that included at least one full-insert mRNA showing at least 
a poly A signal andlor a poly A tail. This full insert was then 
ed a virtual SAGE tag (5). The tag was assigned only to the 
st Nlalll site of the transcript This tag was used to query all 
~ libraries of the sarne tissue in which we characterized the 
ve overexpressed exon. The frequency of each tag was counted 
1or and normal libraries of the sarne tissue. 
ain a Z-statistic was calculated 

Z = (pr - Pn)l-.jp(l - p)(l/nn + lfn,) 

given gene, Pt and Pn are the expression frequencies of the 
ic 3' -most SAGE tag in tumor and normal libraries, respec­
' in a specific tissue (the no. of tumor or normal tags -7- total no. 
rror or normal tags from alllibraries in that tissue). The p is the 
etric ave:rage frequency of the tag in tumor and normallibraries, 
n and nt are the numbers of tags in the normal and tumor libraries 
into account for each specific exon. Z-values having a P ~ 0.05 
considered significant (lt Should therefore be noted that the 
ically significant candidates still have a probability P < 0.05 of 
a false-positive candidate.) 

perimental validation. Total RNA derived from four different 
al human tissues (lung, prostate, breast, brain, colon) was pur­
d from Clontech Laboratories and used for cDNA synthesis. 
ID131l tumor cell tines were obtained from the American Type 
re Collection (ATCC) and maintained in appropriated medium 

as recommended by this organization (http://www.atcc.org) . The 
following human tumor cell lines were used: A172 and T98G (glio­
blastoma), DU145 and PC3 (prostate), MCF-7 and MDA-MB ­
(breast), Hll55 and H358 (lung), and SW480 (colon). 

Patient samples were obtained from the Hospital A. C. Camargo 
tumor collection and prepared by manual dissection. A1l patient 
samples were collected after explicit informed consent, and the study 
was approved by the Institutional Ethics Committee. AQ: 7 

Total RNA was extracted from tumor celllines and tumor/normal 
patient samples by a conventional CsCl-guanidine thiocyanate gradi­
ent method (9), and RNA integrity wa<> analyzed using agarose gels. 
Genomic DNA contamination of the total RNA was tested with PCR, 
using hMLH1 primers located at intronic sequences fianking exon 12 
(forward, 5'-TGG TGT CTC TAG TTC TGG-3'; reverse, 5'-CAT 
TGT TGT AGT AGC TCT GC-3'). 

Reverse transcription was carried out using the Superscript First 
Strand Synthesis Kit, according to the manufacturer' s instructions 
(lnvitrogen). RT-PCR reactions were carried out in a 25-!-Ll reaction 
mixture containing 1 1-Ll of cDNA, 1X Taq DNA polyme:rase buffer, 
0.1 mM dNTPs, 6 pmol of each primer (for sequences of primers, see 
Supplemental Material; available at the Physiological Genomics web AQ: 8 

site), 1 1 mM MgCh, and 1 U Taq DNA polymerase (lnvitrogen). Fnl 

Standard PCR conditions were as follows: 4 min at 94°C (initial 
denaturation), 35 cycles of 45 s at 94°C, 45 s at 58°C, and 1 min at 
72°C, with a final extension step of 10 min at 72°C. RT-PCR products 
were analyzed on 8% silver-stained polyacrylarnide gels and on 2% 
ethidium bromide-agarose gels. Sequencing reactions were carried out 
using DYEnarnic (ET Terminator Cycle Sequencing Kit, Amersham 
Pharmacia) and an ABI 377 prism sequencer (Perkin Elmer), accord-
ing to the supplier's recommendations. 

RESULTS 

Tran..<;;criptome database. The database used in this work 
contains data obtained from alignments of ali cDN A sequences 
to the human genome sequence (12, 28). In addition to the 
representation of ali data concerning the alignment and clus­
tering of the sequences, the database also contains binary 
matrices that were constructed for each transcript (28). In such 
a matrix, a transcribed exon is represented by a one (1) and an 
absent exon is represented by a zero (0). This approach facil­
itates the analysis of exon skipping/exon usage throughout the 
genome and the comparison of the different transcripts and 
exons with each other. 

Our database contains 3,475,514 expressed sequences from 
7,167 cDNA libraries from different tissues (see Table 1), of TI 

which 52,903 represent full-insert sequences (completely se­
quenced cDNA clones). Four thousand, two hundred and 
forty-nine (4,249) of these libraries were constmcted from AQ: 9 

tumor samples and tumor cell lines, generating 1,427,390 
sequences, while the remaining 2,918 libraries were con­
structed from normal samples, generating 2,048,124 se­
quences. We will refer to libraries constructed from either 
tumor samples or tumor cell lines as tumor libraries. Our 
analysis was performed on both normalized and nonnormalized 
libraries. 

Database validation. Our clustering strategy (28) generated 
318,272 cDNA clusters, 21,306 containing at least one full­
insert mRNA. Of ali clusters containing at least one full-insert 
mRNA, 52% undergo exon skipping (12), which is in agree-

1The Supplemental Material for this article (Supplemental Tables Sl-S6, 
Supplemental Figs. Sl-S4, Supplemental File SI) is available online at 
http://physiolgenomics.physiology.org/cgilcontent/fuli/00237.2004/DCl. 
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1. No. of tumor and normal libraries, ESTs, and 
groups in the exon-skipping database 

Libraries Tissue Groups ESTs 

aries 7,167 60 3,475,514 
libraries 4,249 42 1,427,390 
libraries 2,918 53 2,048,124 

types of libraries include ceJllines and patient tissue. EST, expressed 
:e tag. 

with the splicing rate reported in the literature (11, 17, 
:onsidering ali clusters in tbe database, we found that 
s present at least one exon-skipping variant. Our analysis 
erformed on this latter set of clusters. 
~ suitability of our exon-skipping database for tbe current 
;is was manually evaluated through tbe analysis of 61 
described in the literature to have at least 2 splicing 

ms. Compared witb the literature, 62% of those genes 
l) were shown to have tbe same ora larger number of 
1ts in the exon-skipping database than the number of 
tts published (see Supplemental Table S1). lt should be 
tbat, altbough examples from tbe literature include ali 
of altemative splicing, our database considers only exon 
[ng/usage. This validation step confirmed tbat the exon­
[ng database sufficiently covers tbe repertoire of splicing 
tts represented in tbe sequence databases. 
nor-specific exons. We screened our database for poten­
mor -associated exons, which appear in isoforms found to 
.clusively expressed in tumor samples and tumor cell 
Our clustering strategy and matrix representation al­

I us to screen our database for exons that were not 
ssed in transcripts from any normal tissue but were 
ssed in transcripts from tumor libraries. For each gene, at 
one transcript showing exon skipping was chosen to 
;ent the cluster; tbe exon-skipping event should be con­
d by at least two cDNA sequences from different librar­
v e screened for variants tbat would show tbe expression 
exon at the exact position of tbe skipped exon in this 

type transcript. Exons fitting into this category had to be 
~d by at least two other exons; they should be represented 
quences derived from tumor libraries only. We increased 
tringency of our analysis by only selecting those exon 
: events tbat were confirmed by at least two cDNA 
:nces derived from different tumor libraries. Because of 

stringent criteria, we were able to identify only 11 
r-specific exons from 11 different genes (see Supplemen­
aterial). The variants skipping these exons were expressed 
veral normal tissues. 
mor-associated exons expressed in specific tissues. On the 
of the low number of candidates identified by our first 

1ach, we decided to investigate whether a given exon 
I be tumor specific when its expression pattem was ana­
. within one specific tissue. The search criteria for our 
.dates and the number of clusters filtered in each step are 
aarized in Fig. 1. A certain variant was defined as a 
[date when it was associated with tumor samples and cell 
within one tissue only, although it could appear in normal 
1les of other tissues. For this purpose, ali libraries were 
ed into tissue groups according to their annotations. 
in each of the 60 selected groups, libraries were subdi-

318.272 clusters 
522.693 exons 

l Yes 

~ 

••• • • • • • •••• • • • 
12.648 clusters 31 .594 exons 

f"sk·i~~;~i~~~;;i];;;;;i ·~ No 
: by exons on both sides?!-------l ............................ 

l Yes 

~ 

•••• •••• •••• • • • 
8.51 5 clusters, 16.707 exons 

~ 
:B'~;h ·~;ri~;.;'t~· ~~~fi;t;;~d· by ;'t: 
:1east 2 cDNA sequences? : . ................................. · 

~ Yes 

~ 

•••• •• •• •••• • • • 
4.258 clusters, 9.495 exons 

~ 

••••• ••••• •••• 

•••• •••• • ••• 

t 
Cr~~;~;·;~;~~j~;;d·;~~:~ ~:;~f:r:~~db; ~t~ No 
: least 2 cDNAs fi-om different libraries? :---:--:-=----; 

~ 

•••• •• •• 
· .......................................... · 

Yes ~ 
~ •••• •• •• 

brain - tumor I • • • • 
brain - tumor 2 • • • 
o thcr • • 

2271 clusters, 49 16 exons 

~ •••••••••••• ••••••••• •• •••••••••• N 
; Statistically s ignificant? ~~ .................................. 

1295 clusters, 2878 exons 

+ 

• • • • br.•in tumor I 
• • • bmintumor I 

Out 

r c;~;;::;~;; :~~·;;;~;;~i i~.;~~~~-··: y es 
: as evaluated by SAGE? E-------l Out · .................................... · 

638 clusters, 1386 exons 

Fig. 1. Flow chart describing the approach used here to identify turnor­
associated exons. Thick black tines with white boxes represent clusters; the 
black boxes under the clusters represent the exons present in the cDNA 
sequences that align to the cluster. The nos. of genes and exons obtained after 
each step of the screening are listed 
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2. No. of candidate exons after original screening 
ia, O:fter statistical .filter, and O:fter SAGE .filter 

After After 
Initial Statistical 

Criteria Filter 

associated exons in all tissues 4,916 2,878 
a ssociated exons in brain 269 233 
associated exons in breast 461 272 
-associated exons in prostate 203 192 
-associated exons in lung 239 193 
-associated exons in colon 847 266 

E , serial analysis of gene expression. 

After 
SAGE 
Filter 

1,386 
172 
183 
138 
156 
235 

into those derived from either tumor or normal tissue 
;upplemental Table S2). Only those 37 groups that in­
j both tumor and normallibraries were used. This tissue­
ic analysis increased the number of candidates to 2,271 
, including 4,916 tumor-associated exons within different 
types (a list of ali candidate genes is available; see 

ementa! Table S3). Of these genes, 2,108 contained at 
me full-insert mRNA (containing 4,647 candidate exons). 
tistical jilter for the turrwr-associated varianls. Tumor 
[ation of each of the candidate exons was tested for its 
ical significance. A Z-score was calculated for each 
iate exon (see MATERIALS AND METHODS) per tissue (33). 
>tatistical approach takes into account the total number of 
for each tissue group in either normal or tumor libraries 
IATERIALS AND METHODS). Of the total number of candidate 

{4,916), 2,878 (59%) were shown to be significantly 
[ated with tumors (P < 0.05). Of all candidates poten­
associated with brain tumors (269 candidate exons), 233 

A 

600bp 

200bp 
IOObp 

c 

flanking primers specific primers 

- - . 
.;;..;.; ~ ' 

~ ........ ,. · . . :J· ---~ 
·~· ~ .... ~ .... · . ~ •«"'. ~~--rtRI!tifili!li-!1!!11 

flanking primers specific primers 

(87%) exons presented a significant Z-score (P < 0.05). For 
prostate, lung, breast, and colon, 192 of 203 (95% ), 193 of 239 
(81%), 272 of 461 (59%), and 266 of 847 (31%) candidate 
exons, respectively, were shown to be significantly associated 
with tumors within the respective tissue (Table 2, column 3, T2 

and Supplemental Table S4). 
Experimental validation. Seven candidates were randomly 

selected to be screened for expression of their putative tumor­
associated exons by RT-PCR on cDNA from normal tissues 
and tumor celllines. Five candidates were selected from brain, 
one from breast, and one from prostate, ali of them passing the 
statistical test (P < 0.05) in the respective tissue. Three primers 
were designed for each candidate: two on the exons fl.anking 
the candidate tumor-associated exon (ftanking primers), and 
one on the exon itself (specific primer). The products from the 
reaction using one fl.anking and one specific primer showed 
overexpression of the candidate variant in the respective tumor 
cellline (Fig. 2, data for 3 candidates). However, when using F2 

the two ftanking primers, we observed that the variant skipping 
the exon was also overexpressed in the tumor celllines (Fig. 2). 
This raised the possibility that our analysis was infl.ated with 
genes overexpressed in tumors instead o f tumor -associated 
variants. 

SAGE analysis. On the basis of the above observations, we 
implemented an additional filter selecting those candidate ex­
ons that did not belong to genes overexpressed in tumors. A 
virtual SAGE analysis was performed to verify whether the 
candidate genes were overexpressed in tumors from the respec­
tive tissue (5). We computationally assigned a virtual SAGE 
tag to one full-insert transcript of each gene (see MATERIALS AND 

METHODs) and statistically verified the tumor-to-normal ratio for 

400bp 
300bp 

200bp 

IOObp 

B 

D 

flanking primers specific primers 

Experimental validation of 3 brain tumor-associated candidates after the statistical filter. Candidates that passed the statistical filter were randomly chosen 
creened for expression of their tumor-associated exons by RT-PCR on cDNA from normal tissues and tumor celllines. Three primers were designed for 
mdidate: 2 on the exons tlanking the candidate tumor-associated exon and 1 annealing to the tumor-associated exon itself. We performed 2 sets of reactions, 
~ the tlanking primers, which should amplify both variants, and 1 using 1 tlanking and the specific primer, which should amplify only the variant expressing 
1didate exon. N., normal whole brain tissue; T. , T98G glioblastoma cellline; T2, A172 glioblastoma cellline; No, "no DNA" control. Either flanking 
s or specific primers were used for the amplification of variants of the following genes: THC211630 (AJ010070; A), CDK-2 (NM_052827; B), and calponin 
r2 (AK057960; C). The products from the 2nd reaction (using the primers annealing to the exon itself) showed overexpression of the candidate variant 
respective tumor cell line. However, the variant skipping the specific exon was also overexpressed in the tumor cell lines. Amplification of GAPDH as 
ive control is shown for ali samples in D. 
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~spective tag. All candidate genes showing a statistically 
cantl y higher tag count in tumors were excluded from the 
candidates (see MATERIALS AND METHODS) . 

er this additional filter, 638 candidate genes, including 
exons, remained in our list of candidates (Table 2, 

n 4, and Supplemental Table S5) . The distribution o f 
ripts with more than one candidate exon is shown in 
e mental Fig. S 1. The final list contained 172 candidate 
containing potential tumor-associated exons in brain, 

1 breast, 138 in prostate, 156 in lung, and 235 in colou. 
selected a few candidates for experimental validation. 
RNA extracted from tumor celllines and normal tissues, 

1served that, of the 10 candidates with conclusive results, 
.didate genes showed that the variant containing the 
:late exon was overexpressed in either brain, lung, or 

flanking primers specific primers 

p 
p 

p 

p 

N1 T1 Tz No N1 T1 Tz 

flanking primers specific primers 

tbp 

tbp 

tbp 

N, T1 T2 No No N, T1 T2 

flanking primers specific primers 

bp 

bp 

bp 

bp 

Nz T3 T4 No Nz T3 T4 

colon tumor cell lines, whereas the exon-skipping prototype 
was not (Fig. 3). The other six candidates showed a pattem F3 

similar to those in Fig. 2: both the exon-skipping variant and 
the variant including the selected tumor-associated exon were 
overexpressed in tumor tissue (results not shown). AQ: 13 

Three of the four positively validated cases in the celllines 
were also validated in patient samples (Fig. 4). lnterestingly, F4 

when testing two of the six cases that were negative in cell 
lines, both were positively validated in some of the patient 
samples (Fig. 5). F5 

Five of the six exons validated in patient samples are located 
inside the coding region of their respective gene. Of those five, 
the length of four exons is not a multiple of three and can 
therefore be expected to cause a change in the reading frame of 
its gene. 

D flanking primers specific primers 

400bp 

300bp 

200bp 

lOObp 

No N3 Ts No N3 Ts No 

E 

200bp 

IOObp 

No N2 N3 T3 T4 Ts 

No 

Experimental validation after the serial analysis of gene expression (SAGE) filter. As in Fig. 2, candidates that passed both the statistical filter and the 
filter were randomly chosen to be screened for expression o f their tumor-associated exons by RT -PCR on cDNA from normal tissues and tumor celllines. 
primers were designed for each candidate: 2 on the exons flanking the candidate tumor-associated exon and 1 on the exon itself. Candidate exons 
Jonded to the following genes: "Delta Tubulin" (BC000258; A), Zinc finger protein 585A (AK074345)-Tl (B), RNA terminal phosphate cyclase-like 1 
1025; C), and kmyopherin (importin) beta 1 (NM_002265; D). Nl , normal wbole brain tissue; T 1, T98G glioblastoma cellline; T2 , A172 glioblastoma 
te; Nz, normallung tissue; T3, Hl 155 lung tumor cellline; T4, H358 lung tumor cellline; N3, normal colon tissue; T 5 , SW480 colon tumor cellline; No, 
A controL Tbe products from the second reaction (using the primers annealing to the exon itself) sbowed overexpression of tbe candidate variant in the 
tive tumor cellline. However, for the primers flanking the candidate exon, it is sbown that only the variant expressing the candidate exon was overexpressed 
tumor celllines. A- C: agarose gels. D: a silver-stained polyacrylarnide gel (the variant skipping the candidate exon for this gene was only visualized this 
ue to it'l very low expression levei). Amplification of GAPDH as a positive control is shown for ali samples in E. 
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Experimental validation in patient 
:amples. The 4 candidate genes that 
•sitively validated in tumor celllines 
rtber validated by RT-PCR on cDNA 
ttient tumor samples using the same 
and conditions as before. For brain 

we used 7 tissue samples from glio­
~a patients and compared those with 
rcially obtained normal pool brain 
~lontecb Laboratories). For lung and 
we compared RNA from paired nor-
10r patient samples. For 3 of the 4 
.tes, we obtained the same expression 
as in cell tines in at least 2 patient 
;_ A: Delta Tubulin (BC000258) was 
:d in brain samples. The products 
:e reaction using tbe primers anneal­
~e exon itself showed overexpression 
andidate variant in 6 of the 7 patient 
;_ The primers flanking the candidate 
10w tbat only tbe variant expressing 
tdidate exon was overexpressed in 
•atients. NB, pool of normal whole 
ssue; T, - T7, 7 different brain tumor 
samples; No, no DNA controL B: 
tger protein 585A (AK074345) was 
:d in brain samples. The productc; 
1e reaction using the primers anneal­
he exon itself showed overexpression 
andidate variant in 4 of the 7 patient 
>. However, the primers ftanking tbe 
1te exon showed tbat both the variant 
ing the candidate exon and the pro­
were overexpressed in these patients. 
o] of normal whole brain tissue; T,­
ifferent brain tumor patient samples; 
DNA control. C: RNA terminal phos­
:yclase-like 1 (BC001025) was vali­
a paired lung samples. Tbe products 
1e reaction using the primers anneal­
be exon itc;elf showed overexpression 
:andidate variant in 5 of tbe 7 patient 
s. The primers flanking the candidate 
1owed tbat only the variant expressing 
:didate exon was overexpressed in at 
of tbese patients (patients 1 and 7). 
and T1-T1, different paired normal/ 
lung samples, respectively; No, no 
control D: karyopherin (imporlin) 
:NM_002265) was validated in paired 
:amples. The products from tbe reac­
ing the primers annealing to tbe exon 
bowed overexpression of the candi­
lriant in 7 of 8 patient samples. The 
; flanking the candidate exon showed 
1ly the variant expressing the candi­
.on wac; overexpressed in at leac;t 5 of 
>atients (patients 1, 3, 5, 7, and 8). 
and T,- T!I, different paired normal/ 

colon samples, respectively; No, no 
:ontroL Amplification of GAPDH as a 
e control is shown in Supplemental 
~-
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A flanking primers specific primers 

400bp 

300bp 300bp 

200bp 200bp 

NP T1 T2 T3 T 4 T5 T6 T7 No NP T1 T2 T3 T 4 T5 T6 T7 No 

B flanking primers specific primers 

~- . ~ 

200bp 
. ,. .. ... ~ 

.... 200bp 
..... lll!lê ___ _.. .... . 

100bp -··· . ..... lOObp .... 

c 
300bp 

200bp 

IOObp 

300bp 

200bp 

IOObp 

o 

300bp 

200bp 

IOObp 

' 

NP T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 No NP T1 T2 T3 T4 TS T6 T7 No 

flanking primers 

N l TI N2 T2 N3 T3 N4 T4 No N5 T5 N6 T6 N7 T7 

specific primers 

-
~ .... -J!l••- -~ -- ~-.. .... -
- Nl TI N2 T2 N3 T3 N4 T4 N5 T5 N6 T6 N7 T7 

flanking pimers 

OObp 

SOObp 

400bp 

300bp 

NS T5 N6 T6 N7 T7 N8 No 

specific primers - - -.. .. ., 
~ ~ -
- - ~ ~ - ~~- - ~ - ··' -- - -- - -

Nl TI N2 T2 N3 T3 N4 T4 N5 T5 N6 T6 N7 T7 N8 T8 No 

nctional classification of the final candidate list. To ana­
he functional characteristics of the final list of genes, we 
-ared our candidates to a list of 1,127 cancer-related (CR) 
; (15a). This list was a manually curated compilation 
I on queries of various public databases using the words 
:er" and "tumor" (for more details, see Brentani et aL, Ref. 

15a). The CR genes in the list constitute 5.3% of the known 
genes of our transcriptome database. When analyzing our 638 
candidates, we found an overlap of 60 candidates (9.4%) in the 
CR list Among these genes, we found Syk and binl, which are 
known to have tumor-associated variants (13, 33) (for a whole 
list, see Supplemental Table S6). Thus there is an excess of 
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Flanking primers 

Nl T I N2 T2 N3 T3 N4 T4 No 

Fig. 5. We evaluated the expression pattem of 2 more can­
didates that were originally negative in the validation using 
tumor cell tines. A : the gene NADH dehydrogenase ( ubiqui­
none) Fe-S protein 2, 49-kDa (NADH-coenzyme Q reduc­
tase) (BC001456), was validated in paired lung samples. 
Nt-N4 and Tt-T4, same paired Jung normalltumor patient 
sarnples, respectively, as in Fig. 4C; No, no DNA control. The 
product<> from the reaction using the primers annealing to the 
exon itself showed tumor overexpression o f the exon in 3 of 
4 paired samples. Tbe primers flank.ing the candidate exon 
show that the variant expressing the candidate exon was 
overexpressed in 3 tumor samples, whereas the prototype was 
not overexpressed in tumors. B: validation of the gene "pro­
teasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 10 
(NM_002814)" in prostate normal pool and 3 patient tumor 
sarnples. The products from the reaction using the primers 
annealing to the exon itself showed tumor overexpression of 
the exon in 3 patient tumor samples. The primers flank.ing the 
candidate exon show that only the variant including the 
candidate exon is overexpressed in patient tumor samples. 
NP, normal pooled prostate cDNA; Tt-TJ, different prostate 
tumor patient sarnples; No, no DNA controL 

Specific primers 

N l TI N2 T2 N3 T3 N4 T4 

Flanking primers Specific primers 

NP TI T2 T3 

r-related genes in our final list of candidates (chi­
~ = 7.97, 1 degree of :freedom, P = 0.005). Comparing 
results to a simulation of 200 randomly chosen sets of 
lusters out of all UniGene clusters, we found that none of 
sets presented >60 CR genes (P < 0.005). 
~ Gene Ontology (GO) terms of the final list of 638 
:lates were obtained with the GOTM program (36). For 
>f the 638 genes, a GO term could be assigned (see 
emental Fig. S3 for an overview of the distribution of the 
:rms in the different GO categories and Supplemental Fig. 
r alllevels of the GO tree ). The program GOstat (2) was 
:o analyze whether any GO category was overrepresented 
· finallist of candidates relative to the representation of all 
)gy terms in the ontology database ( see Supplemental File 
n eacb category, the lowest P value resulting in biolog-
meaningful GO terms was used. In the category "bio­

tl process," using a stringent P value cutoff of 10- 5, we 
l the GOs "intracellular protein transport" and "cell 
h and maintenance" to be significantly overrepresented. 
~ category "molecular process," the GOs "actin binding," 
ptor activity," "cytoskeletal protein binding," and "ATP 
ag" were significantly overrepresented (cutoff P value of 
). Finally, in the category "cellular components," the GO 
xisome" was significantly overrepresented (P value cut-
0.001). 

erature validation. In one reported study (33) of tumor­
iated splicing variants, experimental validation wao; per-

formed in 76 genes chosen either by statistical criteria or by 
knowledge of their tumor association. Ali 76 candidates were 
experimentally validated (M. P. Lee, personal communication). 
To validate our candidates once more, we veri:fied whether we 
could find any of our candidates in the published list of 
experimentally validated genes (Table 3). Thirteen of the TI 

validated candidates of this reported work were found in our 
initial set of candidates before the SAGE analysis. In our final 
list of candidates, we could only find three of their candidates. 

Table 3. Overlap of our candidates with experimentally 
validated candidates from Wang et al. (33) 

Gene 

NMEI 
CDC25C 
DVLI 
ERCCl 
GSS 
G1F3Cl 
IRAKl 
NKTR 
POLB 
RAD51 
SHCI 
ST5 
TNFRSFIA 

Overlap of Candidates 
Before SAGE Filter 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

Overlap of Candidates 
After SAGE Filter 

+ 

+ 

+ 
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tme comparison with a different study (35) indicated an 
pping of 21 candidates of 89 published genes (Table 4). 
;tingly, we observed that 11 of the candidate genes in this 
~port (35) presented an overexpression in tumors as 
tted by SAGE. Taken together, these comparisons high­
he importance of filtering off genes generally overex­
d in tumors to increase the likelihood of finding bona fide 
-associated splicing variants. 

SSION 

: characterization of splicing variants associated with 
s is criticai for the development of new diagnostic and 
eutic strategies for the treatment of cancer. Few attempts 
been made to search the human genome for tumor­
ated splicing isoforms (35, 33, 15). An interesting aspect 
se studies is the fact that none of them take into consid-
1 whether the differential expression was specific to the 
:ti v e splicing variant or common to ali transcripts from 
~ne. Although some of these reports provided statistical 
tents corroborating the association between the splicing 
rn_ and tumors, most of them lack experimental valida­
Wang et al. (33) showed experimental validation for the 
RABJA (Fig. 2 in Wang et al., Ref. 33). There, it is 
•le to see that, in some samples, the prototype variant is 
'verexpressed in tumors. In our attempt to define exons 
(pressed in tumors, we faced the same problem. 
! clustering of all buman cDNAs onto the human genome 
nce allowed us to focus our strategy on determining the 
;sion pattern of ali exons in the human genome. We were 
o seek for exons that were exclusively represented by 
ript sequences derived from tumor cDNA libraries. A 
computational analysis revealed that only 11 exons were 
to be expressed in tumors with no expression at ali in 

tl tissues. This motivated us to search for exons expressed 
n tumor tissues or tumor celllines within a specific tissue. 
, this strategy, we found 4,916 tumor-associated exons. 

4. Overlap of our candidates with those ofXu and 
15 ), having log score > 3 

>MB 
F 
K 

1257 
'4L2 
1 
.I 

; 1 

Overlap of Candidates 
Before SAGE Filter 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

Overlap of Candidates 
After SAGE Filter 

+ 

+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 

+ 

The expressíon pattem of all varíants was defined based on 
the annotation provided with the cDNA libraries publicly 
available. This information, however, is not always precise and 
clear. Because further tissue characterization of a transcript is 
dependent on tbis information, efforts are currently being made 
to verify the real character of all publicly available librar­
ies (18). 

To verífy whether the presence of data from normalized 
libraries would compromise any analyses based on the relative 
expression leveis of transcripts, we tested whether our set of 
candidates was inflated with sequences derived from normal­
ized libraries. We found a number proportional to tbe total 
number of normalized data in our initial set (30% of candi­
dates, 30% of normalized data in the initial set). This excludes 
the possibility that our set of candidates is enriched with 
artifacts due to data from normalized libraries. 

To refine our analysis of tumor-associated exons, the candi­
dates were further screened by a statistical analysis of each 
exon and, for a few cases, by RT-PCR validation in tumor cell 
lines. Roughly 41% of our candidate exons were excluded by 
the statistical filter. 

Nowadays, experimental analysis by RT-PCR is one of the 
most specific ways of verifying the expression pattem of 
mRNA transcripts. However, while amplifying two different 
variants by the use of two fianking primers, competition in 
transcript amplification may not refiect correctly the intrinsic 
difference in the expression levei of the two transcripts. When 
using a specific primer for one exon only, however, tbe primers 
may be of such specificity that they may amplify a maximum 
of tbe transcript regardless of its expression levei within the 
cell. More sensitive metbods like real-time PCR or singie 
molecule profiiing may be used to better quantify splicing 
variants (30, 38). 

Experimental validation also showed that the whole gene, 
not only the candidate exon, was overexpressed in tumor cell 
lines. We found support for this when we performed a SAGE 
analysis for all of our candidates. For this approach, we 
assumed that the 3 '-most SAGE tag is representative of the 
most abundant transcript of the candidate genes. We also 
assumed that the prototype is more abundantly expressed than 
the candidate variant and that the SAGE tag count is therefore 
an indication of the prototype expression pattem. We found 
that ~52% of our candidates obtained after the statistical filter 
represented genes overexpressed in tumors . Ali those cases 
were excluded, and a new Iist of candidates was produced 
containing 1,386 exons. Validation with those candidates 
showed a success rate of 40% (4/10) when tumor cell Iines 
were used. When we used a panei of patient sampies, the 
success rate was much higher, ~85% (5/6). This probabiy 
occurs because of botb tbe Iimitations of RT-PCR and the 
still-Iimited number of SAGE Iibraries avaiiabie today. Fur­
thermore, tbe heterogeneity of tumor sampies and cell Iine 
cultures provides another variabie to the whoie system. Oniy a 
large-scale validation scheme will aliow the defini tive test o f 
our bioinformatics pipeline. However, here we show that the 
combination of our computational analysis with experimental 
validation is successful in screening for real cancer -associated 
exons at a success rate that wouid not be achieved using either 
a computational analysis or experimental validation alone. 

Our final Iist of candidate genes is enriched with cancer­
reiated genes (P = 0.005). As stated before, it is Iikeiy tbat 
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ts associated with cancer are found in genes that are 
I to cancer. On the other hand, this does not mean that 
ts from genes not involved in cancer would not have a 
)nal impact on tumorigenesis (35). An ontology analysis 
uggested that genes involved in intracellular protein 
ort and cell growth and maintenance are overrepresented 
finallist of candidates. One could expect that any change 
expression levei of splicing variants of genes that are 

::ted to cell cycle and maintenance might influence cell 
)fmation. Jn the category cellular components, the GO 
some was significantly overrepresented. lnterestingly, 
f the peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR) 
es, for example, has been shown to be involved in the 
~enesis of severa! tumors. PPARa. induces hepatocarci­
;; PPAR')' has an anti-proliferation, pro-apoptotic effect 
, therefore thought to have an anti-carcinogenic effect; 
PARf3/8 is involved in the control of cell proliferation 
)Optosis (21). Further investigation on the impact of the 
'-pression of the variants of any genes involved in the 

pathways might give some insight on the possible 
Dn of specific splicing variants. 
our knowledge, this is the first report that attempts to 
l specifically for exons overexpressed in tumors while 
ling genes that are generally overexpressed in the same 
s. Such exons may provide valuable information for 

investigations on the regulation of tumor-associated 
:~.tive splicing. Finally, further experimental analysis will 
te the extent to which our candidate exons are of poten­
agnostic and/or therapeutic value. 
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Capítulo 1 - O Genoma Humano e o Câncer 

Raphael Bessa Parmigiani 

Anamaria Aranha Camargo 

Introdução 

O aparecimento de um tumor está associado com a ocorrência de alterações 

genéticas que se acumulam progressivamente no material genético (DNA) de uma 

célula normal. Dessa forma, o câncer pode ser considerado uma doença genética e a 

identificação e caracterização dos genes alterados é fundamental para a compreensão 

das bases moleculares da doença. A identificação desses genes consiste também no 

primeiro passo para o desenvolvimento de métodos de diagnóstico mais sensíveis e 

de terapias alternativas mais específicas e eficazes. 

Até pouco tempo a identificação de genes relacionados ao câncer dependia 

exclusivamente da detecção freqüente e constante de uma determinada alteração 

cromossômica em tipos específicos de tumores e do posterior mapeamento de genes 

candidatos na região cromossômica freqüentemente alterada. No entanto, esta 

estratégia é bastante trabalhosa e apresenta algumas limitações, já que nem sempre 

alterações cromossômicas são detectadas no~ tumores. 

Esse cenário foi recentemente alterado devido à disponibilidade da seqüência 

completa do genoma humano e de um número eqüilavente de seqüências que 

correspondem a genes expressos em diferentes órgãos e tecidos. Em conjunto, os 

dados de sequenciamento permitiram a identificação de mais de 3 5 mil genes em 

nosso genoma. Essa informação certamente irá acelerar a busca por novos genes 

relacionados ao câncer e, em um futuro não muito distante, será utilizada para o 

combate mais efetivo da doença. 

1 



O câncer e os nossos genes 

A integridade de um determinado tecido, assim como sua função, é conferida 

por um equilíbrio estabelecido entre proliferação e morte celular. Este equilíbrio é 

mantido através de um complexo sistema de sinalização intra e extracelular. Quando 

este equilíbrio é perdido, as células passam a se proliferar de forma anômala, 

formando uma massa de células desordenadas que constituem um tumor primário. 

No processo de progressão tumoral, algumas células do tumor primário perdem a 

capacidade de adesão, invadem a membrana basal do tecido de origem através da 

produção de enzimas proteolíticas, atravessam a parede dos vasos sanguíneos, caem 

na circulação e formam áreas de proliferação em outros tecidos denominadas 

metástases. 

A perda do controle da proliferação e a aquisição de características associadas 

com a progressão tumoral são conseqüências de alterações que ocorrem no conteúdo 

genético das células normais. A célula alterada, por adquirir uma maior capacidade 

de proliferação em relação às células vizinhas, sofre uma expansão clonal, 

transmitindo geneticamente a alteração para todas as células que, a partir dela, se 

originam. Devido à complexidade e à existência de vias alternativas no controle da 

proliferação celular, é necessária a ocorrência de alterações adicionais e sucessivas 

em diferentes genes para que haja a formação de um tumor. Cada nova alteração é 

acompanhada de uma nova onda de expansão clonal e, ao final desse processo, surge 

uma população celular com grande potencial de crescimento e invasão, um tumor 

malígno. 

Assim sendo, o câncer pode ser considerado uma doença genética complexa 

que resulta de alterações simultâneas em genes geralmente relacionados a 

proliferação, diferenciação e morte celular. Nos últimos anos, um grande avanço na 

identificação de genes relacionados a formação e progressão tumoral foi alcançado e 

atualmente mais de 200 genes dessa categoria já estão caracterizados. Como veremos 

a seguir, a disponibilidade da seqüência completa do genoma humano e de um 

número eqüilavente de seqüências que correspondem a genes expressos em 

diferentes órgãos e tecidos certamente irá acelerar o processo de identificação de 

genes relacionados ao câncer. No entanto, é dificil prever exatamente o impacto que 

a disponibilidade dessas seqüências terá, a curto prazo, no combate efetivo à doença. 
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Apesar disso, com base em alguns exemplos que já se encontram relatados na 

literatura e que serão discutidos no final desse capítulo, é possível identificar 

algumas aplicações imediatas. Dentre essas aplicações, destacam-se: (I) a avaliação 

da susceptibilidade individual a determinados tipos de câncer; (II) o desenvolvimento 

de métodos de diagnóstico molecular mais precisos e precoces; (III) a determinação 

da resposta a um determinado tratamento; (IV) e o desenvolvimento de terapias 

alternativas e novos fármacos. 

O sequenciamento completo do genoma humano 

O termo genoma é designado para representar o conjunto de genes e 

seqüências regulatórias de um dado organismo (Figura 1.1 ). Os genes, por sua vez, 

carregam as informações genéticas que determinam todas as características de um 

organismo e a sua existência foi inicialmente inferida nos experimentos realizados 

por Grego r Mendel em 1865. A natureza química dos genes, entretanto, só foi 

revelada na década de 40 e 50 através de experimentos que demonstraram que os 

genes estavam contidos na molécula de DNA. Alguns anos depois, em 1953, James 

Watson e Francis Crick determinaram a estrutura fisica do DNA e o modelo proposto 

da dupla fita foi fundamental para a compreensão do mecanismo de transmissão e 

execução da informação genética. 

Com o desenvolvimento das técnicas de manipulação do DNA (técnicas do 

DNA recombinante) e, em especial, da técnica de seqüenciamento, tornou-se 

possível isolar e determinar a seqüência dos genes. No entanto, no início da década 

de 80, isolar e caracterizar o conjunto completo de genes de um organismo parecia 

um objetivo muito distante. A forma manual e limitada com que os dados de 

seqüenciamento eram gerados e analisados era o fator limitante. Essa situação foi 

revertida com o desenvolvimento dos primeiros seqüenciadores semi-automáticos de 

DNA e com o aparecimento de uma nova área da biologia voltada para a análise 

computacional dos dados de sequenciamento: a bioinformática. Nascia assim a era da 

Genômica. 

Os principais objetivos de um Projeto Genoma compreendem a determinação 

da seqüência completa do DNA de um organismo e a identificação de todos os seus 

genes. O genoma humano haplóide é dividido em 23 moléculas lineares de DNA, os 
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cromossomos, sendo a mais curta com 55Mb e a mator com 250Mb. Estes 23 

cromossomos consistem em 22 autossomos e um cromossomo sexual (X ou Y) e, no 

total, representam aproximadamente 3 bilhões de nucleotídeos. Devido à sua 

complexidade, a determinação da seqüência correta desses 3,2 bilhões de 

nucleotídeos e a identificação dos genes contidos nessa seqüência toma-se uma tarefa 

difícil e, conseqüentemente, há mais de uma década o número exato de genes que 

compõe o genoma humano representa uma incógnita para pesquisadores de todo o 

mundo. 

O seqüenciamento do genoma humano foi pnmetra e exclusivamente 

conduzido no meio acadêmico pelo Consórcio Internacional de Seqüenciamento do 

Genoma Humano (IHGSC) a partir do início da década de 90 até 1998, quando um 

grupo do setor privado, representado pela empresa Celera Genomics, iniciou um 

projeto em paralelo utilizando uma estratégia de seqüenciamento alternativa e 

bastante controversa, pois, até então, tal estratégia só havia sido utilizada no 

sequenciamento de genomas bacterianos, infinitamente menos complexos que o 

genoma humano (Figura 1.2). A proposta da Celera Genomics era terminar o 

sequenciamento do genoma humano em um menor tempo e com um menor custo e, 

para tanto, se associou com a Applied Biosystems, uma das maiores empresas 

fabricantes de seqüenciadores semi-automáticos de DNA. Após inúmeros debates e 

ataques públicos entre os dois grupos concorrentes, o anúncio do término do 

sequenciamento do genoma humano foi feito, em conjunto pelos dois grupos, no dia 

26 de junho de 2000 em sessão solene na Casa Branca em Washington. 

A determinação da sequência dos 3,2 bilhões de nucleotídeos que compõem o 

genoma humano (10 e 15) certamente representou um grande marco na ciência, no 

entanto, apesar do enorme entusiasmo gerado, um grande percurso ainda precisa ser 

percorrido para que possamos conhecer o significado da seqüência obtida e converter 

essa informação em aplicações práticas. Uma das primeiras questões que surgem é: 

como identificar os genes a partir de uma seqüência monótona de nucleotídeos A, T, 

CeG? 

Para a identificação de genes a partir da seqüência genõmica são utilizados 

programas computacionais de predição gência, capazes de reconhecer, na seqüência 

bruta de nucleotídeos, seqüências sinais características dos genes humanos. No 
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entanto essas sequencias são bastante degeneradas e inespecíficas e em vista disso os 

programas de predição gênica não são cem por cento eficazes. Além disso, os genes 

humanos correspondem a apenas 3% do genoma humano e 50% das seqüências de 

nucleotídeos correspondem a seqüências de DNA repetitivas de função ainda 

desconhecida. Em consequência disso, estima-se que 90% das estruturas gênicas 

preditas por programas de computador estejam incorretas e que um número ainda 

não estimado de genes não seja detectado por esses programas. 

Utilizando programas computacionais ambos os grupos de sequenciamento 

do genoma humano conseguiram identificar um número aproximado de 3 5. 000 

genes. Mas como identificar dentre esses genes aqueles relacionados com a formação 

de tumores? Uma possibilidade seria procurar entre os novos genes identificados, 

genes que apresentassem similaridade a nível de nucleotídeos ou aminoácidos com 

genes já reconhecidamente envolvidos com câncer. A maioria dos genes já 

associados à essa doença fazem parte de famílias gênicas extensas e é possível, a 

exemplo do que ocorre para o gene supressor de tumor p53, que outros membros da 

mesma família estejam igualmente associados ao câncer. Outra possibilidade seria a 

identificação de genes localizados em regiões específicas do genoma as quais são 

freqüentemente afetadas por rearranjos cromossômicos em tumores. Contudo, em um 

estudo preliminar realizado por Futreal e colaboradores ( 6), essas abordagens não 

foram efetivas na identificação de novos genes relacionados ao câncer. Uma possível 

explicação para este fato seria a existência de genes humanos ainda não identificados 

a partir da seqüência genômica. 

Nesse sentido, desde o anúncio do sequenciamento completo do genoma 

humano, o número de relatos na literatura que apontam a existência de um número 

superior de genes no genoma humano tem crescido. Dados recentes suportam a 

existência de pelo menos 60 mil genes no genoma humano e sugerem que a 

identificação de todos os genes humanos só será possível através da utilização de 

abordagens complementares, como por exemplo o sequenciamento de moléculas de 

cDNA(2). 
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O sequenciamento em larga escala de moléculas de cDNA 

Como mencionado anteriormente, os genes representam apenas 3% de todo o 

genoma, o que dificulta a sua identificação a partir da seqüência genômica. Neste 

contexto, as moléculas de cDNA são um material de extrema utilidade pois, por 

serem sintetizadas a partir do RNA mensageiro (mRNA), correspondem à fração do 

genoma que carrega a informação dos genes. 

O cDNA obtido através da transcrição reversa de moléculas de mRNA pode 

ser inserido em vetores de clonagem e replicado em células bacterianas, dando 

origem às chamadas bibliotecas de cDNA. Os clones que compõem uma biblioteca 

de cDNA representam os genes expressos em um determinado tecido do qual o 

mRNA foi extraído e utilizado para a construção da biblioteca. Os clones de cDNA 

podem ser, então, seqüenciados de duas formas: seqüenciamento completo do inserto 

clonado ou seqüenciamento parcial das extremidades desses clones gerando as ESTs 

(do inglês Expressed Sequence Tags ). 

A produção de seqüências completas de cDNA e ESTs vem sendo realizada 

por diversos grupos simultaneamente ao seqüenciamento do genoma humano. Mais 

especificamente, a produção de ESTs teve suas origens em 1980, mas somente no 

início da década de 90 elas começaram a ser produzidas em larga escala. As ESTs 

foram inicialmente exploradas na identificação de novos genes, no entanto, 

atualmente, estão sendo intensamente utilizadas na construção de perfis de transcritos 

tecido-específicos, na construção de mapas fisicos, na comparação de genomas de 

diferentes organismos, no estudo qualitativo da expressão de mRN A e, ainda, na 

identificação de genes a partir da seqüência genômica. 

Um dos projetos pioneiros na produção de seqüências de ESTs, iniciado em 

1997, foi o "Cancer Genome Anatomy Project" (CGAP) (13). O projeto foi 

financiado pelo Instituto Nacional de Câncer do Estados Unidos e teve como 

objetivo gerar um catálogo de genes expressos em uma grande variedade de tecidos 

normais e tumorais. Mais de 2 milhões de seqüências foram geradas e, uma vez 

terminada a fase de sequenciamento em larga escala, o enfoque foi voltado para a 

integração das seqüências produzidas com informações disponibilizadas por outros 

projetos como, por exemplo, o projeto de mapeamento de anormalidades 
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cromossômicas em tumores ou mesmo o projeto de sequenciamento completo do 

genoma humano. 

Em 1999, a F APESP (Fundação de Amparo a Pesquisa do Estado de São 

Paulo) e o Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o Câncer lançaram, também, o Projeto 

Genoma Humano do Câncer (HCGP) com o objetivo de gerar 1 milhão de ESTs 

utilizando uma nova metodologia denominada ORESTES ("Open Reading Frame 

ESTs") (1 e 4). Esta estratégia é capaz de gerar seqüências derivadas das porções 

centrais dos transcritos e, simultaneamente, normalizar a população de mRN A de 

forma a gerar seqüências derivadas de transcritos com baixo nível de expressão. 

Devido a essas características, as ORESTES complementam as ESTs geradas através 

de metodologias convencionais, que, em grande parte, são derivadas das 

extremidades 5' ou 3' dos transcritos e apresentam uma grande tendência para a 

representação de transcritos mais abundantemente expressos. 

As informações geradas pelos projetos CGAP e HCGP são complementares e 

correspondem a mais de 50% das seqüências de ESTs depositadas em bancos de 

dados públicos. Recentemente as informações geradas pelos dois grupos foram 

integradas em um banco de dados internacional de expressão gênica em câncer com 

o objetivo de acelerar a descoberta de novos genes relacionados com a doença (14). 

Para facilitar a análise e utilização dos dados, uma série de ferramentas 

computacionais foi desenvolvida e disponibilizada na página do CGAP 

(http://cgap.nci.nhi.gov). Essas ferramentas permitem a análise individual de cada 

banco de dados, mas ao mesmo tempo é capaz de integrar as informações geradas 

por ambos os projetos permitindo que os pesquisadores analisem in silico o padrão 

de expressão gênica de diferentes tumores e identifiquem genes que, quando 

alterados, estejam associados com a formação de tumores. 

O impacto dos dados de sequenciamento disponibilizados pelos dois projetos 

na pesquisa sobre o câncer já começam a aparecer na literatura. Através da análise 

dos dados disponibilizados pelo CGAP, por exemplo, uma EST correspondente à 

subunidade catalítica da telomerase humana foi identificada devido a sua 

similaridade com seqüências de telomerases de outros organismos e serviu de base 

para a caracterização funcional desse gene em humanos (12). A enzima telomerase 

cataliza a adição de repetições teloméricas na extremidade dos cromossomos 
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humanos, garantindo dessa forma que a cada ciclo de divisão celular o material 

genético da célula seja replicado de maneira estável e fiel. A atividade da enzima 

telomerase é detectada em células com alto índice de proliferação como, por 

exemplo, as células tumorais. Em vista disso, esta enzima tem sido considerada um 

alvo potencial para o desenvolvimento de drogas. Da mesma forma, a análise dos 

dados de ESTs tem permitido a identificação de genes preferencialmente expressos 

em tumores de próstata, pâncreas, mama, cérebro, intestino e ovário. A identificação 

de genes preferencialmente expressos em tumores é uma das possíveis contribuições 

para o desenvolvimento de novas ferramentas diagnósticas e terapias alternativas 

como veremos a seguir. 

Avaliação da susceptibilidade a determinados tipos de câncer: síndromes 

hereditárias e SNPs 

As alterações genéticas relacionadas ao câncer podem ocorrer tanto em 

células da linhagem germinativa quanto em células somáticas do indivíduo adulto. O 

tipo celular no qual ocorrem as alteracões é de primordial importância, já que 

determina se estas alterações serão transmitidas para gerações futuras ou se seus 

efeitos serão limitados ao tecido em que ocorreu a alteração. Alterações que ocorrem 

na linhagem germinativas são propagadas a todas as células do indivíduo e são 

transmitidas hereditariamente para os seus descendentes. Já as alterações somáticas 

estão restritas às células originadas a partir da célula alterada, ou seja, são 

encontradas apenas no tecido em questão, não sendo transmitidas geneticamente para 

seus descendentes. Alterações somáticas estão associadas com o aparecimento de 

tumores esporádicos ao passo que alterações germinativas são responsáveis pelos 

casos de câncer com caráter hereditário. 

Os tumores hereditários correspondem a uma pequena fração dos casos de 

câncer ( 5% ), no geral se manifestam em idade precoce e acometem vários indivíduos 

de uma mesma família. Alguns exemplo de síndromes de câncer hereditário já estão 

bem caracterizados e os genes que quando alterados são capazes de levar a formação 

dos tumores já foram identificados. Nestes casos a busca de alterações que afetam 

esses genes em familiares diretos de portadores da síndrome permite um diagnóstico 

pré-sintomático da doença e conseqüentemente um acompanhamento clínico mais 
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rigoroso o qual, em última instância, resulta no diagnóstico precoce do câncer e em 

uma melhor evolução da doença. 

Um bom exemplo são os genes envolvidos no câncer de mama hereditário, 

BRCA-1 e BRCA-2, para os quais diferentes mutações já foram identificadas. Uma 

vez detectada uma paciente portadora de mutação germinativa em um desses dois 

genes, todos os parentes diretos podem ser testados para a presença da mutação 

identificada e determinar, desta forma, o risco individual de desenvolver tumor de 

mama. Esse teste permite identificar parentes que herdaram a mutação e que portanto 

apresentam um risco elevado de desenvolver tumor de mama e que certamente irão 

se beneficiar de um acompanhamento clínico mais rigoroso com mamografias e 

ultrasonografias mais freqüentes ou mesmo de terapias endócrinas preventivas. Da 

mesma forma, o teste pode identificar familiares que não herdaram a mutação e que, 

por apresentarem o mesmo risco de desenvolver tumores de mama que a população 

em geral, não necessitariam de um acompanhamento rigoroso e muitas vezes de 

custo elevado. 

Outro exemplo deste tipo de associação foi feita entre a presença de 

alterações no gene VHL e pacientes portadores da síndrome de Von Hippel-Lindau. 

De maneira geral, os portadores desta síndrome desenvolvem precocemente 

diferentes tipos de tumor maligno, em especial hemangioblastoma cerebelar, 

angioma de retina e carcinoma renal. Somam-se ainda os tumores benignos, também 

muito freqüentes, dos quais destacam-se angiomas, cistos e adenomas. O gene VHL é 

um gene supressor de tumor e por isso, alterações que resultem na formação de uma 

proteína não funcional podem levar a um descontrole do ciclo celular e propiciar 

asstm o desenvolvimento de uma neoplasia (11 ). A exemplo das alterações em 

BRCAJ e BRCA2, a importância da identificação destas mutações está na 

possibilidade do desenvolvimento de testes genéticos em que se possa avaliar a 

presença das mesmas em parentes diretos de portadores da síndrome. É evidente que 

a confirmação de mutações em um determinado indivíduo não evitará o 

desenvolvimento do tumor, mas cuidados poderão ser tomados no sentido de 

diminuir a exposição do indivíduo a fatores de risco para determinados tipos de 

câncer, além de se identificar precocemente lesões sub-clínicas. Assim, estes 
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pacientes ganham um considerável aumento na sobrevida e no tempo livre de 

doença, bem como uma melhora da qualidade de vida. 

Além das alterações hereditárias, existe outro tipo de alteração genética, 

denominada SNP (Single Nucleotide Polymorphism ), que pode determinar a 

susceptibilidade de um indivíduo ao desenvolvimento de tumores. Os SNPs são 

variações de um único nucleotídeo que ocorrem entre as sequências de DNA de dois 

indivíduos. São exatamente estas variações que determinam as diferenças fenotípicas 

entre os indivíduos, ou seja, a individualidade de cada um. O que diferencia um SNP 

de uma mutação é a frequência com que os mesmos ocorrem na população, sendo 

considerado um SNP toda variação de um único nucleotídeo que ocorre em mais de 1 

% da população. Outra diferença é o caráter delério da alteração. Mutações 

geralmente estão relacionadas a um fenótipo grave, uma disfunção evidente. Já os 

SNPs não necessariamente estão associados a um fenótipo característico e no geral se 

manifestam através de um susceptibilidade discreta que pode ser agravada por fatores 

externos. 

Em um estudo recente, por exemplo, foi comprovado que a presença de um 

determinado SNP no gene da endostatina está relacionado a uma maior 

susceptibilidade ao desenvolvimento de câncer de próstata (8). Esta proteína está 

envolvida na angiogênese (formação de novos vasos a partir de um endotélio pré­

existente), funcionando como um inibi dor da proliferação e migração de células 

endoteliais. Considerando-se que a angiogênese é um passo fundamental para a 

progressão tumoral e formação de metástases, alterações na função desta proteína 

poderiam estar associadas ao desenvolvimento de tumores. Neste estudo foi 

demonstrado que a alteração de um nucleotídeo, que posteriormente alterava o 

aminoácido codificado por ele, é muito mais freqüente em pacientes com câncer de 

próstata do que em indivíduos sadios. Embora estes pacientes produzam a mesma 

quantidade de proteína encontrada nos indivíduos sadios, acredita-se que esta 

mudança de um único aminoácido leva a uma perda significativa de sua função e 

conseqüentemente a um maior risco de desenvolvimento do tumor. 

A identificação de uma lista de SNPs em todo o genoma humano, 

especialmente aqueles localizados nos genes ou em regiões regulatórias da expressão 

dos mesmos, pode ajudar a esclarecer porque determinadas pessoas apresentam uma 
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maior susceptibilidade a determinado tipo de câncer. Da mesma maneira como para 

as mutações germinativas, testes que avaliem a presença de determinados SNPs 

associados ao desenvolvimento de tumores podem ajudar na prevenção da doença, 

principalmente nos casos em que o surgimento da mesma está estreitamente 

relacionado à exposição a fatores de risco como, por exemplo, o fumo e a bebida 

alcoólica. 

Desenvolvimento de diagnóstico moleculares e a evolução da doença 

Tão importante quanto se diagnosticar um tumor é saber qual o tipo 

histológico do tumor que foi identificado. Isso porque a histologia de diferentes 

tumores pode ser semelhante, mas suas alterações moleculares e comportamento 

clínico bem diferentes. Convencionalmente a análise e classificação histopatológica 

do tumor é feita através de técnicas de microscopia óptica e imunohistoquímica. 

Diferentes ensaios são necessários para tal classificação e o conhecimento sobre a 

perda da expressão ou super -expressão de um determinado gene (e 

conseqüentemente de sua proteína) pode ser decisivo para se avaliar a evolução 

clínica de um paciente ou mesmo a conduta terapêutica a ser tomada (como veremos 

no item seguinte). Entretanto, existem muitos casos nos quais os marcadores 

tumorais disponíveis são insuficientes para distinguir tumores histologicamente 

semelhantes e que possuem evolução e resposta ao tratamento muito diferentes. 

Além de se classificar um tumor corretamente, outra dificuldade existente se 

refere à avaliação e conduta das lesões precursoras de tumor. Muitas vezes as 

mesmas são consideradas inofensivas e facilmente tratáveis por ainda não 

apresentarem grandes alterações morfológicas. Entretanto, estas lesões podem 

apresentar algumas das alterações moleculares importantes, características de uma 

neoplasia verdadeira. Assim, mais uma vez estudos moleculares poderiam avaliar a 

presença de tais alterações e assim auxiliar o médico na decisão a ser tomada no 

tratamento deste tipo de lesão. Em ambos os casos citados, a busca por novos 

marcadores tumorais é imprescindível. 

Considerando-se que o câncer é uma doença genética causada por alterações 

genéticas que modificam o perfil de expressão gênica da célula, espera-se que genes 

com expressão diferencial entre uma célula normal e tumoral possam ser 
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identificados, os quais poderão ser utilizados como assinaturas moleculares. Após o 

sequenciamento do genoma humano, o desenvolvimento de técnicas eficientes de 

clonagem e a identificação de uma grande quantidade de novos genes, criaram-se as 

condições necessárias para o desenvolvimento de ferramentas que avaliem o nível de 

expressão gênico em larga escala. Desta maneira, a identificação de novos 

marcadores moleculares para o câncer tem se tomado menos trabalhosa, 

principalmente com o uso de uma poderosa técnica, denominada "microarray". 

Esta técnica, também conhecida como chip de DN~ permite a análise do 

padrão de expressão de milhares de genes simultaneamente, gerando assim um perfil 

de expressão gênica do tecido analisado. A avaliação do perfil de expressão pode ser 

feita no sentido de se comparar, por exemplo, os genes expressos em um tecido 

normal e em um tumor, e assim encontrar diferenças na expressão de alguns genes 

entre as duas amostras. Neste caso, estes genes diferencialmente expressos seriam 

bons candidatos a marcadores moleculares. Mas além destes marcadores que 

diferenciam amostras normais de tumorais, a comparação entre amostras em 

diferentes estadios da doença, desde uma lesão precursora, um carcinoma in situ, até 

um carcinoma invasivo e metastático, poderia levar também à identificação de 

marcadores relacionados, à progressão tumoral e formação de metástases. Todos 

estes marcadores serão de grande utilidade na conduta a ser tomada, principalmente 

nos casos em que tratamentos mais agressivos podem ser evitados. 

Entretanto, como mencionado anteriormente, existem situações mats 

complexas em que se pretende diferenciar dois tumores histologicamente muito 

semelhantes, mas com evolução clínica e resposta ao tratamento bem diferentes. 

Nestes casos, marcadores moleculares isolados muitas vezes não são eficientes para 

permitir tal distinção entre as amostras, necessitando assim de uma análise molecular 

mais abrangente. Novamente a técnica de "microarray" poderia ser aplicada, uma vez 

que, ao compararmos o perfil de expressão gênica de diferentes amostras, seria 

possível classificá-las em sub-grupos que possuíssem perfis de expressão 

semelhantes. Assim, a diferenciação poderia ser feita baseando-se no comportamento 

de um grupo de genes e não apenas em um marcador isoladamente. 

A idéia de que o perfil de expressão gerado pelo "microarray" pode refletir as 

características e o comportamento de um determinado tipo de câncer foi inicialmente 
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comprovado em um estudo no qual foram comparados os perfis de expressão de 

leucemia mielóide aguda (LMA) e leucemia linfocítica aguda (LLA) (7). Neste caso 

os perfis mostraram-se muito informativos, possibilitando uma clara distinção entre 

os dois tipos de leucemia. Embora o diagnóstico histopatológico destes tipos de 

leucemia não seja muito difícil, o estudo serviu para demonstrar a eficiência das 

análises feitas com o perfil de expressão gência de diferentes amostras, as quais 

podem ser muito úteis no diagnóstico diferencial em outros casos em que a análise 

histopatológica seja insuficiente para a classificação do tumor e avaliação da 

evolução da doença. 

A farmacogenômica e a determinação de resposta ao tratamento 

A farmacogenômica pode ser definida como o uso de marcadores biológicos 

(DNA, RNA e proteínas) para a predição da eficácia de uma determinada droga e 

para a determinação da probabilidade de ocorrência de efeitos colaterais e adversos. 

Devido à baixa eficácia (30%) da maioria dos agentes terapêuticos utilizados no 

tratamento do câncer, a farmacogenômica se toma essencial na prática oncológica, 

pois permite a seleção prévia de pacientes que irão de beneficiar do tratamento. 

Nesse sentido, a farmacogenômica tem sido aplicada na oncologia 

basicamente de duas formas: I) na identificação de SNPs presentes em genes que 

codificam proteínas relacionadas com o metabolismo e/ou o transporte de drogas e 

que correlacionam com uma melhor ou pior resposta ao tratamento, e 11) na 

determinação de perfis de expressão gênica de tumores capazes de indicar uma pior 

ou melhor resposta ao tratamento (5). Uma vez estabelecidos, esses marcadores de 

resposta ao tratamento poderão servir como guias para a otimização de protocolos 

terapêuticos para cada indivíduo. 

Um exemplo marcante de variabilidade genética relacionada a resposta ao 

tratamento do câncer é o caso da tiopurina S-metiltransferase. SNPs presentes no 

genes que codifica essas enzima são capazes de determinar a resposta a droga 

mercaptopurina comumente utilizada no tratamento de leucemias infantis. Pacientes 

com uma determinada alteração nesse gene são classificados com maus 

metabolizadores da droga e possuem um grande risco de apresentar reações adversas 

quando tratados com as doses convencionais do medicamento (9). 
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Variações nos perfis de expressão gênica também têm sido amplamente 

utilizadas como marcadores de resposta ao tratamento do câncer. Como mencionado 

anteriormente tais perfis podem ser determinados através da análise simultânea do 

padrão de expressão de milhares de genes em experimentos de "microarray". Esses 

experimentos partem da premissa de que os tumores apresentam alterações no padrão 

de expressão gênica, as quais podem ser utilizadas como assinaturas que refletem 

suas característica biológicas. Assim, comparando o perfil de expressão de tumores 

de pacientes que respondem melhor ou pior ao tratamento, é possível identificar 

genes relacionados com a resposta a droga utilizada. 

Em um estudo recente utilizando linhagens celulares tumorais com diferentes 

sensibilidades a uma nova droga desenvolvida para o tratamento de câncer, foi 

possível identificar genes marcadores de reposta ao tratamento. O estudo avaliou, 

através de experimentos de "microarray", genes que tinham sua expressão aumentada 

nas linhagens celulares e que após o tratamento apresentaram uma redução 

significativa nos níveis de expressão (16). Seis genes com esse padrão de expressão 

foram isolados e de forma interessante, dois deles fazem parte da via de regulação do 

gene alvo inativado pela droga. A expressão desses seis genes pode ser utilizada 

como fator preditivo de uma boa resposta ao tratamento e dessa forma ser utilizada 

para a seleção de pacientes que se beneficiariam do uso da nova droga. Em análises 

posteriores, utilizando tumores de pacientes com câncer, 30% das amostras testadas 

apresentaram a expressão dos seis genes isolados nos experimentos com as linhagens 

celulares, havendo uma correlação direta entre tumores com expressão positiva e boa 

resposta ao tratamento. 

Desenvolvimento de novas terapias 

O desenvolvimento de agentes terapêuticos mais eficazes é fundamental para 

o progresso da quimioterapia contra o câncer. Nesse contexto, a farmacogenômica 

também pode ser útil e avanços significativos na descoberta de novos agentes foram 

obtidos recentemente através da inibição de moléculas alvos cuja relação direta com 

a formação de tumores já estava bem estabelecida. 

A identificação de mais de 35.000 genes através do sequenciamento completo 

do genoma humano aumentou consideravelmente o número de genes potenciais para 
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o desenvolvimento de novas drogas. Merecem especial atenção novos genes que 

pertencem a famílias gênicas de alvos já estabelecidos para o tratamento de câncer 

como por exemplo, genes que codificam para receptores associados a proteína G, 

quinases e proteases os quais podem ser bloqueados por drogas específicas. 

Um bom exemplo de como os estudos das alterações moleculares de tumores 

levou ao desenvolvimento de uma droga com poucos efeitos colaterais e de grande 

efeito terapêutico é o Gleevec (3). Esta droga, também conhecida como Imatinib, 

vem sendo muito utilizada no tratamento da leucemia mielóide crônica (CML). Esta 

neoplasia possui como característica marcante a translocação recíproca de parte dos 

braços longos dos cromossomos 9 e 22, resultando assim, na formação do 

cromossomo Philadelphia. Como resultado dessa translocação, há a formação de um 

gene quimérico, o BCR-ABL, constituído pela justaposição do proto-oncogene C­

ABL, oriundo do cromossomo 9, com sequências do gene BCR (Breakpoint Cluster 

Region ), do cromossomo 22. A proteína quimérica resultante possui uma forte 

atividade tirosina quinase e é encontrada em 95% dos pacientes com CML. 

Esta proteína leva à ativação de muitas vias de sinalização intracelular, 

causando assim, alterações nas propriedades proliferativas, adesivas e de 

sobrevivência das células tumorais. Por isso, o gene BCR-ABL tem sido considerado 

um oncogene típico de leucemias. Além disso, como esta atividade tirosina quinase é 

essencial para o processo de transformação, a proteína BCR-ABL tomou-se um alvo 

importante para tratamento deste tipo de neoplasia. Na tentativa de se obter um 

inibidor, foi desenvolvido o Gleevec, cuja grande vantagem é sua alta especificidade 

pela quinase ABL, uma vez que reduz os efeitos colaterias normalmente encontrados 

no tratamento do câncer (Figura 1.3). Além de sua especificidade por um alvo 

presente apenas nas células alteradas, o Gleevec tem ampla aplicação, uma vez que 

seu alvo está presente em 95% dos pacientes com CML. 

Além do Gleevec, outras drogas já estão sendo desenvolvidas com o objetivo 

de se bloquear a ação de alvos recém identificados (17). Outros exemplos são: 

1. Gefitinib: inibi dor do receptor do fator de crescimento epidermal 

utilizado no tratamento de câncer de cabeça e pescoço, de tumores de 

próstata hormônio refratários e também de tumores de pulmão de 

células não pequenas. 
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2. Herceptina: anticorpo monoclonal utilizado no tratamento de tumores 

de mama com alta expressão do oncogene ERB-B2. 

3. 17 AAG: inibi dor da chaperonina HSP90, comumente superexpressa 

em diferentes tipos de tumor, que está completando a fase de estudos 

clínicos com resultados muito promissores. 

Por outro lado, o sequenciamento completo do genoma humano e a produção 

de um catálogo completo dos nossos genes também podem auxiliar no entendimento 

dos efeitos colaterais de algumas drogas. Muitos desses efeitos colaterais estão 

relacionados com a atuação inespecífica dessas drogas em proteínas similares a 

proteína alvo para a qual a droga foi desenhada. Com o catálogo completo de genes 

humanos disponíveis, novas drogas podem ser desenvolvidas com o conhecimento 

prévio de outros genes similares que poderão ser afetados, minimizando dessa forma 

seus efeitos colaterais. 

Conclusões 

No dia 26 de junho de 2000 um grande marco cientifico e tecnológico foi 

alcançado com o término do sequenciamento do genoma humano. A informação 

disponibilizada por esse projeto, em conjunto com seqüências de clones de cDN A 

geradas por diferentes grupos de pesquisa, estão sendo utilizadas para se construir 

um catálogo completo de genes humanos. Este catálogo inicialmente composto por 

aproximadamente 3 5 mil genes ainda não está completo e alguns anos serão 

necessários para completá-lo através da utilização de abordagens complementares 

para a identificação gênica. 

Apesar de ainda incompleto, o catálogo disponibilizado irá acelerar 

indiscutivelmente a descoberta de genes que quando alterados geneticamente levam a 

formação de tumores. Como vimos neste capítulo, resultados promissores nessa 

direção já estão descritos na literatura e informações genéticas a respeito de genes 

específicos, ou de um conjunto deles, já estão sendo utilizadas no desenvolvimento 

de métodos de diagnóstico molecular mais precisos, na determinação da resposta a 

um determinado tratamento e no desenvolvimento de terapias alternativas e novos 

fármacos. O próximo grande desafio será a aplicação dessas informações na prática 
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clínica. Para tanto adaptações metodológicas terão que ser feitas, visando a 

diminuição de custos e a automatização dos protocolos experimentais utilizados. 

Também será fundamental que a linguagem muitas vezes complicada dos nossos 

genes, seja traduzida e transmitida a médicos e pacientes. Esperamos que este 

capítulo tenha contribuído de alguma forma no processo de tradução e que a leitura 

do mesmo sirva como um veículo efetivo de transmissão dessas informações. 
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Glossário 

cDNA - DNA complementar: Molécula de DNA sintetizada in vitro a partir de uma 

molécula de RNA mensageiro. 

CGAP - Cancer Genome Anatomy Project: um dos projetos pioneiros na produção 

de seqüências de ESTs. 

DNA - ácido desoxiribonucléico. Molécula biológica que carrega as informações 

genéticas de um organismo vivo. 

EST - Expressed Sequence Tag: Sequência parcial de uma molécula de cDNA. 

Genoma: conjunto de genes e seqüências regulatórias de um dado organismo. 

Genes Supressores de Tumor: categoria de genes capazes de inibir a proliferação 

celular e, consequentemente, a formação de tumores. 

Gleevec: Medicamento comumente utilizado no tratamento da leucemia mielóide 

crônica ( CML ). 

HCGP- Projeto Genoma Humano do Câncer: Iniciativa brasileira para a produção 

de seqüências expressas de diferentes tipos de tumor. 

LLA: leucemia linfocítica aguda 

LMA: leucemia mielóide aguda. 

Microarray: Técnica que permite a avaliação da expressão de vários genes, 

simultaneamente. 

Nucleotídeo: Unidade formadora dos ácidos nucléicos, DNA e RNA. 

ORESTES- Open Reading Frame ESTs: Seqüências derivadas das porções centrais 

dos transcritos, desenvolvida no Brasil. 

RNA - ácido ribonucléico. Molécula biológica sintetizada a partir do DNA e que 

serve de molde para a síntese protéica. 

SNP - Single Nucleotide Polymorphism: Variação de um único nucleotídeo que 

ocorre entre sequências de DN A de dois indivíduos, com uma freqüência maior que 

1% na população. 
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Capítulo 1- Genoma e Câncer 
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desoxirribonucléico (DNA) 

A rmlécula d3 Df\1!\ é tma hélice dupla. ligada p 
sutJgâncias quirricascterrndas de bases. de 
quatrotipos(aderina -A. cito9na-C, guanina-G 
etinina-T). A seqüência das bases produz: o 
código genético da célula (a base C sel11l'e se 
forma coma G e aA se fi:Jrrrn com a 1) 

Longo carrnnho 

2-A 1ileira deDNA 3-SUburidadesde 
bases se casamccrnsuas 
bases de DNA, formando 
uma cadeia deformação 
chcmõda de rrensageiro 

- ,..,..-~IlHA (rrR\IA.) 

5- Arrinoãcidos Hgadosa 
de IlHA de1rmsferência (tRNA) 
se trancam no rrRNA, de forma a 
seguira estrita ordem do código­
base 

....... '·i· 

4- rrRNA atravessa a parede 
do núcleo e se acopla a um ou 
rrnisríbossonos para dar 
origem às proteínas 

presos corro se fossem 
uma proteína 

IIC 

Descoberta Descoberta Primeiro Descoberta Código SeQ)enciarrenlo Prirmros 
do prirreiro CNA. genes 

humanos 
mados 

Seqüenctamento ESuclo cb Finaliza 
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hurmno 

Figura 1.1: Esquema representando o fluxo da informação genética: 
DNA-RNA-Proteína e as principais descobertas que levaram ao nascimento 
da Genômica. 
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Figura 1.2: Estratégias de sequenciamento do material genético 
humano. Os genes humanos podem ser identificados através da utilização 
de duas abordagens complementares: o sequenciamento da molécula de 
DNA e o sequenciamento de moléculas de cDNA. As moléculas de cDNA 
são sintetizadas in vitro a partir da molécula de mRNA, através da utilização 
da enzima Transcriptase Reversa. 

é: 
I 

Antes do 
tratamento 

Após o 
tratamento 

) 
Proteína 

alvo ativa 

Leucemia 

Cura? 

Figura 1.3: Mecanismo de atuação do Gleevec. A protéina resultante 
da fusão dos genes bcr-abl possui um sítio de ligação a uma molécula de 
ATP. Essa ligação é necessária para a atividade biológica da proteína que, 
quando ativada, altera a capacidade proliferativa da célula através da 
ativação de outras proteínas alvo. O Gleevec se liga especificamente ao sítio 
de ligação do ATP impedindo a ativação da proteína bcr-abl e 
consequentemente a ativação das proteínas alvo. 
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