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Resumo

O céncer de proéstata (CaP) e a hiperplasia prostatica benigna (HPB) séo as
doencas da préstata mais comuns, e ambas sdo alteracbes do controle do
crescimento prostatico, compartilhando uma prevaléncia aumentada com o0 avanco
da idade. A deprivacdo androgénica é uma das opc¢les de tratamento mais comuns
para o CaP e, embora resulte em um periodo de regressao clinica, muitos pacientes
acabam progredindo para uma condicado refrataria a terapia hormonal, conhecida
como CaP independente de androgénios (resistente a castracdo). Alteracdes
moleculares no receptor de androgénios (AR) tém sido associadas a progressédo do
CaP. Neste estudo, buscamos identificar a presenca de isoformas do AR derivadas
de splicing alternativo tanto em tecido benigno de HPB (n = 30) quanto em tecido
maligno de CaP (n = 27). As isoformas estudadas foram o AR3, AR4, AR5 e ARG6. A
expressao génica do AR nao apresentou diferenca entre os tecidos estudados (P =
0,160). O AR4 apresentou maior expressao nos pacientes com CaP (P = 0,029) e,
dentre estes, o0s niveis de expressdo foram maiores nos pacientes que
apresentaram recidiva bioquimica (P = 0,049). Dada a similaridade entre as
moléculas de cDNA das isoformas AR3, AR5 e ARG, diferentes estratégias de
deteccdo do mRNA foram utilizadas. A amplificacdo conjunta do AR3, AR5 e ARG
(AR3/5/6) foi maior no grupo CaP (P = 0,021), enquanto que a expressdo das
isoformas AR5 e AR6 (AR5/6) nédo foi diferente entre os grupos (P = 0,184). Com o
objetivo de inferir um valor para a expressao do AR3, também foi analisada a razao
(AR3/5/6) / (AR5/6), que apresentou maiores niveis de expressdo no grupo CaP em
relacdo ao grupo HPB (P < 0,0001). Nas amostras de CaP, foi encontrada uma
correlacdo positiva entre o escore de Gleason e os niveis de mRNA das isoformas
AR5/6 (0,524; P = 0,006) e uma correlacdo negativa entre o escore de Gleason e a
razdo (AR3/5/6) / (AR5/6) (-0,429; P = 0,029). A expressdo génica do AR4
correlacionou-se positivamente com a expressao génica das isoformas AR3/5/6 e
AR5/6 (0,646; P < 0,001 e 0,518; P = 0,006). Nas amostras de HPB, foi encontrada
uma correlacdo positiva entre a expresséo génica do AR e os niveis plasmaticos de

PSA pré-operatorio (0,479; P = 0,013). Também foi encontrada uma correlacédo
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positiva entre a expressao génica do AR4 e a expressao génica do AR3/5/6 (0,818;
P < 0,001), do AR5/6 (0,387; P = 0,035) e a razdo (AR3/5/6) / (AR5/6) (0,394; P =
0,031) nesse grupo. Embora em niveis diferentes, todas as isoformas estudadas
foram expressas tanto em tecido benigno (HPB) quanto em tecido maligno (CaP).
Desta forma, estes resultados permitem assumir que estas isoformas
constitutivamente ativas estejam envolvidas no desenvolvimento destas doencas
prostaticas. E, ainda, a expressdo do AR4 pode ser associada com a recidiva do

CaP ap0s o tratamento cirurgico.
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Abstract

Prostate cancer (PCa) and benign prostatic hyperplasia (BPH) are the most
common prostatic diseases and both are disorders in prostatic growth, whose
prevalence increase with age. The androgen deprivation is one of the most common
therapies for PCa, and, although there is a period of clinical remission, many patients
occasionally progress to a condition refractory to hormone therapy, known as
androgen-independent CaP (castration-resistant). Molecular changes in the
androgen receptor (AR) have been associated with progression of PCa. This study
aimed at identifying the presence of AR isoforms derived from alternative splicing
both in benign tissue of BPH (n = 30) and in malignant tissue of PCa (n = 27). The
isoforms studied were AR3, AR4, AR5 and AR6. AR gene expression did not differ
between the studied groups (P = 0.160). AR4 showed higher expression in PCa
patients (P = 0.029) and, among these, the expression levels were higher in patients
with biochemical recurrence (P = 0.049). Given the similarity between the molecules
of cDNA from AR3, AR5 and ARG, their detection was performed using a different
strategy for mRNA amplification. The expression of AR3, AR5 and AR6 (AR3/5/6),
together, was higher in PCa group (P = 0.021), while the expression of only AR5 and
ARG6 (AR5/6) was not different between the groups (P = 0.184). Aiming at inferring a
value for the expression of AR3, it was also analyzed the ratio (AR3/5/6) / (AR5/6),
which showed higher expression levels in PCa group compared to BPH group (P
<0.001). In PCa samples, we found a positive correlation between the Gleason score
and the levels of mRNA isoforms AR5/6 (0,524; P = 0,006), and a negative
correlation between the Gleason score and the ratio (AR3/5/6) / (AR5/6) (-0.429, P =
0.029). AR4 gene expression was positively correlated with the expression of gene
isoforms AR3/5/6 and AR5/6 (0.646, P < 0.001 and 0.518, P = 0.006) in this group. In
the BPH group, we found a positive correlation between the gene expression of AR
and plasmatic levels of preoperative PSA (0.479, P = 0.013). We also found a
positive correlation between AR4 and AR3/5/6 gene expression (0.818, P = 0.0001),
AR5/6 (0.387, P = 0.035) and the reason (AR3/5/6) / (AR5/6) (0.394, P = 0.031) in

this group. Although at different levels, all investigated isoforms were expressed both
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in benign tissue (BPH) and in malignant tissue (PCa). These results support the
assumption that these constitutively active isoforms of AR are involved in the
development of prostatic diseases. Furthermore, AR4 expression may be associated

with recurrence after radical prostatectomy.
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INTRODUCAO

As doencas da prostata, como a hiperplasia prostética benigna (HPB), o
cancer de prostata (CaP) e a prostatite, sGo muito comuns na senescéncia. Entre a
quarta e a nona década da vida, aproximadamente 90% dos homens desenvolvem
HPB ou CaP (Chatterjee, 2003). As duas formas clinicamente mais importantes no
crescimento anormal da prostata sdo a HPB e o CaP (Daneshgari and Crawford,
1993).

Hiperplasia Prostética Benigna (HPB)

A HPB é considerada um fendmeno progressivo, definido como um crescimento
continuo da préstata resultante de um processo proliferativo ndo maligno (Bushman,
2009), ocorrendo ao redor da uretra, com um crescimento nodular localizado na

zona de transicao ou periuretral (Carson and Rittmaster, 2003; McNeal, 1990).

Esta alteracdo € a anormalidade proliferativa da préstata mais comum nos
homens, esta relacionada com a idade e é muito frequente no periodo de
senescéncia (Silva Neto et al., 2008). Como se pode observar na figura 1la, a
prevaléncia histolégica de HPB € de aproximadamente 10% em homens com 30
anos, 20% em homens com 40 anos, entre 50 e 60% em homens com 60 anos e de
80 a 90% para homens com 70 a 80 anos (Berry et al., 1984; Carson and Rittmaster,
2003; Roehrborn and Rosen, 2008). Dados de Curkendall e colaboradores (2000),
apresentados na Reunido da Associacdo Europeia de Urologia, obtidos da
publicacao de Kirby (2000), mostram que a HPB é tdo prevalente quanto a Diabetes
e a hipertenséo (figura 1b) (Kirby, 2000). Na populacao brasileira, até o0 momento,

nao ha dados de prevaléncia e/ou incidéncia.

Os sintomas do trato urinario inferior sdo muito comuns na HPB. Entre eles,

estéo fluxo urinario fraco, hesitacdo durante a mic¢ao, esforco para iniciar a miccao,
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nocturia e sensagdo de esvaziamento incompleto da bexiga ap6s a mic¢do (O'Leary

et al., 2008). Histologicamente, a HPB consiste no crescimento excessivo do tecido

epitelial e fiboromuscular da zona de transicdo da area periuretral da glandula

prostatica. Quando o tecido fiboromuscular é preponderante, os sintomas urinarios

séo frequentemente irritativos (sintomas de armazenamento) ao invés de obstrutivos

(sintomas de esvaziamento), e podem estar correlacionados ao grau de estimulacao

da musculatura lisa pela atividade do sistema nervoso simpatico (McNeal, 1990).
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Figura 1. Prevaléncia da Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB). 1a) Prevaléncia da HPB histolégica
em func¢éo da idade, adaptada de Berry e colaboradores (1984). 1b) Prevaléncia da HPB comparada
a hipertensao e a diabetes, adaptada de Curkendall e colaboradores in (Kirby, 2000).
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Cancer de prostata (CaP)

O CaP é a neoplasia mais comum em homens brasileiros, com estimativa
prevista de 60.180 novos casos para o ano de 2012, o que corresponde a um risco
estimado de 62 novos casos a cada 100 mil homens, ficando atras somente dos
canceres de pele do tipo ndo melanoma. De acordo com o Instituto Nacional do
Cancer (INCA), os 5 tumores mais incidentes para sexo masculino serdao, em 2012,
o0 cancer de pele ndo melanoma (63 mil novos casos), o de prostata (60 mil), de
pulmdo (17 mil), de cdélon e de reto (14 mil) e estdbmago (13 mil). Nas regides
Sudeste e Nordeste, o CaP é o mais incidente entre os homens (78 e 43 a cada 100
mil homens, respectivamente). Nas regides Centro-Oeste (75/100 mil), Sul (68/100
mil) e Norte (30/100 mil), € o cancer mais frequente, atrds somente dos tumores de

pele ndo melanoma (INCA, 2011).

Nos Estados Unidos, foram diagnosticados, no ano de 2009,
aproximadamente 192.000 casos de CaP, e a expectativa de morte por CaP para o
mesmo ano era de 27.000 homens (Wolf et al., 2010). Além disso, existe uma
variacao na incidéncia de CaP entre 0s grupos €étnicos, que aparece aumentada em

africanos, intermediaria em caucasianos e inferior em asiaticos (Hsing et al., 2000).

A incidéncia e a mortalidade do CaP variam entre os paises. De acordo com a
organizacdo Cancer Research UK, estimou-se que mais de 900 mil homens tenham
sido diagnosticados com CaP no ano de 2010 em todo o mundo, sendo que mais de
dois tercos destes homens vivem em paises desenvolvidos (Australia, Europa,
América do Norte). Esta grande diferenca na incidéncia do CaP pode ser explicada
principalmente pelo fato do screening (rastreamento) realizado com o PSA (antigeno
prostatico especifico) e o exame de biopsia terem se tornado comuns nestas

regioes.

Em seu desenvolvimento inicial, o CaP €& assintomatico; porém, com 0
crescimento, pode invadir a vesicula seminal, os ureteres e a base da bexiga, sendo
também responsavel por metastases Osseas, hepaticas, pulmonares e adrenais
(Mazhar and Waxman, 2002).
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A ablagao androgénica resulta inicialmente na morte celular ou blogueio do
ciclo celular (Balk and Knudsen, 2008). Em 70 a 80% dos homens com CaP
submetidos a terapia antiandrogénica, ocorre resposta favoravel; porém, este efeito
€ transitorio, com muitos pacientes vindo a desenvolver um crescimento
independente de androgénios (Damber and Aus, 2008; Edwards et al., 2001). De
acordo com Marcias (2010), apés um periodo de 18 a 24 meses de deprivagdo
androgénica eficaz, muitos pacientes desenvolvem um céancer independente de
horménio, e a terapia de escolha, além da quimioterapia, é o tratamento paliativo

dos sintomas (Marcias et al., 2010).
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Figura 2. Incidéncia mundial do cancer de prostata. Incidéncia e a mortalidade por regido mundial
para o cancer de prostata a cada 100.000 homens (CancerResearchUK, 2011).
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Androgénios

Testosterona, dihidrotestosterona (DHT), androstenediol e androstenediona
sdo exemplos de androgénios (Dutt and Gao, 2009), hormonios esteroides que
possuem papel fundamental no desenvolvimento, manutencdo e regulacdo do
fendtipo e fisiologia reprodutiva masculina (Quigley et al., 1995); além disto, regulam
o crescimento e a diferenciacdo da glandula prostatica; desta forma, ndo é
surpreendente que o crescimento do CaP seja estimulado pelos androgénios
(Edwards et al., 2001).

No homem, a maior parte dos androgénios € produzida nos testiculos e, em
menor parte, na glandula suprarrenal, enquanto que seu metabolismo ocorre nos
tecidos-alvo, como por exemplo, a prostata e a pele. Sua producao é regulada pelo
eixo hipotadlamo-hipéfise-gonadal (Ntais et al., 2003) e tem como molécula
precursora o colesterol. Os androgénios exercem seus efeitos biologicos pela sua
ligagdo com o AR, um membro da superfamilia de receptores nucleares que agem
como fatores de transcricdo dependentes de ligante (Balk and Knudsen, 2008; Lu et
al., 1997). No citoplasma da célula prostatica, a testosterona é convertida, pela acao
da enzima 5a-redutase, ao hormdnio ativo DHT, que é o ligante natural do AR mais
potente, possuindo uma constante de dissociacdo (Kq) de 10™!, enquanto que a
testosterona possui uma Kq= 10°, e apresenta, assim, uma poténcia 100 vezes
menor do que a DHT (Penning et al., 2008). Tanto a testosterona quanto a DHT
ligam-se ao AR e promovem sua ativacao (Cheng et al., 2010; Penning et al., 2008).
O AR, em seu estado inativo, esta normalmente associado a um complexo proteico
composto por proteinas de choque térmico (HSP) e chaperonas. A ligacao da DHT
induz a dissociacdo das HSP, fosforilacdo, mudancas conformacionais e
dimerizacdo do AR (Ntais et al., 2003), que, entdo, é translocado para o nucleo da
célula. O AR dimerizado liga-se a uma sequéncia especifica do DNA, conhecida
como elemento responsivo aos androgénios (ARE), onde ird regular (ativando ou
inibindo) a transcricdo génica. Este é o mecanismo de acdo classico dos
androgénios, onde hé interacdo com genes alvos, tendo respostas consideradas

lentas (Figura 3). E importante notar que células de cancer de préstata s&o
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notavelmente dependentes do sinal do AR para sua proliferacdo e sobrevivéncia

(Zegarra-Moro et al., 2002).

Citoplasma TRANSCONFORMAGAO

Fosforilagdo
Dimerizagao
Translocagado

@ onr

\

Desligamento
das HSP

Ntcleo

ATIVACAO TRANSCRICIONAL
Expressdo de genes-alvo
de androgénios

5a - REDUTASE

QU

e TESTOSTERONA

Figura 3. Mecanismo de acdo dos androgénios. Demonstracdo esquemética da acdo classica dos
androgénios (neste exemplo, utiliza-se a testosterona) na célula-alvo. Adaptada de (Gobinet et al.,

2002)
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Receptor de androgénios

O receptor de androgénios (AR) € uma proteina de 110 kDa que atua como
fator transcricional dependente de ligante e pertence a superfamilia de receptores
nucleares (NR), possuindo papel fundamental na regulacdo de diversos processos
fisiolégicos, incluindo embriogénese, desenvolvimento e hemostasia (Gobinet et al.,
2002).

Os NR séo proteinas intercelulares que sao ativadas por pequenas
moléculas, como os hormonios esteroides, 4cidos graxos e retinoides. Dependendo
do tipo do ligante, os NR podem ser classificados em receptores de horménios
esteroides, receptores tireoideanos ou retinoides, ou, ainda, receptores Orfaos
(Nacusi and Tindall, 2009).

O gene do AR (GenelD: 367) esta localizado no cromossomo X na posicao
gl1l-gl2, tem tamanho aproximado de 90 kb, e possui 8 exons (NM_000044.2,
NP_000035.2). A ativacdo do AR leva a eventos angiogénicos, proliferativos e
apoptoéticos. De acordo com um estudo anterior, um dos principais efeitos dos
androgénios nas ceélulas que expressam o AR é um aumento da atividade de
cinases dependentes de ciclina e estimulacdo para que as células entrem na fase S
(fase de sintese) do ciclo celular, induzindo, assim, a proliferacédo celular (Ntais et al.,
2003). Neste estudo, o receptor de androgénios sera referido como AR1/2
(considerando as isoformas 1 e 2 deste gene, que sao expressas no tecido normal, e

apresentam os 8 exons caracteristicos do gene).

Assim como outros participantes da superfamilia dos receptores nucleares, a
estrutura do AR € organizada em dominios funcionais. O dominio N-terminal (NTD),
codificado pelo exon 1, constitui aproximadamente 60% da proteina do AR de 110
kDa (Hu et al., 2009), contém a regido de ativacao transcricional AF-1, essencial
para a atividade da transativacdo do AR, e a regidao AF-5, que possui uma forte
atividade constitutiva, esta4 envolvida na ativagdo transcricional e pode participar do
recrutamento de cofatores (Gobinet et al., 2002). Na regido C-terminal, esta contido
o dominio de ligacdo ao ligante (LBD) que interage, funcionalmente, com fatores
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intermediarios e cofatores nucleares. O dominio de ligacdo ao DNA (DBD) medeia a
interagdo do AR com o0 elemento responsivo aos androgénios (ARE) no DNA
(Berrevoets et al.,, 1998) através de seus dois dedos de zinco altamente
conservados. Ha também uma pequena sequéncia de aminoacidos, chamada regiao
hinge, ou de dobradura, que confere flexibilidade para o rearranjo apropriado,

dimerizacao e interacdo especifica ao DNA (Nacusi and Tindall, 2009).

Considerando que a acdo dos androgénios é mediada pelo AR, Huggins e
Hodges demonstraram pela primeira vez a associacado entre os horménios e o CaP.
Esses autores observaram que, apds a remoc¢ao dos androgénios (via castragdo ou
administracdo de estrogénios) em pacientes com CaP, ocorria uma regressao do
CaP (Huggins and Hodges, 1941; Huggins and Hodges, 2002). Desta forma, em
estagios avancados de cancer, a abordagem terapéutica mais comum € a terapia de
deprivacdo androgénica tanto por castracao cirargica quanto por castracdo quimica
(Casodex® — inibidor do AR por alterar sua estrutura — em combinagcdo com
leuprolida — inibidor da sintese de androgénios por ser um antagonista do GnRH
(Hormbnio Estimulador das Gonadotrofinas)). Porém, em muitos casos, o cancer
evolui para um estagio nao responsivo a terapia de deprivacdo hormonal, conhecido
como cancer independente de androgénios. Nesta fase, a ativagdo do AR pode
ocorrer independentemente da sua ligacdo ao horménio (Grossmann et al., 2001;
Nacusi and Tindall, 2009).

Apesar do sucesso da terapia de ablacdo androgénica para o CaP, a
recorréncia do tumor independente de androgénio € inevitavel (Nacusi and Tindall,
2009). A prostata pode utilizar diferentes mecanismos para compensar a deficiéncia

de androgénios causada pela terapia de ablacdo hormonal.

No CaP recorrente, esta compensagcdo pode ser provocada por mutacdes
com ganho de fungdo do AR, devido a um aumento da afinidade a
dihidrotestosterona ou a outros ligantes esteroides (Nacusi and Tindall, 2009),
aumento da expressado do AR (Buchanan et al., 2001) ou de seus correguladores
(Feldman and Feldman, 2001), sintese intracrina de androgénios pelas células do

CaP (Locke et al., 2008; Titus et al., 2005) ou transativacdo do AR independente de
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ligante por diferentes vias de sinalizagdo (Grossmann et al., 2001). Segundo Sun e
cols. (2010), o crescimento resistente & ablacdo androgénica pode ser atribuido a
diferentes mecanismos que incluem a ativacdo do AR por fatores de crescimento,
perda dos reguladores do ciclo celular e mutacbes genémicas no AR, permitindo a
resposta a ligantes ndo especificos, como progesterona ou glicocorticoides (Sun et
al., 2010). Embora a castracdo reduza os niveis plasmaticos de testosterona, 0s
niveis intracelulares de testosterona mantém-se suficientes para ativar o AR (Mohler
et al., 2004). A figura 4 ilustra esquematicamente diversos mecanismos associados
com a ativacdo do AR, que podem basear-se em: 1) mudancas nos niveis do(s)
ligante(s) no tecido tumoral; 2) niveis aumentados da expressao proteica devido a
alteracdo da expressao génica ou expressdo do mRNA; 3) mutacdes no receptor
que afetam sua estrutura e funcdo; 4) mudancas nas moléculas correguladoras

bY

(coativadoras ou correpressoras); 5) fatores que levam a ativacdo do receptor
independentemente dos niveis do ligante ou do receptor possibilitando a ativagédo

por moléculas cinase (Scher and Sawyers, 2005).
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Figura 4. Mecanismos associados com a manutencdo da sinalizacdo do AR. Demonstragédo
esquematica de diversos mecanismos que podem levar a ativagdo do AR, de maneira dependente ou
ndo de ligante (Scher and Sawyers 2005).
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Processo de Splicing Alternativo

O processo de splicing consiste na retirada de por¢cdes do transcrito primario
de RNA (pré-mRNA) que nado codificam aminoacidos, denominadas introns. Apés,
ha a juncdo dos exons, que sdo segmentos de RNA codificantes (Lander et al.,
2001). Na maioria dos casos, cada gene € composto por varios exons, € 0 processo
de splicing pode ocorrer em diferentes posi¢cdes no pré-mRNA. Nesse caso 0 que é
considerado exon em um determinado evento de processamento pode ser
considerado como intron em outro, e vice-versa. Quando isto ocorre, diferentes
moléculas de um mesmo pré-mRNA podem dar origem a diferentes isoformas de
RNA, dependendo de como ocorreu o splicing. Esse processo, denominado splicing

alternativo, permite maior variabilidade de mRNAs a partir de um Unico gene.

O processo de splicing alternativo explica, em grande parte, a disparidade
numérica observada entre o0 niumero de genes codificantes (~ 21.000) e o nimero de
proteinas (mais de 100.000) existentes em humanos, pois estima-se que mais de
60% dos genes humanos sofram splicing alternativo (Matlin et al., 2005). Assim,
esse processo € reconhecido cada vez mais como um importante mecanismo na
expansado de transcritos e complexidade proteica em eucariotos (Castrignano et al.,
2006).

Diversas mutac¢des no gene do AR tém sido descritas, muitas destas foram
encontradas em tecidos derivados de CaP, sendo que ha uma maior frequéncia
naqueles pacientes que apresentam um estagio mais avancado da doenca. Estas
mutacdes estdo reunidas num banco de dados chamado “The Androgen Receptor
Mutations Database” (Gottlieb et al., 2012). De acordo com este banco de dados, ja
foram descritas 159 mutacdes no AR em amostras de CaP, sendo que a maioria
destas (45%) ocorre no dominio de ligacdo ao ligante (LBD). O fator limitante € que,
com algumas excecgdes, ainda ndo foram realizados experimentos para associar a

presenca destas mutacdes com o desenvolvimento do CaP (Gottlieb et al., 2012).
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Isoformas do receptor de androgénios

Guo e colaboradores (2009) identificaram novas variantes do AR, nomeadas
AR3, AR4, AR5 e ARG, decorrentes de splicing alternativo, que codificam uma
proteina de tamanho similar, em torno de 80 kDa (Guo et al., 2009). Estas isoformas
do AR contém os dominios NTD e DBD intactos, porém perdem a regido hinge e o
dominio LBD, como ilustrado na Figura 5. Ainda, de acordo com Guo e cols. (2009),
a expressao anormal destas variantes (AR-V) pode ser um mecanismo fundamental

para a independéncia de androgénios na progressao tumoral (Guo et al., 2009).

A andlise de uma série de amostras de tecido prostatico humano tem
demonstrado que a expressdo das AR-V é diminuida na préstata normal e
aumentada em amostras de CaP androgénio-independente. Especula-se que o0
surgimento destas variantes se deva a selecdo de clones mais malignos ou
resistentes a castracdo, ou, ainda, a uma regulacdo da sua expressao dependente
de androgénios (Hu et al., 2009; Watson et al., 2010). Além disso, as AR-V parecem
ser uma das causas primarias da resisténcia a castracdo e a terapia antiandrogénica
convencional direcionada ao LBD, uma vez que estas AR-V perdem esta regiéo,
conferindo resisténcia a terapia com o antiandrogénio MDV3100 (Enzalutamida), que
age através desta regido (Li et al., 2013; Watson et al., 2010). A linhagem celular
22Rv1, que expressa as isoformas AR3 e AR4, apresenta um notéavel crescimento
sob condi¢des de castracdo, que nao € afetado pelos antiandrogénios Enzalutamida
e Bicalutamida, embora estes farmacos inibam a atividade do AR selvagem. De
maneira interessante, quando realizado o knockdown das AR-V, houve uma reducao
do crescimento independente de androgénios e restauragcdo do crescimento
responsivo aos androgénios, o que restabeleceu a habilidade dos antiandrogénios

de inibir o crescimento celular (Li et al., 2013).

Resultados de trabalhos prévios sugerem que a isoforma AR3 participa do
desenvolvimento da resisténcia a ablacédo androgénica, e que esta isoforma parece
ser mais ativa quando comparada as outras isoformas, AR4 e AR5 (Guo et al.,

2009). Nesse mesmo trabalho, demonstrou-se que a atividade do AR3 néo é

controlada pela DHT ou antiandrogénios (Casodex®), sugerindo que esta isoforma
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pode ser um fator transcricional independente de androgénios, e que o AR3 pode
desempenhar um papel indispensavel na promoc¢do da proliferagdo das células
cancerigenas, possivelmente pela regulacdo de diferentes tipos de genes alvos.
Esses estudos indicam que alteragcdes no AR séo importantes para a progressao do
CaP resistente a castracdo e podem conduzir a resisténcia as terapias que tém
como alvo LBD, incluindo os inibidores de segunda geragdo, como acetato de

abiraterona, enzalutamida e bicalutamida.
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Figura 5. Isoformas do AR. Representacdo esquematica da estrutura molecular e proteica das
isoformas do AR humano. No desenho dos transcritos, nos quadrados hachurados, os exons
alternativos, e, em linhas continuas, as sequéncias transcritas. Na representacdo das estruturas
proteicas, em U as sequéncias Unicas de cada isoforma. NTD: (N-terminal domain) dominio N-
terminal. DBD: (DNA-binding domain) dominio de ligagdo ao DNA. LBD: (ligand-binding domain)
dominio de ligagdo ao ligante. (Guo and Qiu, 2011).
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De maneira muito interessante, de acordo com a literatura, as AR-V nédo séo
expressas no epitélio prostatico normal, e raramente estdo expressas em niveis
substanciais no CaP primario (Sun et al., 2010). Embora a ablacdo androgénica
reduza o0s niveis plasmaticos de androgénios, seus niveis intraprostaticos
permanecem elevados (Mohler et al., 2004), podendo, ainda, haver a sintese
intrdcina de testosterona (Locke et al., 2008). Estes achados sugerem que existem
mecanismos alternativos que mantém a atividade do AR em situacdes de ablacéo
androgénica (Sun et al.,, 2010), o que, de acordo com Watson e colaboradores
(2010), pode ser devido a presenca das AR-V (Watson et al., 2010).

Embora as AR-V permane¢am ativas mesmo na auséncia de hormdnios, sua
origem e relevancia biolégica permanecem incertas (Nacusi and Tindall, 2009). O
mecanismo de splicing alternativo é o mais aceito entre diversos autores (Guo et al.,
2009; Hu et al., 2009; Marcias et al., 2010; Nacusi and Tindall, 2009). Dados de
Watson e cols (2010) sugerem que as variantes do AR sejam geradas por erros de
splicing que ocorrem em tecidos normais e tumorais. Assim, os niveis das isoformas
seriam dependentes dos niveis de AR total, e mutacdes de ponto afetariam o sitio de
reconhecimento, podendo favorecer a producédo de certas variantes (Watson et al.,
2010). Independente de qual seja o mecanismo, a relacdo funcional entre as
isoformas e o AR total levanta questdes sobre o repertério de genes-alvo do AR
(Watson et al., 2010). Uma possibilidade é que as AR-V simplesmente mimetizem a
acado dos horménios androgénios, e ativem um conjunto idéntico de genes-alvo do
AR (Watson et al.,, 2010). No entanto, analises do transcriptoma apés knockdown
seletivo do AR total ou de AR-V revelaram subconjuntos distintos de genes
regulados pelas variantes, pelo AR total ou ambos. Mesmo entre genes-alvo
classicos do AR, dados mostraram diferentes niveis de expressdo dependentes do
gene em particular e da isoforma presente, fornecendo evidéncias que a biologia das
variantes nao € inteiramente sinbnima aquela estimulada pelo AR total (Watson et
al., 2010). Embora os niveis de expressdo das AR-V sejam inferiores aos do AR
total, algumas variantes sdo constitutivamente ativas e sua supressdo resulta na

diminuicdo da proliferacdo em linhagens celulares de CaP (Guo et al., 2009).
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Ao estudar a expressao de genes-alvo das variantes, foi visto que a presenca
ou a auséncia do AR néo altera o perfil de expressao dos genes-alvo das AR-V,
mostrando que a atividade das variantes independe do AR total. Aléem disto, apds a
supressdo do AR, ocorre um aumento da expressdo das AR-V (Hu et al., 2012),
embora outros autores sugiram que a atividade das AR-V requeira a presenga do AR
(Watson et al., 2010). Para demonstrar esta independéncia das AR-V do AR, Hu e
cols (2012) utilizaram clones de LNCaP e CWR22Rv1l com e sem a expressao da
proteina do AR, que foram transfectados com AR-V (AR3 e AR-V567es) em
condi¢cdes de deprivagdo androgénica. Nesses experimentos, foi observado que
quando é realizada uma superexpressdo do AR, ndo ocorre aumento da expressao
dos genes de ciclo celular, demonstrando que o AR ndo tem influéncia sobre a
inducdo da expressao destes genes realizada pelas AR-V. Estes achados podem vir
a explicar o motivo pelo qual a inibicdo do AR resulta em supresséo do crescimento
tumoral em alguns tipos de CaP resistentes a castragdo, enquanto que em outros
nao, sugerindo que o suporte ao crescimento independente a castracdo € fornecido
pelas AR-V ao invés do AR (Hu et al., 2012).

Diversos autores (Hu et al., 2009; Marcias et al., 2010; Nacusi and Tindall,
2009; Sun et al., 2010) tém realizado andlises de expressdo génica em linhagens
celulares de céncer de préstata também por qPCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase guantitativa), porém pouco se encontra na literatura sobre a analise em
tecido prostatico coletado de pacientes submetidos a remocao cirargica. Watson e
cols. (2010), ao analisarem a expresséo do AR e das AR-V em cultura celular das
linhagens VCaP e LUCaP35, verificaram que a expressao das isoformas ocorre
concomitantemente a expressdao do AR, porém, as isoformas sdo expressas em
niveis inferiores ao AR total (0,1-2,5%) (Watson et al., 2010). Hu e cols. (2009), ao
analisarem a expressdo de AR3 e AR4 em tecido prostatico pelas técnicas de PCR
semiquantitativo, PCR quantitativo (QPCR), sequenciamento e cultura celular com
transfeccdo, também observaram uma expressdo das isoformas do AR em niveis
menores em relacdo ao AR (Hu et al., 2009). Nas amostras de CaP resistentes a
ablacdo androgénica, os niveis de expressdao das AR-V sao significativamente

maiores do que amostras de CaP primario, sendo associado a um pior desfecho
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clinico (Guo et al.,, 2009; Hu et al., 2009). De maneira interessante, a expressao
aumentada das AR-V tem sido associada a uma maior recorréncia da doenca apdés a
prostatectomia radical quando comparada com pacientes com baixa expressao das
AR-V (Hu et al., 2009). Pacientes que possuem a expressao destas isoformas do AR
provavelmente ndo terdo beneficios com as terapias anti-androgénicas (Hornberg et
al., 2011). Ainda, de acordo com Hornberg (2011), metastases O0sseas de CaP
resistentes a castracdo expressam proteinas do AR sem a regido LBD em niveis
comparaveis a expressao da proteina do AR total, mesmo quando o nivel do mRNA

das isoformas é bastante menor do que o do AR total (Hornberg et al., 2011).
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Hipoteses

As hipoteses deste estudo sao:

e Ostecidos oriundos de CaP e HPB expressam variantes do AR.

e O CaP expressa isoformas do AR em niveis diferentes da HPB.

e A expressdo diferencial destas isoformas pode estar associada a

agressividade tumoral.
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Objetivos

Objetivos gerais

Identificar a presenca das isoformas do AR (AR3, AR4, AR5 e ARG6) no tecido
prostatico proveniente de pacientes com HPB ou CaP, e avaliar a possivel
associacdo dessas variantes do AR com a agressividade do tumor e a recidiva

bioquimica.

Objetivos especificos

e Realizar o desenho de oligonucleotideos (primers) e sondas capazes

de detectar as diferentes isoformas do receptor de androgénios.

e Comparar a expressdo das isoformas AR3, AR4, AR5 e AR6 do
receptor de androgénios (AR) no tecido prostatico de HPB e

carcinoma.

e Analisar a possivel associacdo entre a presenca de cada isoforma do
receptor de androgénios com a idade de desenvolvimento da HPB ou
do CaP, com os niveis séricos de PSA e com o estadiamento tumoral
do CaP.
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Materiais e métodos

Delineamento do estudo

Estudo transversal.

Critérios de inclusédo e exclusao

Para o grupo CaP, foram selecionados 27 pacientes provenientes do servico
de Urologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), com idade entre 40 e
85 anos, com diagndstico de cancer de prostata, que ndo haviam recebido
hormonioterapia ou quimioterapia, e que nao possuiam diagnostico de outra

neoplasia concomitante e submetidos a cirurgia de CaP no HCPA.

Para o grupo HPB, foram selecionados 30 pacientes com diagndstico de
hiperplasia prostatica benigna, com volume prostatico medido por ecografia
abdominal acima de 30 g, toque retal sem suspeita de neoplasia, que néo
estivessem em tratamento com inibidores da 5a-redutase, e que ndo possuissem
diagnéstico de neoplasia concomitante, em acompanhamento no Servico de
Urologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre e submetidos a cirurgia para HPB
no HCPA.

Coleta das amostras de tecido prostatico

Durante as cirurgias de Prostatovesiculectomia e Prostatectomia Radical para
a retirada do tumor maligno, a prostata foi fatiada pelo urologista para detectar o
nédulo tumoral. Depois de localizado, o nodulo tumoral foi retirado e dividido em
duas partes. Um fragmento foi enviado para o Servico de Patologia a fim de

confirmar ou ndo o cancer de prostata, e o outro fragmento foi armazenado em um
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criotubo plastico de 2,0 mL, imediatamente congelado em N liquido para transporte

ao laboratério, sendo armazenado em freezer -80°C.

Na cirurgia de Prostatectomia para a retirada da hiperplasia prostatica
benigna, pequenos fragmentos da prostata foram cortados, apds a retirada do
espécime cirargico, em campo limpo, e colocados em 2 criotubos de 2,0 mL. Em
seguida, os criotubos foram armazenados em N, liquido para transporte ao

laboratorio, e foram armazenados em freezer -80°C.

Na Resseccdo Transuretral para retirada da hiperplasia prostatica benigna,
pequenos fragmentos prostéaticos foram coletados e armazenados em 2 criotubos de
2,0 mL. Logo em seguida, foram armazenados em N liquido para transporte ao

laboratorio e, em seguida, armazenados em freezer -80°C.

Exame Anatomopatoldgico e Classificacdo dos Tumores

O exame anatomopatolégico dos espécimes cirlrgicos e a confirmacédo da
presenca ou auséncia de tecido tumoral nas amostras de tecido foram realizados por
microscopia Optica pela técnica de hematoxilina-eosina (HE) pelo Servico de
Patologia do HCPA.

A classificacdo histologica da agressividade tumoral seguiu o escore
desenvolvido por Gleason em 1974, que se baseia no grau da perda da arquitetura
normal do tecido tumoral (forma, tamanho e diferenciacdo das glandulas). A
classificacdo leva em conta o grau de Gleason e o escorre de Gleason. O escore de
Gleason é a soma do grau primario (representando a maior parte do tumor) e do
grau secundario (relacionado a menor parte do tumor) e € um nimero que varia de 2
a 10. Quanto mais alto o escore de Gleason, mais agressivo € o tumor e pior € 0
prognostico do paciente (O'Dowd, 2001). A classificacdo segundo este escore foi

feita pelo Servico de Patologia do HCPA.
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O estadiamento patologico, pTNM, foi avaliado de acordo com o resultado do
exame anatomopatolégico do espécime cirargico conforme a escala de classificacao
internacional de tumores (Sobin and Wittekind, 2002), onde pT, pN e pM
correspondem, respectivamente, a T (extensdo do tumor primario), N (auséncia ou
presenca e extensdo de metastase em linfonodos regionais) e M (auséncia ou

presenca de metéstase a distancia).

Populacdo e amostra

O calculo do tamanho da amostra foi baseado nos resultados de expressao
génica de Guo et al. (2009), considerando-se um poder de 90%, nivel de
significancia de 0,05 e diferenca entre médias de 0,5, considerando a expresséo
génica da variante AR3 (Guo et al., 2009). O tamanho amostral calculado foi de 30
pacientes para o grupo CaP e 30 pacientes para o grupo HPB. A populagdo em
estudo foi constituida de pacientes masculinos com diagnostico de HPB ou CaP. Foi
obtido tecido prostatico de pacientes submetidos a resseccéo transuretral (RTU) de
préstata ou prostatectomia aberta por diagnéstico de HPB e prostatectomia radical
ou prostatovesiculectomia por diagndstico de CaP, procedimentos estes realizados
no HCPA.

Todos os pacientes foram consultados sobre a utilizacdo do material para o
estudo, e assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Anexo
1).

Os dados referentes as variaveis idade, PSA pré-operatério, escore de

Gleason, peso da pega cirurgica e recidiva bioquimica foram obtidas dos registros do
HCPA.
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Aspectos éticos

O presente trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre e aprovado em seus aspectos éticos e

cientificos, sob o nimero 12-0320.

O tecido prostéatico utilizado neste trabalho foi proveniente de material de
descarte de pacientes submetidos a RTU de proéstata, prostatectomia aberta,
prostatectomia radical ou prostatovesiculectomia. Aos pacientes, foi garantido sigilo
quanto as informacfes obtidas e seu uso foi absolutamente restrito para fins de

pesquisa cientifica.

Né&o foi oferecido aconselhamento genético, pois, até 0 momento, ndo existem
evidéncias que levem a mudanca do manejo dos pacientes quanto a presenca de
isoformas do gene estudado, e nem para que se faca uma abordagem diagndstica

diferente para pessoas saudaveis que apresentem tal isoforma.

Andlises de bioinformatica

Foi realizada uma comparacdo por meio de alinhamento de sequéncias de
todas as isoformas descritas no banco de dados online UniGene a fim de verificar
sequéncias Unicas nas isoformas em estudo que facilitem sua posterior identificacao.
A tabela baixo descreve outras ferramentas que foram utilizadas neste estudo, que

serdo citadas quando conveniente.
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Tabela 1. Ferramentas de bioinformatica. Lista com as diversas ferramentas de bioinformatica que
foram utilizadas neste estudo.

Nome Descrigéao Referéncia
UniGene Identifica computacionalmente transcritos http://www.ncbi.nlm.nih.g
do mesmo locus; analisa a expressdo por ov/unigene/
tecido, idade e estado de saude; relata as
proteinas  relacionadas  (protEST) e
recursos de clonagem.
Ensembl Possui banco de dados genbmicos para http://www.ensembl.org/i
diversas espécies. ndex.html
Clustal W Permite o alinhamento de sequéncias http://www.ebi.ac.uk/Too
multiplas de DNA ou proteinas. Is/msa/clustalw2/
RNAfold Prediz as estruturas secundarias de fitas http://rna.tbi.univie.ac.at/

simples de RNA ou sequéncias de DNA.

cdi-bin/RNAfold.cqi

Identificacdo da expressédo dos genes alvos

Extracdo de RNA total

Foi realizada extracdo de RNA total a partir de 0,2 g de tecido de cada amostra

utilizando o reagente TRIzol® segundo o protocolo do fabricante. ApGs a extracéo de

RNA, foi realizada a purificacdo do RNA utilizando o sistema PureLink™ RNA Mini

Kit (Ambion by Life Technologies). A quantificacdo foi feita a partir de 1 uL da

solucdo de RNA das amostras diluido em agua com DEPC (dietilpirocarbonato) e

lidas em duplicata em um espectrofotdbmetro para acidos nucleicos (NanoDrop 1000

Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific, EUA), nos comprimentos de onda de

260 e 280 nm. A pureza do RNA foi considerada satisfatéria quando a razao das
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absorbancias a 260 e 280 nm foi superior a 1,6, e a quantidade de RNA foi calculada
a partir da absorbancia a 260 nm ([RNA] = A260 x diluicdo x 40 pg/mL).

Sintese de cDNA

Foi realizada a sintese do cDNA a partir de 1 pug de RNA total utilizando o
conjunto de reagentes especificos Super Script Il First-Strand Synthesis System for
RT-PCR (Invitrogen, Life Technologies). Apdés a desnaturacdo do RNA com
Oligo(dT) e dNTPmix 10 mM a 65°C por 5 minutos, foi adicionada uma mistura de
Tris—HCI 200 mM (pH 8.4) mais KCI 50 mM, MgCl, 25 mM, ditiotreitol (DTT) 0.1 M,
40 U de RNaseOUT e 50 U de transcriptase reversa (SuperScript Ill) em cada
amostra, que foi incubada a 50°C por 50 minutos. A mistura foi aquecida a 85°C por
5 minutos a fim de interromper a reacdo, centrifugada e refrigerada em gelo.
Posteriormente, cerca de 2 U de E. coli RNase (RNase H) foram adicionadas a
mistura, que foi incubada a 37°C por 20 minutos a fim de eliminar o RNA
remanescente. A reacao teve um volume final de 21 L, e foi estocada a -20°C antes

de ser utilizada para a reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR).

Desenho dos oligonucleotideos (primers)

Foram realizadas analises de bioinformatica com ferramentas disponiveis on line
para o desenho dos primers e sondas que foram utilizados para amplificacdo dos
transcritos do AR e das isoformas AR3, AR4, AR5 e AR6 por gPCR. Para
amplificacdo do gene do receptor de androgénios total (AR), foi utilizado o ensaio
Hs00171172_m1 (Life Technologies), e o gene de referéncia utilizado foi a beta-
2microglobulina (B2m), ensaio Hs00984230 _m1l (Life Technologies). Este ensaio
para o AR ndo amplifica nenhuma das isoformas em estudo, sendo especifico para
os transcritos 1 (GI:349501065) e 2 (Gl:349501066) deste gene, que s&o
correspondentes ao AR completo, contendo 8 exons. Para o desenho dos
oligonucleotideos e sonda especificos para as isoformas, foram utilizadas as
sequéncias de mMRNA descritas por Guo, disponiveis no UniGene sob as
identificacbes FJ235916.1(AR3), FJ235917.1 (AR4), FJ235919.1 (AR5) e
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FJ235920.1 (AR6) (Guo et al., 2009). Estas sequéncias foram alinhadas com a
ferramenta ClustalWW a fim de identificar as regibes mais especificas de cada
isoforma para posterior desenho dos primers e sondas (anexo 2). Estudos prévios
tém apresentado dados ditos especificos para as isoformas; entretanto, os conjuntos
de oligonucleotideos usados, que no caso do AR3 anelam no exon 3b, ndo
possibilitam a amplificacdo de um fragmento especifico, uma vez que este exon
também é compartilhado pelas isoformas AR5 e AR6 (Guo et al., 2009), - locais de
anelamento demonstrados no alinhamento das sequéncias. Como se pode observar
no alinhamento em anexo (anexo 2), existe uma grande similaridade entre as
sequéncias de cDNA das isoformas AR3, AR5 e ARG, 0 que impossibilita o desenho
de ensaios especificos para cada isoforma, ou seja, que as detectem de maneira
isolada. Dessa forma, optou-se por uma abordagem que consiste na amplificacédo
das isoformas em conjunto. Assim, foram desenhados ensaios para amplificacéo
dos transcritos AR3, AR5 e AR6 em conjunto e dos transcritos AR5 e ARG, que
foram chamados de AR3/5/6 e AR5/6, respectivamente. A fim de inferir um valor
para a expressdao do AR3, optou-se pela razdo entre as expressdes (AR3/5/6) /
(AR5/6), que se admitiu corresponder aos niveis de expressdo do AR3. Para a
isoforma 4, foi possivel desenhar um ensaio especifico. As sequéncias, tamanho de
fragmento e marcacao estédo listados na tabela 2. Os primers e sondas de cada um
dos ensaios foram sintetizados pela LifeTechnologies e estdo identificados no
alinhamento das sequéncias (anexo 2), e as analises de suas estruturas secundarias

e parametros energeéticos sdo mostrados no anexo 3.
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Tabela 2: Primers e sondas para mMRNA do AR4, AR3/5/6 E AR5/6. Oligonucleotideos sense e
antisense e sonda. Para a amplificagdo dos transcritos do AR e da B2m, foram utilizados ensaios
inventoriados da empresa LifeTechnologies.

AR4

SENSE

ANTISENSE

SONDA

Tamanho do Fragmento

5 - AGGGTGTTTGGAGTCTCAGA - 3

5 - CCAGGAATGAATCATCTACAAA - 3

5 - TTCCTTAAAGACTACCTTCAGACTC - 3’ (VIC)

106 pb

AR5/6

SENSE
ANTISENSE
SONDA

Tamanho do Fragmento

5 - GACACTAACCCCAAGCCATAC - 3
5 - ACTGTCTGATGTTGCTCTGTG - 3
5 -TTGTTTTCTGTCAGTCCCATTGGTGC - 3’ (VIC)

182 pb

AR3/5/6

SENSE
ANTISENSE
SONDA

Tamanho do Fragmento

5 - CTCTTGATTGCTGACTCCCTC - 3’
5 - ACAACTACATGAGTGGTAACCA - 3’
5 - AGGTAGGAAAACACTATTGGTCCCGC - 3'(VIC)

108 pb

AR1/2 *

* vide ensaio Hs_00171172 (LifeTechnologies)
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Amplificacdo por PCR em tempo real

A andlise molecular foi realizada através da PCR em Tempo Real, com
sistema de deteccdo de sondas Tagman® (Applied Biosystems). Os ensaios de
expressédo génica TagMan® (Gene Expression Assays) consistem em um par de
primers ndo marcados e uma sonda TagMan® com marcagdo FAM™ ou VIC® na
extremidade 5’ e MGB (minor groove binder) e NFQ (nonfluorescent quencher) na
extremidade 3’. Este ensaio é baseado na atividade 5’ nuclease da enzima Taq DNA
polymerase. O equipamento utilizado foi o PCR real time StepOne Plus (Applied

Biosystems).

As condi¢des de reacao foram: desnaturacéo inicial a 94°C por 2 minutos, e
50 ciclos continuando a desnaturagcdo em 94°C por 50 segundos, anelamento a
60°C por 45 segundos e extensdo a 72°C por 2 minutos. Uma curva-padrdo com 5
pontos em replicata com concentracdo conhecida de cDNA foi utilizada para
quantificar as amostras (quantificacdo relativa). Os valores quantitativos foram
obtidos a partir do ciclo limiar (threshold cycle (Ct)), onde o aumento do sinal
fluorescente foi associado com um aumento exponencial do produto da gPCR que

pdde ser detectado.

Analise estatistica

A andlise da expressao dos transcritos AR1/2, AR4 e a razdo (AR3/5/6) /
(AR5/6) foi realizada pelo teste U de Mann-Whitney, considerando sua distribuigéo

nao paramétrica.

Devido a impossibilidade de avaliar a expresséo do transcrito AR3 de maneira
separada do AR5 e do ARG6, optou-se por utilizar o método de Equacbes de
Estimativas Generalizadas (GEE), considerando a distribuicdo ndo parameétrica e

a dependéncia das quantificagfes dos transcritos AR3, AR5 e AR6. No teste de

43



GEE, foi utilizada a distribuicdo gama com funcédo de ligacdo logaritmica, e a
matriz de correlacdo empregada foi a ndo estruturada. Em seguida, foi utilizado o

teste de Bonferroni para comparacdes multiplas.

Para verificar a associacdo entre os resultados de expressdo génica das
isoformas e as demais variaveis estudadas, foi utilizada a correlagdo de Spearman.
A diferenca foi considerada significativa quando P < 0,05. A andlise estatistica foi

realizada com a utilizacao do programa SPSS 18.0.

Local de realizagéo do projeto

Os experimentos foram realizados nos Laboratorios de Biologia Molecular
Endocrina e Tumoral, do Departamento de Fisiologia, UFRGS e no Laboratoério de
Ginecologia e Obstetricia Molecular, no Centro de Pesquisa no HCPA, que dispdem

da infraestrutura para a execucao dos procedimentos utilizados neste projeto.

Fontes de financiamento

Este projeto foi submetido a agéncias de fomento para obtencdo de recursos
financeiros - FIPE-HCPA, CNPq, CAPES e FAPERGS.
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Resultados

Caracterizacdo das amostras estudadas

As principais caracteristicas das amostras estudadas sédo apresentadas na
tabela 3. A média de idade (apresentada como média (minimo - maximo)) entre os
grupos foi semelhante, 64,28 (45 - 76) anos para o grupo CaP e 64,20 (49 - 81) para
o grupo HPB (P= 0,966). A mediana (percentil 25 - 75) da dosagem sérica de PSA
pré-operatorio foi de 8,0 (5,6 - 11,9) ng/dL no grupo CaP e de 4,42 (2,5 - 8,9) ng/dL
no grupo HPB, sendo maior no grupo CaP quando comparada ao grupo HPB
(*P=0,003). As caracteristicas peso da prostata, escore de Gleason e estadiamento
tumoral foram avaliadas somente no grupo CaP, onde o peso da préstata, que foi
aferido pelo patologista, apresentou média de 44,52 g, variando de 26 a 132 g. Das
25 amostras de CaP, 8 (32,0 %) apresentaram escore de Gleason < 6, e 17 (68,0 %)
apresentaram escore de Gleason > 6. Quanto ao estadiamento (pTNM), 16 (64,0 %)
foram classificadas como T2, e 9 (36,0 %) foram classificadas como T3, sendo que
nenhuma das 27 amostras de CaP foi classificada como estadiamento T4. Sete
pacientes (28,0 %) apresentaram recidiva bioquimica, e, até o momento, 18 (72,0 %)
pacientes ndo apresentaram recidiva bioquimica (acompanhados pelo menos 6

meses apos a cirurgia).
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Tabela 3. Caracterizacéo das amostras estudadas. * dados n&o avaliados para as amostras de HPB.
® dados apresentados em nimero de amostra (%). $ Teste t. “ Teste de Mann-Whitney.

Cap (n= 25) HPB (n= 30) Valor-P

Idade (média (minimo - 64,3 (45 - 76) 64,2 (49 - 81) 0,966 °
maximo))
PSA pré-operatério (ng/dL) - 8,0 (5,6 - 11,9) 4,4 (2,5 - 8,9) 0,003 &
mediana (percentil 25 - 75)
Peso da peca cirtrgica (g) ® 39,0 (26,0 - 132,0) - n/a
Escore de Gleason® " - n/a

< Gleason 6 8 (32,0 %)

> Gleason 6 17 (68,0 %)
Estadiamento (pTNM)# - n/a

T2 16 (64,0%)

T3 9 (36,0%)
Recidiva bioquimica & - n/a

Sim 7 (28,0%)

N&o 18 (72,0%)
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Andlises dos niveis de mRNA do receptor de androgénios e suas isoformas

Para a analise de expressado génica do AR e de suas isoformas (AR3, AR4,
AR 5 e ARG6), o cDNA de 30 amostras de HPB e 25 amostras de CaP foi examinado.
A expresséao tecidual dos mRNAs do AR e de suas isoformas foi quantificada por
gPCR.

A expressao génica [mediana [(percentil 25% - 75%) unidades arbitrarias] do
transcrito AR1/2 foi de 0,88 (0,65 - 1,39) no grupo HPB e 0,72 (0,39 - 1,55) no grupo
CaP, néo apresentando diferenca entre os grupos (P=0,331) (figura 6).
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Figura 6. Expresséo génica do AR1/2 em tecido prostatico de pacientes com HPB e CaP. Cada ponto
representa um paciente. As barras indicam a mediana da expressédo génica (HPB = 0,87; CaP =
0,72). P=0,331.
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A expressao génica do AR4 (figura 7) foi de 1,17 (0,68 - 2,34) no grupo HPB e
1,59 (1,23 - 4,19) no grupo CaP, sendo maior no grupo CaP em relacdo ao grupo
HPB (*P=0,041).
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Figura 7. Expressdo génica do AR4 em tecido prostatico de pacientes com HPB e CaP. Cada ponto
representa um paciente. As barras indicam a mediana da expressédo génica (HPB = 1,17; CaP =
1,59). * P=0,041.
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Quando foi considerada a variavel recidiva bioquimica entre os pacientes com

CaP, a expressao do AR4 foi maior nos pacientes que apresentaram recidiva (n = 6)

(4,00 [2,45 - 7,13]), do que naqueles pacientes que ndo apresentaram recidiva (n =

21) (1,56 [1,06 - 3,41]) (*P=0,049) (figura 8).
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Figura 8. Gréfico representado a expressdo génica do AR4 nos pacientes com CaP que
apresentaram recidiva bioquimica (n = 7) ou ndo (n = 18). Dados apresentados como mediana e

intervalo interquartil *P=0,047.
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Para a avaliacdo dos transcritos AR3/5/6 (correspondente ao AR3, AR5 e
ARG6) e AR5/6 (AR5 e ARG6), a andlise de Equacgbes de Estimativas Generalizadas
(GEE) foi o teste empregado por considerar tanto a distribuicdo gama entre os dados
guanto a dependéncia entre as variaveis analisadas. Nas comparacfes multiplas
(post hoc), foi utilizado o teste de Bonferroni. Embora os dados mostrem grande
variabilidade, eles apresentam comportamento exponencial, 0 que permite

representa-los como média + erro padrao, valores estes utilizados pelo teste GEE.

Ao analisar a expressao génica do AR3/5/6 (figura 9), foi encontrada uma
maior expressao no grupo CaP (3,06 + 0,60) em relacéo ao grupo HPB (1,73 £ 0,27)
(*P = 0,044). J& a expressao do AR5/6 (figura 10) ndo foi diferente entre os grupos
CaP (4,88 + 1,84) e HPB (8,55 = 2,26) (P = 0,209). Os dados sédo apresentados

como média * erro padréo.
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Figura 9. Expresséo génica do transcrito AR3/5/6 em tecido prostatico de pacientes com HPB e CaP.
Cada ponto representa um paciente. As barras indicam a média da expressado génica (HPB=1,73;
CaP=3,06). *P = 0,044.
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Figura 10. Expressao génica do transcrito AR5/6 em tecido prostatico de pacientes com HPB e CaP.
Cada ponto representa um paciente. As barras indicam a média da expressdo génica (HPB=8,55;
CaP=4,88). *P = 0,209.
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Considerando-se que h4 uma maior expressao do AR3/5/6 no CaP, optamos
por analisar a razdo entre as expressoes (AR3/5/6) / (AR5/6) nos grupos (teste de
Mann-Whitney). Este valor foi de 0,21 (0,09 - 0,58) no grupo HPB e 1,37 (0,43 -
3,59) no grupo CaP, sendo maior no grupo CaP em relagdo ao grupo HPB (*P<
0,001) (figura 11).

25,00
A
-—
% 20,00
(14
<
© 1500
o
o
<
S 10,007
o A
o
5,00
s 2
00 _ﬁ' a

HPB CaP

Grupo

Figura 11. Razédo entre a expressao génica do AR3/5/6 e do AR 5/6 em tecido prostatico de
pacientes com HPB e CaP. Cada ponto representa um paciente. As barras indicam a mediana da
expresséo génica (HPB = 0,21; CaP = 1,37). *P<0,001.
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Na figura 12, estdo representadas as expressdes génicas de todas as
isoformas avaliadas nos grupos HPB e CaP. Como pode ser observado, a
expressdo tecidual das AR-V apresentou grande espectro de variacdo se

comparadas a expressao génica do AR.
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Figura 12. Expressédo génica do AR e de suas isoformas em HPB e CaP. a) Expresséo
génica do transcrito AR1/2 néo foi diferente entre os grupos CaP (0,72) e HPB (0,87) (P =
0,331) b) Expressao génica do AR4 é maior no grupo CaP do que no grupo HPB (P = 0,041).
c) Expresséo génica do AR3/5/6 ¢ maior no grupo CaP do que no grupo HPB (P = 0,044). d)
Expressdo génica do AR5/6 ndo foi diferente entre os grupos CaP (4,88) e HPB (8,55) (P =
0,209).
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Correlagfes entre as variaveis estudadas

Para avaliar se existe uma possivel associacdo entre as variaveis estudadas,
foi realizada a analise de correlacdo de Spearman nos grupos HPB ou CaP (tabelas
4 e 5, respectivamente). Nas amostras de CaP, foi encontrada uma correlacdo
positiva entre 0 escore de Gleason e os niveis de mRNA das isoformas AR5/6
(0,493; P = 0,012) e uma correlacdo negativa entre o escore de Gleason e a razao
(AR3/5/6) / (AR5/6) (-0,775; P < 0,001). A expressao génica do AR4 correlacionou-
se positivamente com a expressao génica das isoformas AR3/5/6 e AR5/6 (0,643; P
= 0,001 e 0,457; P = 0,022).

Nas amostras de HPB, foi encontrada uma correlacdo positiva entre a
expressao génica do AR e os niveis plasmaticos de PSA pré-operatério (0,463; P =
0,012). Também foi encontrada uma correlacédo positiva entre a expressao génica do
AR4 e a expressado génica do AR3/5/6 (0,818; P < 0,001), do AR5/6 (0,387; P =
0,035) e a razdo (AR3/5/6) / (AR5/6) (0,394; P = 0,031). Nesse mesmo grupo, a
razdo (AR3/5/6) / (AR5/6) apresentou correlacdo positiva com o transcrito AR3/5/6
(0,651, P = <0,001) e correlagdo negativa com o transcrito AR5/6 (-0,464, P =
0,010).
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Tabela 4. Correlacao entre dados analisados em amostras de CaP. Apresentadas como r (P). As variaveis idade, PSA e razdo (AR3/5/6) / (AR5/6) foram
testadas, mas ndo apresentaram correlacdo com nenhuma da outras variaveis.

CaP Escore de

r (P) Gleason

AR1/2

AR4

AR3/5/6

AR5/6

Razao
(AR3/5/6) / (AR5/6)

Escore de Gleason -

AR1/2 -

AR4 -

AR3/5/6 -

AR5/6 0,493 (0,012)

Razao
(AR3/5/6) / (AR5/6)

0,643 (<0,001)

0,457 (0,022)

0,643 (<0,001)

0,493 (0,012)

0,457 (0,022)
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Tabela 5. Correlacao entre os dados analisados em amostras de HPB. Apresentados como r (P). A variavel idade também foi testada,

diferenca significativa.

mas néo apresentou

HPB Razao PSA pré-
AR1/2 AR4 AR3/5/6 AR5/6 .
r (P) (AR3/5/6) / (AR5/6) operatorio
AR1/2 - - - - - 0,463 (0,012)
AR4 - - 0,818 (0,<001) 0,387 (0,035) 0,394 (0,031) -
AR3/5/6 - 0,818 (<0,001) - - 0,651 (<0,001) -
AR5/6 - 0,387 (0,035) - - -0,464 (0,010) -
Razao
- 0,394 (0,031) - -0,464 (0,010) - -
(AR3/5/6) / (AR5/6)

PSA pré-operatério

0,463 (0,012)

0,651 (<0,001)
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Discusséao

Os oligonucleotideos e sondas utilizados neste trabalho foram escolhidos
apos uma cuidadosa analise de bioinformatica. A alta especificidade de cada primer
permitiu a amplificacdo do AR e das isoformas estudadas em ambos os tecidos de
HPB e CaP. Até o momento, poucos trabalhos tém estudado a expressao destas
isoformas em tecido benigno de HPB (Guo et al., 2009). Alguns autores (Hu et al.,
2009; Hu et al.,, 2011; Sun et al., 2010; Yamashita et al.,, 2012) relataram ter
identificado a presenca das isoformas em tecido normal; entretanto, estas amostras
foram provenientes de cirurgia para retirada da préstata com cancer (prostatectomia
radical). Amostras de tecido adjacente ao tumor, embora confirmadas
morfologicamente como tecido ndo neoplasico, podem ndo corresponder
exatamente a um tecido normal. Trabalhos de nosso grupo de pesquisa (Biolchi, V. -
dados néo publicados) demonstram a impossibilidade de caracterizar um tecido com
aspecto morfolégico normal como molecularmente normal (classificado como grupo
normal, ou controle), uma vez que as alteracdes moleculares presentes neste tecido
ja se assemelham aquelas encontradas no tecido maligno. Cabe salientar que na
época em que o trabalho de Sun e colaboradores (2010) foi publicado, ainda se
acreditava que as isoformas AR3 e AR-V7 correspondiam a transcritos diferentes
(Sun et al., 2010); porém, hoje, sabe-se que correspondem a mesma isoforma. Além
disto, esses autores verificaram que a expressao do AR3 (e AR-V7) variou de 3 a
6% nas amostras de tecido benigno estudadas (Sun et al., 2010).

No presente trabalho, foi possivel verificar a expressdo do mRNA do AR1/2 e
de suas isoformas tanto nas amostras de HPB quanto nas amostras de CaP. A
expressdo génica do AR1/2 ndo apresentou diferenca entre os dois grupos
estudados. Cabe salientar que o ensaio utilizado neste trabalho para se estudar a
expressdo da forma selvagem do AR1/2 é, de acordo com o fabricante, especifico
para os transcritos 1 e 2 (Gl: 349501065 e GI1:349510166, respectivamente) deste
gene, o que pode ser diferente se forem utilizadas sequéncias de oligonucleotideos
gue amplificam vérias formas do AR (AR, AR3, AR4, AR5, AR8). Desta maneira, €

possivel assumir que a diferenca de expressao do AR-total encontrada nestes casos

57



pode ser devida a amplificacdo também das isoformas e ndo do AR de maneira
especifica.

A isoforma AR4 apresentou valores significativamente mais altos no CaP do
gue na HPB. Essa isoforma apresenta uma correlacédo positiva com a expressao das
isoformas AR3/5/6 (AR3, AR5 e AR6 agrupadas) e com as isoformas AR5/6 (AR5 e
6 em conjunto) em ambos 0s grupos. Ainda no grupo HPB, o AR4 apresenta
correlacdo com a razdo (AR3/5/6) / (AR5/6). Dentre os poucos trabalhos disponiveis
na literatura que avaliaram as isoformas do AR, como ja foi mencionado, apenas
Zhao e cols. (2012) e Hornberg e cols. (2011) mostram uma correlagéo positiva entre
AR3 e AR4 em amostras de CaP (Hornberg et al., 2011; Zhao et al., 2012). Por outro
lado, Watson e cols. (2010) observaram que a coexpressdo de AR3 e AR4 resulta
na anulacdo completa do ganho de funcdo conferido pelo AR3, indicando que o AR4
parece exercer um papel negativo sobre o AR3 (Watson et al., 2010).

Quando os pacientes com CaP foram dicotomizados em apresentar ou nao
recidiva bioquimica, foi observada uma maior expressao do AR4 nos pacientes que
apresentaram recidiva dos que nao apresentaram até o momento. Zhao e
colaboradores (2012) ndo observaram correlacéo entre a expressao do AR3, do AR4
nem da razdo AR3/AR4 com a recorréncia bioquimica (Zhao et al., 2012). A
presenca de maior expressdo de uma das isoformas, como o AR4, pode auxiliar no
entendimento dos mecanismos de desenvolvimento tumoral que alteram a resposta
as terapias hormonais convencionais que tém como alvo a reducdo da sintese de
esteroides, como a castracao cirargica, uso de agentes como a leuprolida (analogo
do LHRH - horménio liberador de horménios luteinizantes) ou como a abiraterona,
que inibe a enzima CYP17 e, consequentemente, a sintese de androgénios
testiculares e adrenais.

Embora ndo tenha sido encontrada diferenca significativa nos niveis de
expressdo do AR5/6 entre os grupos, quando analisadas somente as amostras do
grupo CaP, foi demonstrada uma correlacdo positiva entre o0 AR5/6 e o escore de
Gleason. Estes resultados podem sugerir o envolvimento do AR5/6 com a
manutencdo da proliferagcdo celular em amostras de CaP com escore de Gleason
mais elevado, que apresentam uma taxa de proliferacdo elevada (Lopez-Beltran et

al.,, 2012). Em discordancia com o0s resultados de expressdo génica acima
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apresentados, esta descrito na literatura que as isoformas AR5 e ARG6 estdo
presentes somente em amostras de linhagem celular (CWR22Rv1l) e o exon
alternativo que ambas compartiham (CE4, também chamado de 2b) nao foi
detectado em amostras de CaP resistente a castracdo (Hu et al., 2011). Este € mais
um dos importantes achados deste trabalho, uma vez que foi possivel detectar a
presenca de ambas as isoformas tanto no grupo HPB quanto no grupo CaP.

Devido a impossibilidade da amplificacdo especifica do AR3, vide anexo 2, a
abordagem escolhida neste estudo foi a amplificacdo das isoformas AR3, AR5 e
ARG agrupadas e das isoformas AR5 e AR6 em conjunto, chamadas de AR3/5/6 e
AR5/6, respectivamente. A fim de inferir um valor para a expressao do AR3, optou-
se por avaliar a razdo entre as expressdes (AR3/5/6) / (AR5/6), onde se assumiu
gue um resultado maior que 1 seria devido a presenca da expressao do AR3, e, um
resultado menor que 1, a sua auséncia. Esta razdo (AR3/5/6) / (AR5/6) apresenta
niveis mais elevados no CaP do que na HPB, o que pode sugerir a importancia da
isoforma AR3 no desenvolvimento tumoral, conforme sugerido por Guo e
colaboradores (Guo et al., 2009).

Neste trabalho, o peso da préstata ndo apresentou correlagdo com nenhuma
das varidveis estudadas, enquanto que, na literatura, foi demonstrada uma
correlacao positiva entre a presenca das isoformas e o volume prostatico (Watson et
al., 2010). Outros autores, embora tenham encontrado uma correlacéo positiva entre
0 peso da prostata e a expressdo do AR3 em tumores classificados com escore de
Gleason 6 (3+3), ndo encontraram esta correlagdo nas amostras de carcinoma de
Gleason 7 ou 8 (Zhao et al., 2012).

Os dados de expressdo génica apresentaram um grande espectro de
variacdo em ambos os grupos (figura 6), o que também foi observado em estudos
prévios (Zhao et al, 2012). A maior variacdo das expressdes génicas foi
apresentada pelo transcrito amplificado pelo oligonucleotidio do AR3/5/6, que
corresponde aos mMRNA das isoformas AR3, AR5 e AR6 em conjunto. A razao
(AR3/5/6) / (AR5/6) apresentou maior variabilidade nas amostras de CaP, que, se a
considerarmos como um valor indireto da expressao do AR3, também foi encontrado
por Zhao e colaboradores (2012). O AR4 apresentou maior espectro de variacao no

grupo CaP em relacdo ao grupo HPB. Observamos também que alguns pacientes
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expressaram as isoformas em niveis até maiores que o AR, o que difere dos dados
da literatura, que encontraram niveis bastante inferiores de expressao das isoformas
em comparacao a expressao do AR (Hornberg et al., 2011; Watson et al., 2010). As
discrepancias entre os resultados podem ser tecnicamente explicadas por
sensibilidades diferentes nas técnicas de gPCR utilizadas (SYBr x TagMan), mas
também pode refletir as disparidades quanto aos parametros de bioinformatica, que,
no presente estudo, foram extensivamente observados.

De maneira oposta a literatura (Zhao et al., 2012), ndo foi observada
correlacdo entre a expressao das isoformas e o0 PSA pré-operatério, o que pode ser
explicado pelo fato deste gene (KLKS3 - kallikrein-related peptidase 3) ndo ser alvo da
acdo das isoformas, mas somente do AR total (Hornberg et al.,, 2011). Alguns
estudos observaram que diversos genes sao regulados somente pelo AR, somente
pelo AR3 e por ambos, o que demonstra que o0 AR e 0 AR3 tém papéis sobrepostos,
mas ainda distintos, uma vez que, por exemplo, o gene da AKT1, que tem sido
implicada no desenvolvimento e progressdo do CaP, parece ser regulado
preferencialmente pelo AR3 (Guo et al., 2009). E, ainda, os genes regulados
preferencialmente pelo AR3 estdo envolvidos em diversas fungdes, como:
transducdo de sinal, transcricdo, modificacdes pods-transcricionais, remodelamento
da cromatina, transporte de ions e metabolismo celular (Guo et al., 2009). Guo
(2009), assim como, Li e colaboradores (2013) observaram que a expressado dos
genes da fase M do ciclo celular acompanhou a expressédo das AR-V (AR3 e ARb),
visto que ambas apresentaram uma resposta bifasica quando houve exposicao a
niveis baixos (1 nmol) e, em seguida, altos (100 nmol) de androgénios (Li et al.,
2013).

A deteccao das variantes do AR também no tecido prostatico benigno (HPB)
complementa os dados apresentados na literatura que demonstram a expressao
destas isoformas em tecido benigno (proveniente de prostatectomia radical), maligno
e metastatico (Dehm et al., 2008; Guo et al., 2009; Hornberg et al., 2011; Hu et al.,
2009; Marcias et al., 2010; Sun et al., 2010; Watson et al., 2010), o que permite
assumir que estas isoformas constitutivamente ativas participam dos eventos
proliferativos nas células prostaticas. No decorrer da progressdo tumoral, pode

ocorrer uma selecédo dessas variantes, via selecdo de subclones mais malignos ou
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resistentes a castracdo ou, ainda, pela regulacdo horménio-dependente das AR-V
(Watson et al., 2010). A castracao induz um aumento da expressao destas isoformas
em modelos xenograficos de VCaP em camundongos, e, quando € realizada a
reposicdo hormonal, ocorre uma repressdo da expressdo destas variantes. Ja foi
demonstrado que as AR-V apresentam uma fraca expressédo em linhagens celulares
dependentes de androgénios (LNCaP e LAPC4), enquanto que em linhagens
independentes de androgénios, como CWR22, 22 Rvl e linhagens insensiveis a
androgénios derivadas de LNCaP (C81, C4-2 e C4-2B) a expressdo destas
isoformas € significativamente mais alta (Guo et al., 2009). Estes dados implicam em
uma correlacdo inversa entre a expressdo das AR-V e a dependéncia de
androgénios (Guo et al., 2009).

A localizacdo das diferentes isoformas na célula também ¢é diferente.
Enquanto que o AR3 apresenta localizacdo nuclear, o AR4 é citoplasmético (Watson
et al.,, 2010), embora estudos anteriores tenham demonstrado que, no CaP
resistente a castracao, a isoforma AR3 tem uma distribuicdo mais nuclear do que no
CaP sensivel a androgénios, onde possui uma distribuicdo mais citoplasmatica (Guo
et al., 2009). No entanto, Hu e colaboradores (2012) verificaram que a estimulacéo
androgénica néo altera a localizacdo nuclear do AR3 (Hu et al., 2012). A observacéo
da presenca dos sitios de fosforilagdo pelo Src (nuclear receptor coactivator) na
molécula do AR3 sugere que esta familia de cinases pode estar envolvida na
translocacdo do AR3 (Guo et al., 2009).

Em estudos em linhagens celulares, observou-se que todas as AR-V entram
no nacleo, e isto ndo é afetado pelo tipo de linhagem celular ou pela presenca do
AR. Embora estas isoformas possuam um NLS (sinal de localizacdo nuclear)
bipartido, elas apresentam um nivel de localizacdo nuclear basal, intrinseco,
demonstrando que a translocacdo nuclear acontece de maneira diferente daquela do
AR e de maneira independente dos aminoacidos presentes no NLS, ainda que este
residuo seja importante para a funcéo transcricional destas isoformas (Chan et al.,
2012).

A identificacdo e caracterizacdo funcional de genes diferencialmente
expressos entre tecidos tumorais e normais constituem etapas fundamentais para

permitir a melhor compreensdo do processo carcinogénico e desenvolvimento de
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novas estratégias anti-tumorais. Estudos futuros, com o objetivo de identificar a
expressédo proteica das isoformas nos tecidos de HPB e CaP, bem como sua
localizac&o celular e associacdo com os dados clinicos de CaP, podem contribuir

para a elucidacéo do papel das mesmas no desenvolvimento e progressao tumoral.
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Concluséo

Foi possivel detectar a presenca do AR e das isoformas analisadas
neste estudo tanto no tecido benigno (HPB) quanto no tecido maligno
(CaP), o que permite assumir que estas isoformas constitutivamente
ativas estejam envolvidas no desenvolvimento destas doengas
prostaticas.

Nos pacientes com CaP e recidiva bioquimica, foi encontrada uma
maior expressao da isoforma AR4 em relacdo aqueles pacientes que
nao apresentaram recidiva.

Ha uma expressado diferencial dos transcritos entre 0os grupos, sendo
gue os transcritos AR4 e AR3/5/6 foram mais expressos nas amostras
de carcinoma em relacédo as amostras de HPB.

Dentre as amostras do grupo CaP, o AR5/6 apresentou correlacdo
positiva com escore de Gleason, 0 que sugere sua participacdo na
manutencdo da proliferacdo celular, porém essa relacdo deve ser
avaliada mais profundamente em estudos futuros.

N&o foi encontrada associacdo entre a expressdo das AR-V com as
variaveis idade, estadiamento tumoral e niveis séricos de PSA no
grupo CaP.

No grupo HPB, somente a variavel niveis séricos de PSA foi associada
a expressdo do AR1/2, e ndo a expressao das isoformas.
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Anexos
Anexo 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Identificacdo da presenca de isoformas do receptor de androgénios (AR)

em tumores da préstata.

Prezado Senhor

Estamos conduzindo um estudo para identificar caracteristicas genéticas que
possam estar associadas ao surgimento e crescimento de tumores prostaticos.
Dentre as doencas prostaticas, a hiperplasia prostatica benigna (aumento da
préstata) e o cancer de prOstata apresentam alta incidéncia na populacdo. A
expressdo modificada de alguns genes pode alterar o tecido normal da préstata e
levar a formacao desses tumores.

Como o senhor tem o diagndstico de
(hiperplasia prostética benigna ou cancer de prostata) e Ihe foi recomendada cirurgia
para a retirada da glandula, gostariamos de convida-lo para participar do estudo.
Caso aceite, sua participacdo no estudo consistira em uma coleta de amostra de
sangue e a permitir que apos retirada da peca cirurgica trés pequenos fragmentos
da mesma (10 mm x 5 mm) sejam encaminhados para estudo genético (andlise da
expressdo de genes). O restante da peca cirargica sera destinado ao exame
histopatolégico normal. Portanto, ndo havera modificacdo da técnica cirurgica. O
material sera coletado ap6s o término da cirurgia, e este procedimento ndo
apresenta nenhum risco para sua saude.

Quanto a coleta sanguinea, o Sr. sera submetido a coleta de 10 mL de
sangue venoso, hoje, apés Ihe explicarmos este termo de compromisso e o senhor
assina-lo ou entdo no dia da cirurgia, com o objetivo de realizar dosagens
hormonais. Os riscos envolvidos com essa coleta sdo 0S riscos inerentes ao
procedimento, sendo a ocorréncia de pequenos hematomas (manchas roxas) a
alteracdo mais comum.

Se o Sr. concordar, armazenaremos as amostras de sangue e de tecido para
que outras caracteristicas possam ser analisadas no futuro, em outros trabalhos de
NOsSso grupo (nesse caso, estes trabalhos serdo também apresentados ao Comité de
Etica em Pesquisa). No futuro, essas caracteristicas poderdo auxiliar na
identificacdo de caracteristicas genéticas especificas de pacientes sob risco de
desenvolver tumores de préstata. No entanto, os resultados deste estudo nao trardo
beneficios diretos para o senhor.
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O Sr. é livre para decidir por participar ou ndo do estudo, e sua recusa nao
implicara em nenhum prejuizo em seu atendimento neste Hospital. Nao havera
nenhuma despesa para sua participacao neste projeto. O senhor receberd uma via
deste termo de consentimento, sendo que a qualquer momento o0 seu consentimento
em participar deste estudo podera ser retirado. Todas as informacfes obtidas
estardo a sua disposicdo se assim desejar. Todos os resultados referentes a
pesquisa serdo utilizados para fins exclusivos de pesquisa, sendo resguardada sua
total confidencialidade.

Os pesquisadores responsaveis por este projeto sédo Profa. Dra. llma Simoni
Brum da Silva (51 33083559 ou 99969044), Prof. Dr. Milton Berger (51 33598286),
Prof. Dr. Brasil Silva Neto (51 84070066) e a pés-graduanda Ana Caroline Hillebrand
(51 33083559 ou 81531606). Caso o senhor tenha qualquer davida sobre o projeto
podera nos contatar nos telefones indicados acima. Tendo este projeto sido revisado
e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa desta Institui¢do (51 33598304).

Eu, ,
fui informado dos objetivos e da justificativa da pesquisa de forma clara e detalhada,
bem como do procedimento de coleta de sangue a que serei submetido e das
determinacdes de caracteristicas genéticas que serdo feitas. Recebi uma via deste
termo de consentimento e também a garantia de resposta a duvidas ou
esclarecimentos relacionados a pesquisa e da seguranca da confidencialidade dos
dados obtidos.

Local e data

Paciente ou responsavel (nome legivel):

Assinatura:

Pesquisador:

Assinatura:

HoOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE- CENTRO DE PESQUISA EXPERIMENTAL

LAGOM (LABORATORIO 12106) - RuA RAMIRO BARCELOS, 2350 - BAIRRO RIO
BRANCO - FONE: 51 33597625- PORTO ALEGRE

LABORATORIO DE BIOLOGIA MOLECULAR ENDOCRINA E TUMORAL (LABORATORIO 09)
- RuA SARMENTO LEITE, 500 - CENTRO - FONE: 51 33083559 - PORTO ALEGRE
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Anexo 2 - Carta de Aprovacao do Projeto

HCPA - HOSFITAL DE GLINICAS DE FORTO ALEGRE
GRUPQ DE PESGUISA E POS-GRADUAGAD

COMISSAC CIENTIFICA

A ComissSo Cientfice co Hosphel de Clinices de Porto Alegre anallaou o projeto:

Projete: 130320
Data da Versfo do Projeto.

Paeyulsadoras:

ILMA SIWOHRT BALM S EILYA
KILTCH EERGER

s ZFALEI BICALGHI

AMA CAROLINE HILLEBRAND

Thule: |dentificagdo da presenga de iscformas do receptor da androgénios (AR) M Wmores
ta prostala & B Sua possivel asacciagao com a agressividade do tumar.,

Efle protate Tof APACOWADO &M B2us aspattos Sticos, retsdniooicos, iohistitos & fivanssinig pars
ser ealizade o Hospital de Clinicas de Porto Alegra.

Esta aprovaglo estd haseada nos parecares dos raspectvos Covltds de Btlea  do Servigo de Gestan
ear. Prsquisa.

« D pesqulsadares vineulados ac projets nia participaram de quakjuer stapa da prooessoc de evalicao
08 £8LE prajetas.

- [ pasquisadar deward aprazentar refstorioe semea’raie de ecompanhamente e -alstéric final ac Grupa
da Pesquizp e Pos-Greduagao (GPPG)
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Anexo 3 - Alinhamento das sequéncias de cDNA corrrepondentes aos
genes do receptor de androgénios (AR) e suas isoformas

A seguir, estdo descritas as sequéncias dos oligonucleotideos utilizados
no presente estudo e as sequéncias de oligonucleotideos disponiveis na
literatura, marcadas em cores e apresentadas na tabela seguinte (Guo et al.,
2009; Hu et al., 2009; Watson et al., 2010).

70



Autor (ano) Transcrito alvo Sense (5-3’) Antisense (5’-3’)
AR4 AGGGTGTTTGGAGTCTCAGA TTTGTAGATGATTCATTCCTGG
Hillebrand
(2013) AR3/5/6 CTCTTGATTGCTGACTCCCTC TGGTTACCACTCATGTAGTTGT
ARb5/6 GACACTAACCCCAAGCCATAC CACAGAGCAACATCAGACAGT
AR CTACTCCGGACCTTACGGGGACATGCG GGGCTGACATTCATAGCCTTCAATGTGTGAC
AR3 CTACTCCGGACCTTACGGGGACATGCG TGCCAACCCGGAATTTTTCTCCC
AR4 CTACTCCGGACCTTACGGGGACATGCG GATTCTTTCAGAAACAACAACAGCTGCT
AR5 CTACTCCGGACCTTACGGGGACATGCG CTTTTAATTTGTTCATTCTGAAAAATCCTC
Hu P7 (AR3: 125pb) CCATCTTGTCGTCTTCGGAAATGTTATGAAGC TTTGAATGAGGCAAGTCAGCCTTTCT
(2009)

P6 (AR4: 145ph)

P3 (AR3: 834ph)

P4 (AR4 full-length + OFR: 2134 pb)

P5 (AR3 full-length + ORF: 2113)

CCATCTTGTCGTCTTCGGAAATGTTATGAAGC

TGTCACTATGGAGCTCTCACATGTGG

GTTGCTCCCGCAAGTTTCCTTCTC

GTTGCTCCCGCAAGTTTCCTTCTC

CTGTTGTGGATGAGCAGCTGAGAGTCT

CTGTGGATCAGCTACTACCTTCAGCTC

CTGTTGTGGATGAGCAGCTGAGAGTCT

TTTGAATGAGGCAAGTCAGCCTTTCT

AR exon 1*

GCAGGAAGCAGTATCCGAAG

GACACCGACACTGCCTTACA
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Na sequéncia, alinhamento das sequéncias do AR com seus ortélogos

no programa Clustal W.

Os numeros de acesso para esta andlise foram: AR
(gi]21322251|ref[NM_000044.2]); AR3 (gi|224181613|gb|FJ235916.1));
AR4 (0i|224181615|gb|FJ235917.1|); AR5 (0i|224181619|gb|FJ235919.1));
ARG6 (0i|1224181621|gb|FJ235920.1|). Nucleotideos com “*” s&o idénticos

entre todos os transcritos. Tragos “-“ representam gaps na sequéncia.
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CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

gi|224181619|gb|FJ235919.1|
gi1224181621|gb|FJ235920.1|
gi]224181613|gb|FJ235916.1|
gi|224181615|gb|FJ235917.1]|
91121322251 |ref |NM_000044.2 |

gil224181619|gb|FJ235919.1|
gil224181621|gb|FJ235920.1
gi|224181613|gb|FJ235916.1|
gil224181615|gb|FJ235917.1|
gi[21322251 |ref |NM_000044.2 |

gi|224181619|gb|FJ235919.1|
gi|224181621|gb|FJ235920.1|
gi|224181613|gb|FJ235916.1|
gi|224181615|gb|FJ235917.1|
91121322251 |ref |NM_000044.2 |

911224181619 |gb|FJ235919.1|
gi1224181621 |gb|FJ235920.1|
gi|224181613|gb|FJ235916.1|
gi|224181615|gb|FJ235917.1|
91121322251 |ref |NM_000044.2 |

gi|224181619|gb|FJ235919.1|
gi|224181621|gb|FJ235920.1|
gi|224181613|gb|FJ235916.1|
gil224181615|gb|FJ235917.1|
gi|21322251 | ref|NM_000044.2 |

gi|224181619|gb|FJ235919.1]
gi|224181621|gb|FJ235920.1
gi|224181613|gb|FJ235916.1|
gi|224181615|gb|FJ235917.1]|
gi121322251 | ref|NM_000044.2 |

gi|224181619|gb|FJ235919.1|
gil224181621|gb|FJ235920.1|
gil224181613|gb|FJ235916.1|
gil224181615|gb|FJ235917.1|
gi121322251 | ref|NM 000044.2 |

gi|224181619|gb|FJ235919.1|
gi|224181621|gb|FJ235920.1|
gi|224181613|gb|FJ235916.1|
gi|224181615|gb|FJ235917.1|
91121322251 |ref |NM_000044.2 |

GTCTTCTCTCCCGCAGCTGCCTCAGTCGGCTACTCTCAGCCAACCCCCCT

50

100

150

200

250

300

350

400
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gi|224181619|gb|FJ235919.
911224181621 |gb|FJ235920.
gi1224181613|gb|FJ235916.
gi|224181615|gb|FJ235917.

gi[21322251 |ref|NM 000044.2]

gi|224181619|gb|FJ235919
gi|224181621|gb|FJ235920
gi|224181613|gb|FJ235916
gi1224181615|gb|FJ235917

L1
.1
L1
L1

gi|21322251|ref|NM 000044.2]

gi1224181619|gb|FJ235919
911224181621 |gb|FJ235920
911224181613 |gb|FJ235916
gi|224181615|gb|FJ235917

L1
L1
L1
.1

gi[21322251 |ref|NM 000044.2]

9i1224181619|gb|FJ235919
gil224181621|gb|FJ235920
gi1224181613|gb|FJ235916
gi|224181615|gb|FJ235917

L1
L1
L1
L1

gi|21322251|ref|NM 000044.2]

gi|224181619|gb|FJ235919
gi|224181621|gb|FJ235920
gi|224181613|gb|FJ235916
gi|224181615|gb|FJ235917

L1
L1
L1
L1

gi|21322251|ref|NM 000044.2]

gi|224181619|gb|FJ235919.
gi1224181621 |gb|FJ235920.
9i1224181613|gb|FJ235916.
gi|224181615|gb|FJ235917.

gi|21322251 |ref|NM 000044.2]

gi1224181619|gb|FJ235919
gi|224181621|gb|FJ235920
gil224181613|gb|FJ235916
gil224181615|gb|FJ235917

.1
L1
L1
L1

gi|21322251 |ref|NM 000044.2]

gi1224181619|gb|FJ235919
911224181621 |gb|FJ235920
911224181613 |gb|FJ235916
gi|224181615|gb|FJ235917

L1
L1
L1
L1

gi[21322251 |ref|NM 000044.2]

gi|224181619|gb|FJ235919
gi|224181621|gb|FJ235920
gil224181613|gb|FJ235916
gi 1224181615 |gb|FJ235917

L1
L1
L1
L1

gi|21322251 |ref|NM 000044.2]

TAGCCAAAAAACAAAACAAACAAAAACAAAAAAGCCGAAATAAAAGAAAA

—————————————————————————————————————— GACACTGAATTT
—————————————————————————————————————— GACACTGAATTT
—————————————————————————————————————— GACACTGAATTT
—————————————————————————————————————— GACACTGAATTT
AGATAATAACTCAGTTCTTATTTGCACCTACTTCAGTGGACACTGAATTT

Kk kkkkkkkkkkk

GGAAGGTGGAGGATTTTGTTTTTTTCTTTTAAGATCTGGGCATCTTTTGA
GGAAGGTGGAGGATTTTGTTTTTTTCTTTTAAGATCTGGGCATCTTTTGA
GGAAGGTGGAGGATTTTGTTTTTTTCTTTTAAGATCTGGGCATCTTTTGA
GGAAGGTGGAGGATTTTGTTTTTTTCTTTTAAGATCTGGGCATCTTTTGA
GGAAGGTGGAGGATTTTGTTTTTTTCTTTTAAGATCTGGGCATCTTTTGA

KA AR KR A A AR A A AR A AR KA AR KA A KRNI A AR KA AR KA AR A A AR A AR KA AR h K

450
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550
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12
12
12
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62
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gil224181619|gb|FJ235919.1|
gi|224181621|gb|FJ235920.1
gi|224181613|gb|FJ235916.1]|
gi|224181615|gb|FJ235917.1]|
gi121322251 | ref|NM 000044 .2 |

gi|224181619|gb|FJ235919.1|
gi|224181621|gb|FJ235920.1
gi|224181613|gb|FJ235916.1|
gi|224181615|gb|FJ235917.1]|
gi121322251 | ref|NM _000044.2 |

gi1224181619|gb|FJ235919.1
gi|224181621 |gb|FJ235920.1|
gi|224181613|gb|FJ235916.1
gi|224181615|gb|FJ235917.1
91121322251 |ref |NM_000044.2]

gi|224181619|gb|FJ235919.1|
911224181621 |gb|FJ235920.1|
9i1224181613|gb|FJ235916.1|
gi|224181615|gb|FJ235917.1|
91121322251 |ref |NM_000044.2 |

gil224181619|gb|FJ235919.1]
gil224181621|gb|FJ235920.1
gil224181613|gb|FJ235916.1
gi|224181615|gb|FJ235917.1]|
gi121322251 | ref|NM_000044.2 |

911224181619 |gb|FJ235919.1
gi|224181621|gb|FJ235920.1|
gil224181613|gb|FJ235916.1|
gil224181615|gb|FJ235917.1|
gi121322251|ref|NM 000044.2 |

gi1224181619|gb|FJ235919.1|
gi|224181621|gb|FJ235920.1|
911224181613 |gb|FJ235916.1|
gi|224181615|gb|FJ235917.1|
gi121322251 | ref|NM_000044.2 |

911224181619|gb|FJ235919.1|
gi|224181621|gb|FJ235920.1|
gil224181613|gb|FJ235916.1|
gil224181615|gb|FJ235917.1|
91121322251 |ref |NM_000044.2 |

gi|224181619|gb|FJ235919.1|
911224181621 |gb|FJ235920.1|
gil224181613|gb|FJ235916.1|
gi|224181615|gb|FJ235917.1|
gi121322251 | ref|NM 000044 .2 |

ATCTACCCTTCAAGTATTAAGAGACAGACTGTGAGCCTAGCAGGGCAGAT
ATCTACCCTTCAAGTATTAAGAGACAGACTGTGAGCCTAGCAGGGCAGAT
ATCTACCCTTCAAGTATTAAGAGACAGACTGTGAGCCTAGCAGGGCAGAT
ATCTACCCTTCAAGTATTAAGAGACAGACTGTGAGCCTAGCAGGGCAGAT
ATCTACCCTTCAAGTATTAAGAGACAGACTGTGAGCCTAGCAGGGCAGAT

R R R R R R R R

CTTGTCCACCGTGTGTCTTCTTCTGCACGAGACTTTGAGGCTGTCAGAGC
CTTGTCCACCGTGTGTCTTCTTCTGCACGAGACTTTGAGGCTGTCAGAGC
CTTGTCCACCGTGTGTCTTCTTCTGCACGAGACTTTGAGGCTGTCAGAGC
CTTGTCCACCGTGTGTCTTCTTCTGCACGAGACTTTGAGGCTGTCAGAGC
CTTGTCCACCGTGTGTCTTCTTCTGCACGAGACTTTGAGGCTGTCAGAGC

hhkhkrhkkhkrhkhkhkrhkhkhkrhkhkhkrhkhkhkrhkhkhrkhkhkrhkhkhkhkhkhkkhkrhkhkkrhkhkkxkk*k

I Sense P4 (AR3) / P5 (AR3) (Hu. 2009) I

GCTTTTTGCGTGGTTGCTCCCGCAAGTTTCCTTCTCTGGAGCTTCCCGCA
GCTTTTTGCGTGGTTGCTCCCGCAAGTTTCCTTCTCTGGAGCTTCCCGCA
GCTTTTTGCGTGGTTGCTCCCGCAAGTTTCCTTCTCTGGAGCTTCCCGCA
GCTTTTTGCGTGGTTGCTCCCGCAAGTTTCCTTCTCTGGAGCTTCCCGCA
GCTTTTTGCGTGGTTGCTCCCGCAAGTTTCCTTCTCTGGAGCTTCCCGCA

hhkhkrhkkhkrhkkhkrhkhkhkrhkkhkrhkkhkhkhkkhkhkhkkrhkhkkhkhkhkkrhkhkkrhkhkxkkx

GGTGGGCAGCTAGCTGCAGCGACTACCGCATCATCACAGCCTGTTGAACT
GGTGGGCAGCTAGCTGCAGCGACTACCGCATCATCACAGCCTGTTGAACT
GGTGGGCAGCTAGCTGCAGCGACTACCGCATCATCACAGCCTGTTGAACT
GGTGGGCAGCTAGCTGCAGCGACTACCGCATCATCACAGCCTGTTGAACT
GGTGGGCAGCTAGCTGCAGCGACTACCGCATCATCACAGCCTGTTGAACT

LR R RS S SRS S SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SRS

CTTCTGAGCAAGAGAAGGGGAGGCGGGGTAAGGGAAGTAGGTGGAAGATT
CTTCTGAGCAAGAGAAGGGGAGGCGGGGTAAGGGAAGTAGGTGGAAGATT
CTTCTGAGCAAGAGAAGGGGAGGCGGGGTAAGGGAAGTAGGTGGAAGATT
CTTCTGAGCAAGAGAAGGGGAGGCGGGGTAAGGGAAGTAGGTGGAAGATT
CTTCTGAGCAAGAGAAGGGGAGGCGGGGTAAGGGAAGTAGGTGGAAGATT

KA AR KR A A AR A A KRR A AR KA AR KA AR K AA R KA AR KA AR A A AR I A AR KA AR h K

CAGCCAAGCTCAAGGATGGAAGTGCAGTTAGGGCTGGGAAGGGTCTACCC
CAGCCAAGCTCAAGGATGGAAGTGCAGTTAGGGCTGGGAAGGGTCTACCC
CAGCCAAGCTCAAGGATGGAAGTGCAGTTAGGGCTGGGAAGGGTCTACCC
CAGCCAAGCTCAAGGATGGAAGTGCAGTTAGGGCTGGGAAGGGTCTACCC
CAGCCAAGCTCAAGGATGGAAGTGCAGTTAGGGCTGGGAAGGGTCTACCC

LR RS S S RS SRR R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SRS

TCGGCCGCCGTCCAAGACCTACCGAGGAGCTTTCCAGAATCTGTTCCAGA
TCGGCCGCCGTCCAAGACCTACCGAGGAGCTTTCCAGAATCTGTTCCAGA
TCGGCCGCCGTCCAAGACCTACCGAGGAGCTTTCCAGAATCTGTTCCAGA
TCGGCCGCCGTCCAAGACCTACCGAGGAGCTTTCCAGAATCTGTTCCAGA
TCGGCCGCCGTCCAAGACCTACCGAGGAGCTTTCCAGAATCTGTTCCAGA

KA AR KR A AR KR A AR KA AR KR A AR KA AR KA AR KA AR KA AR A A AR A A AR KA AR XK

GCGTGCGCGAAGTGATCCAGAACCCGGGCCCCAGGCACCCAGAGGCCGCG
GCGTGCGCGAAGTGATCCAGAACCCGGGCCCCAGGCACCCAGAGGCCGLCG
GCGTGCGCGAAGTGATCCAGAACCCGGGCCCCAGGCACCCAGAGGCCGCG
GCGTGCGCGAAGTGATCCAGAACCCGGGCCCCAGGCACCCAGAGGCCGCG
GCGTGCGCGAAGTGATCCAGAACCCGGGCCCCAGGCACCCAGAGGCCGCG

R L R R R Tk R R R R R

AGCGCAGCACCTCCCGGCGCCAGTTTGCTGCTGCAGCAGCAGCAGCAGCA
AGCGCAGCACCTCCCGGCGCCAGTTTGCTGCTGCAGCAGCAGCAGCAGCA
AGCGCAGCACCTCCCGGCGCCAGTTTGCTGCTGCAGCAGCAGCAGCAGCA
AGCGCAGCACCTCCCGGCGCCAGTTTGCTGCTGCAGCAGCAGCAGCAGCA
AGCGCAGCACCTCCCGGCGCCAGTTTGCTGCTGCTGCAGCAGCAGCAGCA

hhkhkrhkkhkrhkkhkrhkhkhkrhkkhkhkrhkkhkhkrkhkkhkhkhkhkkhrhkhkd *hkkrhkhkkrhkhkkxkk*k

112
112
112
112
900

162
162
162
162
950

212
212
212
212
1000

262
262
262
262
1050

312
312
312
312
1100

362
362
362
362
1150

412
412
412
412
1200

462
462
462
462
1250

512
512
512
512
1300
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gil224181619|gb|FJ235919.1|
gi|224181621|gb|FJ235920.1
gi|224181613|gb|FJ235916.1]|
gi|224181615|gb|FJ235917.1]|
gi121322251 | ref|NM 000044 .2 |

gi|224181619|gb|FJ235919.1|
gi|224181621|gb|FJ235920.1|
gi|224181613|gb|FJ235916.1|
gi|224181615|gb|FJ235917.1]|
gi121322251 | ref|NM _000044.2 |

911224181619 |gb|FJ235919.1
gi|224181621|gb|FJ235920.1|
gil224181613|gb|FJ235916.1|
gil224181615|gb|FJ235917.1|
gi121322251 | ref|NM_000044.2 |

gi|224181619|gb|FJ235919.1|
gi|224181621|gb|FJ235920.1
gi|224181613|gb|FJ235916.1]
gi|224181615|gb|FJ235917.1]
gi121322251 | ref|NM_000044.2 |

gi|224181619|gb|FJ235919.1|
gi|224181621|gb|FJ235920.1|
911224181613 |gb|FJ235916.1|
gil224181615|gb|FJ235917.1|
91121322251 |ref |NM_000044.2 |

gil224181619|gb|FJ235919.1]
911224181621 |gb|FJ235920.1
gi|224181613|gb|FJ235916.1|
gil224181615|gb|FJ235917.1|
gi121322251 | ref|NM 000044.2 |

gi|224181619|gb|FJ235919.1|
911224181621 |gb|FJ235920.1 |
9i1224181613|gb|FJ235916.1|
gi|224181615|gb|FJ235917.1|
91121322251 |ref |NM_000044.2 |

gil224181619|gb|FJ235919.1]
911224181621 |gb|FJ235920.1
gi|224181613|gb|FJ235916.1|
gi|224181615|gb|FJ235917.1|
gi121322251 | ref|NM_000044.2 |

911224181619 |gb|FJ235919.1|
gi|224181621 |gb|FJ235920.1|
gi|224181613|gb|FJ235916.1|
9i1224181615|gb|FJ235917.1|
91121322251 |ref |NM_000044.2]

GCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGC
GCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGC
GCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGC
GCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGC
GCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGC

R R R R R R R R

AGCAGCAGCAGCAGCAGCAAGAGACTAGCCCCAGGCAGCAGCAGCAGCAG
AGCAGCAGCAGCAGCAGCAAGAGACTAGCCCCAGGCAGCAGCAGCAGCAG
AGCAGCAGCAGCAGCAGCAAGAGACTAGCCCCAGGCAGCAGCAGCAGCAG
AGCAGCAGCAGCAGCA---AGAGACTAGCCCCAGGCAGCAGCAGCAGCAG
AGCA--————————————— AGAGACTAGCCCCAGGCAGCAGCAGCAGCAG

* Kk Kk x Ahkk Ak hkk Ak hkkrAhkhkhkrhkhkkrhkhkkrkhkkxkk*x

CAGGGTGAGGATGGTTCTCCCCAAGCCCATCGTAGAGGCCCCACAGGCTA
CAGGGTGAGGATGGTTCTCCCCAAGCCCATCGTAGAGGCCCCACAGGCTA
CAGGGTGAGGATGGTTCTCCCCAAGCCCATCGTAGAGGCCCCACAGGCTA
CAGGGTGAGGATGGTTCTCCCCAAGCCCATCGTAGAGGCCCCACAGGCTA
CAGGGTGAGGATGGTTCTCCCCAAGCCCATCGTAGAGGCCCCACAGGCTA

R L R R Rk R O R R R

CCTGGTCCTGGATGAGGAACAGCAACCTTCACAGCCGCAGTCGGCCCTGG
CCTGGTCCTGGATGAGGAACAGCAACCTTCACAGCCGCAGTCGGCCCTGG
CCTGGTCCTGGATGAGGAACAGCAACCTTCACAGCCGCAGTCGGCCCTGG
CCTGGTCCTGGATGAGGAACAGCAACCTTCACAGCCGCAGTCGGCCCTGG
CCTGGTCCTGGATGAGGAACAGCAACCTTCACAGCCGCAGTCGGCCCTGG

hhkkrhkkhkrhkhkhkrhkhkhkrhkhkhkrhkhkhkrhkkhkhrkhkhkrhkhkkhrhkhkkrhkhkkrhkhkxkk*x

AGTGCCACCCCGAGAGAGGTTGCGTCCCAGAGCCTGGAGCCGCCGTGGCC
AGTGCCACCCCGAGAGAGGTTGCGTCCCAGAGCCTGGAGCCGCCGTGGCC
AGTGCCACCCCGAGAGAGGTTGCGTCCCAGAGCCTGGAGCCGCCGTGGCC
AGTGCCACCCCGAGAGAGGTTGCGTCCCAGAGCCTGGAGCCGCCGTGGCC
AGTGCCACCCCGAGAGAGGTTGCGTCCCAGAGCCTGGAGCCGCCGTGGCC

LRSS SRS S SRR R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SRS

GCCAGCAAGGGGCTGCCGCAGCAGCTGCCAGCACCTCCGGACGAGGATGA
GCCAGCAAGGGGCTGCCGCAGCAGCTGCCAGCACCTCCGGACGAGGATGA
GCCAGCAAGGGGCTGCCGCAGCAGCTGCCAGCACCTCCGGACGAGGATGA
GCCAGCAAGGGGCTGCCGCAGCAGCTGCCAGCACCTCCGGACGAGGATGA
GCCAGCAAGGGGCTGCCGCAGCAGCTGCCAGCACCTCCGGACGAGGATGA

hhkhkrhkkhkrhkkhkrhkhkhkrhkkhkrhkhkhkrhkhhkrhkhkhkrhkhkhkrhkkhkhkhkkhkhkhkkkxkk*k

CTCAGCTGCCCCATCCACGTTGTCCCTGCTGGGCCCCACTTTCCCCGGCT
CTCAGCTGCCCCATCCACGTTGTCCCTGCTGGGCCCCACTTTCCCCGGCT
CTCAGCTGCCCCATCCACGTTGTCCCTGCTGGGCCCCACTTTCCCCGGCT
CTCAGCTGCCCCATCCACGTTGTCCCTGCTGGGCCCCACTTTCCCCGGCT
CTCAGCTGCCCCATCCACGTTGTCCCTGCTGGGCCCCACTTTCCCCGGCT

LR RS S SRS S SRR R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SRS

TAAGCAGCTGCTCCGCTGACCTTAAAGACATCCTGAGCGAGGCCAGCACC
TAAGCAGCTGCTCCGCTGACCTTAAAGACATCCTGAGCGAGGCCAGCACC
TAAGCAGCTGCTCCGCTGACCTTAAAGACATCCTGAGCGAGGCCAGCACC
TAAGCAGCTGCTCCGCTGACCTTAAAGACATCCTGAGCGAGGCCAGCACC
TAAGCAGCTGCTCCGCTGACCTTAAAGACATCCTGAGCGAGGCCAGCACC

LR R R R R R R R R R S

I Sense AR exon 1 (Watson. 2010) I

ATGCAACTCCTTCAGCAACAGCAGCAGGAAGCAGTATCCGAAGGCAGCAG
ATGCAACTCCTTCAGCAACAGCAGCAGGAAGCAGTATCCGAAGGCAGCAG
ATGCAACTCCTTCAGCAACAGCAGCAGGAAGCAGTATCCGAAGGCAGCAG
ATGCAACTCCTTCAGCAACAGCAGCAGGAAGCAGTATCCGAAGGCAGCAG
ATGCAACTCCTTCAGCAACAGCAGCAGGAAGCAGTATCCGAAGGCAGCAG

hhkhkrhkkhkrhkhkhkrhkhkhkrhkkhkrhkkhkhkhkkhkhrkhkhkrhkhkkhkhkhkkrhkhkkrhkhkkxkk*x

562
562
562
562
1350

612
612
612
609
1385

662
662
662
659
1435

712
712
712
709
1485

762
762
762
759
1535

812
812
812
809
1585

862
862
862
859
1635

912
912
912
909
1685

962
962
962
959
1735

76



gil224181619|gb|FJ235919.1|
gi|224181621|gb|FJ235920.1
gi|224181613|gb|FJ235916.1]|
gi|224181615|gb|FJ235917.1]|
gi121322251 | ref|NM 000044 .2 |

911224181619 |gb|FJ235919.1|
gi 224181621 |gb|FJ235920.1|
gi|224181613|gb|FJ235916.1|
9i1224181615|gb|FJ235917.1|
91121322251 |ref |NM_000044.2]

gi1224181619|gb|FJ235919.1
gi|224181621 |gb|FJ235920.1|
gi|224181613|gb|FJ235916.1
gi|224181615|gb|FJ235917.1|
91121322251 |ref |NM_000044.2]

gi|224181619|gb|FJ235919.1|
911224181621 |gb|FJ235920.1|
9i1224181613|gb|FJ235916.1|
gi|224181615|gb|FJ235917.1|
91121322251 |ref |NM_000044.2 |

gil224181619|gb|FJ235919.1]
911224181621 |gb|FJ235920.1
911224181613 |gb|FJ235916.1|
gi|224181615|gb|FJ235917.1|
gi121322251 | ref|NM_000044.2 |

911224181619 |gb|FJ235919.1|
gi|224181621|gb|FJ235920.1|
gil224181613|gb|FJ235916.1|
gil224181615|gb|FJ235917.1|
gi121322251 | ref|NM 000044.2 |

gi1224181619|gb|FJ235919.1|
gi|224181621|gb|FJ235920.1|
gil224181613|gb|FJ235916.1]
gi|224181615|gb|FJ235917.1|
gi121322251 | ref|NM_000044.2 |

911224181619|gb|FJ235919.1|
911224181621 |gb|FJ235920.1|
9i1224181613|gb|FJ235916.1|
9i1224181615|gb|FJ235917.1|
91121322251 |ref |NM_000044.2 |

gi|224181619|gb|FJ235919.1|
911224181621 |gb|FJ235920.1|
gil224181613|gb|FJ235916.1|
gi|224181615|gb|FJ235917.1|
gi121322251 | ref|NM 000044 .2 |

CAGCGGGAGAGCGAGGGAGGCCTCGGGGGCTCCCACTTCCTCCAAGGACA
CAGCGGGAGAGCGAGGGAGGCCTCGGGGGCTCCCACTTCCTCCAAGGACA
CAGCGGGAGAGCGAGGGAGGCCTCGGGGGCTCCCACTTCCTCCAAGGACA
CAGCGGGAGAGCGAGGGAGGCCTCGGGGGCTCCCACTTCCTCCAAGGACA
CAGCGGGAGAGCGAGGGAGGCCTCGGGGGCTCCCACTTCCTCCAAGGACA

R R R R R R R R

ATTACTTAGGGGGCACTTCGACCATTTCTGACAACGCCAAGGAGTTGTGT
ATTACTTAGGGGGCACTTCGACCATTTCTGACAACGCCAAGGAGTTGTGT
ATTACTTAGGGGGCACTTCGACCATTTCTGACAACGCCAAGGAGTTGTGT
ATTACTTAGGGGGCACTTCGACCATTTCTGACAACGCCAAGGAGTTGTGT
ATTACTTAGGGGGCACTTCGACCATTTCTGACAACGCCAAGGAGTTGTGT

hhkhkrhkkhkrhkhkhkrhkhkhkrhkhkhkrhkhkhkrhkhkhrkhkhkrhkhkhkhkhkhkkhkrhkhkkrhkhkkxkk*k

I Antisense AR exon 1l(Watson. 2010) I

AAGGCAGTGTCGGTGTCCATGGGCCTGGGTGTGGAGGCGTTGGAGCATCT
AAGGCAGTGTCGGTGTCCATGGGCCTGGGTGTGGAGGCGTTGGAGCATCT
AAGGCAGTGTCGGTGTCCATGGGCCTGGGTGTGGAGGCGTTGGAGCATCT
AAGGCAGTGTCGGTGTCCATGGGCCTGGGTGTGGAGGCGTTGGAGCATCT
AAGGCAGTGTCGGTGTCCATGGGCCTGGGTGTGGAGGCGTTGGAGCATCT

hhkhkrhkkhkrhkkhkrhkhkhkrhkkhkrhkkhkrhkhkhkhkhkkhkrkhkhkhkrhkhkhkhkhkkhkhkhkkxkk*k

GAGTCCAGGGGAACAGCTTCGGGGGGATTGCATGTACGCCCCACTTTTGG
GAGTCCAGGGGAACAGCTTCGGGGGGATTGCATGTACGCCCCACTTTTGG
GAGTCCAGGGGAACAGCTTCGGGGGGATTGCATGTACGCCCCACTTTTGG
GAGTCCAGGGGAACAGCTTCGGGGGGATTGCATGTACGCCCCACTTTTGG
GAGTCCAGGGGAACAGCTTCGGGGGGATTGCATGTACGCCCCACTTTTGG

LR R RS S SRS S SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SRS

GAGTTCCACCCGCTGTGCGTCCCACTCCTTGTGCCCCATTGGCCGAATGC
GAGTTCCACCCGCTGTGCGTCCCACTCCTTGTGCCCCATTGGCCGAATGC
GAGTTCCACCCGCTGTGCGTCCCACTCCTTGTGCCCCATTGGCCGAATGC
GAGTTCCACCCGCTGTGCGTCCCACTCCTTGTGCCCCATTGGCCGAATGC
GAGTTCCACCCGCTGTGCGTCCCACTCCTTGTGCCCCATTGGCCGAATGC

KA AR KR A A AR A A KRR A AR KA AR KA AR K AA R KA AR KA AR A A AR I A AR KA AR h K

AAAGGTTCTCTGCTAGACGACAGCGCAGGCAAGAGCACTGAAGATACTGC
AAAGGTTCTCTGCTAGACGACAGCGCAGGCAAGAGCACTGAAGATACTGC
AAAGGTTCTCTGCTAGACGACAGCGCAGGCAAGAGCACTGAAGATACTGC
AAAGGTTCTCTGCTAGACGACAGCGCAGGCAAGAGCACTGAAGATACTGC
AAAGGTTCTCTGCTAGACGACAGCGCAGGCAAGAGCACTGAAGATACTGC

LR RS S S RS SRR R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SRS

TGAGTATTCCCCTTTCAAGGGAGGTTACACCAAAGGGCTAGAAGGCGAGA
TGAGTATTCCCCTTTCAAGGGAGGTTACACCAAAGGGCTAGAAGGCGAGA
TGAGTATTCCCCTTTCAAGGGAGGTTACACCAAAGGGCTAGAAGGCGAGA
TGAGTATTCCCCTTTCAAGGGAGGTTACACCAAAGGGCTAGAAGGCGAGA
TGAGTATTCCCCTTTCAAGGGAGGTTACACCAAAGGGCTAGAAGGCGAGA

KA AR KR A AR KR A AR KA AR KR A AR KA AR KA AR KA AR KA AR A A AR A A AR KA AR XK

GCCTAGGCTGCTCTGGCAGCGCTGCAGCAGGGAGCTCCGGGACACTTGAA
GCCTAGGCTGCTCTGGCAGCGCTGCAGCAGGGAGCTCCGGGACACTTGAA
GCCTAGGCTGCTCTGGCAGCGCTGCAGCAGGGAGCTCCGGGACACTTGAA
GCCTAGGCTGCTCTGGCAGCGCTGCAGCAGGGAGCTCCGGGACACTTGAA
GCCTAGGCTGCTCTGGCAGCGCTGCAGCAGGGAGCTCCGGGACACTTGAA

R L R R R Tk R R R R R

CTGCCGTCTACCCTGTCTCTCTACAAGTCCGGAGCACTGGACGAGGCAGC
CTGCCGTCTACCCTGTCTCTCTACAAGTCCGGAGCACTGGACGAGGCAGC
CTGCCGTCTACCCTGTCTCTCTACAAGTCCGGAGCACTGGACGAGGCAGC
CTGCCGTCTACCCTGTCTCTCTACAAGTCCGGAGCACTGGACGAGGCAGC
CTGCCGTCTACCCTGTCTCTCTACAAGTCCGGAGCACTGGACGAGGCAGC

hhkhkrhkkhkrhkkhkrhkhkhkrhkkhkhkrhkkhkrhkkhkhkhkkrhkhkhkhkhkhkkhkrhkhkhkhkhkkkkk*

1012
1012
1012
1009
1785

1062
1062
1062
1059
1835

1112
1112
1112
1109
1885

1162
1162
1162
1159
1935

1212
1212
1212
1209
1985

1262
1262
1262
1259
2035

1312
1312
1312
1309
2085

1362
1362
1362
1359
2135

1412
1412
1412
1409
2185
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gi|224181619|gb|FJ235919.1|
gi1224181621|gb|FJ235920.1|
gi|224181613|gb|FJ235916.1|
gi|224181615|gb|FJ235917.1|
91121322251 |ref |NM_000044.2 |

gi|224181619|gb|FJ235919.1|
gi|224181621|gb|FJ235920.1|
gi|224181613|gb|FJ235916.1|
gi|224181615|gb|FJ235917.1]|
gi121322251 | ref|NM_000044.2 |

gi|224181619|gb|FJ235919.1]
gi 1224181621 |gb|FJ235920.1|
gi|224181613|gb|FJ235916.1|
gil224181615|gb|FJ235917.1]|
91121322251 |ref |NM_000044.2 |

gi|224181619|gb|FJ235919.1|
gil224181621|gb|FJ235920.1
gi|224181613|gb|FJ235916.1
gi|224181615|gb|FJ235917.1]|
gi121322251 | ref|NM_000044.2 |

gi|224181619|gb|FJ235919.1]
gi|224181621|gb|FJ235920.1]
gi|224181613|gb|FJ235916.1]
gil224181615|gb|FJ235917.1|
gi121322251 | ref|NM_000044.2 |

gi|224181619|gb|FJ235919.1]|
gi|224181621|gb|FJ235920.1
gi|224181613|gb|FJ235916.1|
gil224181615|gb|FJ235917.1]
91121322251 |ref |NM_000044.2 |

gil224181619|gb|FJ235919.1|
gi|224181621|gb|FJ235920.1
gi|224181613|gb|FJ235916.1]|
gi|224181615|gb|FJ235917.1]
gi121322251 | ref|NM_000044.2 |

gi 224181619 |gb|FJ235919.1|
gi 224181621 |gb|FJ235920.1|
gi|224181613|gb|FJ235916.1|
gi|224181615|gb|FJ235917.1|
91121322251 |ref |NM_000044.2 |

gi|224181619|gb|FJ235919.1|
gi|224181621|gb|FJ235920.1|
gi1224181613|gb|FJ235916.1|
gi|224181615|gb|FJ235917.1|
91121322251 |ref |NM_000044.2 |

TGCGTACCAGAGTCGCGACTACTACAACTTTCCACTGGCTCTGGCCGGAC
TGCGTACCAGAGTCGCGACTACTACAACTTTCCACTGGCTCTGGCCGGAC
TGCGTACCAGAGTCGCGACTACTACAACTTTCCACTGGCTCTGGCCGGAC
TGCGTACCAGAGTCGCGACTACTACAACTTTCCACTGGCTCTGGCCGGAC
TGCGTACCAGAGTCGCGACTACTACAACTTTCCACTGGCTCTGGCCGGAC

LRSS SRS S E R SRR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SRS

CGCCGCCCCCTCCGCCGCCTCCCCATCCCCACGCTCGCATCAAGCTGGAG
CGCCGCCCCCTCCGCCGCCTCCCCATCCCCACGCTCGCATCAAGCTGGAG
CGCCGCCCCCTCCGCCGCCTCCCCATCCCCACGCTCGCATCAAGCTGGAG
CGCCGCCCCCTCCGCCGCCTCCCCATCCCCACGCTCGCATCAAGCTGGAG
CGCCGCCCCCTCCGCCGCCTCCCCATCCCCACGCTCGCATCAAGCTGGAG

KA A KA KR KA AR A A KRR A AR KA AR KA AR KA AR I AA R KA AR A A AR A A AR KA AR AKX

AACCCGCTGGACTACGGCAGCGCCTGGGCGGCTGCGGCGGCGCAGTGCCG
AACCCGCTGGACTACGGCAGCGCCTGGGCGGCTGCGGCGGCGCAGTGCCG
AACCCGCTGGACTACGGCAGCGCCTGGGCGGCTGCGGCGGCGCAGTGCCG
AACCCGCTGGACTACGGCAGCGCCTGGGCGGCTGCGGCGGCGCAGTGCCG
AACCCGCTGGACTACGGCAGCGCCTGGGCGGCTGCGGCGGCGCAGTGCCG

LRSS E R SRR EEEEEEEEEEEEEREEEEEEEEEEEEEE SRS

CTATGGGGACCTGGCGAGCCTGCATGGCGCGGGTGCAGCGGGACCCGGTT
CTATGGGGACCTGGCGAGCCTGCATGGCGCGGGTGCAGCGGGACCCGGTT
CTATGGGGACCTGGCGAGCCTGCATGGCGCGGGTGCAGCGGGACCCGGTT
CTATGGGGACCTGGCGAGCCTGCATGGCGCGGGTGCAGCGGGACCCGGTT
CTATGGGGACCTGGCGAGCCTGCATGGCGCGGGTGCAGCGGGACCCGGTT

KA AR KA AR KR A AR KR A AR KA AR KA AR KA AA KNI AR R I A AR A A AR A A AR KA AR x K

CTGGGTCACCCTCAGCCGCCGCTTCCTCATCCTGGCACACTCTCTTCACA
CTGGGTCACCCTCAGCCGCCGCTTCCTCATCCTGGCACACTCTCTTCACA
CTGGGTCACCCTCAGCCGCCGCTTCCTCATCCTGGCACACTCTCTTCACA
CTGGGTCACCCTCAGCCGCCGCTTCCTCATCCTGGCACACTCTCTTCACA
CTGGGTCACCCTCAGCCGCCGCTTCCTCATCCTGGCACACTCTCTTCACA

R L R R R R R R

GCCGAAGAAGGCCAGTTGTATGGACCGTGTGGTGGTGGTGGGGGTGGTGG
GCCGAAGAAGGCCAGTTGTATGGACCGTGTGGTGGTGGTGGGGGTGGTGG
GCCGAAGAAGGCCAGTTGTATGGACCGTGTGGTGGTGGTGGGGGTGGTGG
GCCGAAGAAGGCCAGTTGTATGGACCGTGTGGTGGTGGTGGGGGTGGTGG
GCCGAAGAAGGCCAGTTGTATGGACCGTGTGGTGGTGGTGGGGGTGGTGG

KA KK KR A AR KA AR KA AR KA AR KA AAKR KA AA R I AR R I A AR I A AR A A AR A A AR Ak

CGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCEGLCE————— === ==~
CGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGLCE————————————
CGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGLGGCGELCE————————————
CGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGLCE—————— === ==~
CGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGLGGLG

R R R R

AGGCGGGAGCTGTAGCCCCCTACGGCTACACTCGGCCCCCTCAGGGGCTG
AGGCGGGAGCTGTAGCCCCCTACGGCTACACTCGGCCCCCTCAGGGGCTG
AGGCGGGAGCTGTAGCCCCCTACGGCTACACTCGGCCCCCTCAGGGGCTG
AGGCGGGAGCTGTAGCCCCCTACGGCTACACTCGGCCCCCTCAGGGGCTG
AGGCGGGAGCTGTAGCCCCCTACGGCTACACTCGGCCCCCTCAGGGGCTG

hhkhkrhkhkhkrhkhkhkrhkhkhkrhkhkhkrhkhkhkrhkhkhhkhkhkrhkhkhkrhkhkkrhkhkhkrhkhkkrxkk*k

GCGGGCCAGGAAAGCGACTTCACCGCACCTGATGTGTGGTACCCTGGCGG
GCGGGCCAGGAAAGCGACTTCACCGCACCTGATGTGTGGTACCCTGGCGG
GCGGGCCAGGAAAGCGACTTCACCGCACCTGATGTGTGGTACCCTGGCGG
GCGGGCCAGGAAAGCGACTTCACCGCACCTGATGTGTGGTACCCTGGCGG
GCGGGCCAGGAAAGCGACTTCACCGCACCTGATGTGTGGTACCCTGGCGG

KA KA KR A A AR A A AR A AR KR A AR KA AR KA AR KA AR KA AR KA AR A A AR KA AR XK

1462
1462
1462
1459
2235

1512
1512
1512
1509
2285

1562
1562
1562
1559
2335

1612
1612
1612
1609
2385

1662
1662
1662
1659
2435

1712
1712
1712
1709
2485

1750
1750
1750
1747
2535

1800
1800
1800
1797
2585

1850
1850
1850
1847
2635

78



gi|224181619|gb|FJ235919.1]|
gi|224181621|gb|FJ235920.1
gi|224181613|gb|FJ235916.1]|
gi|224181615|gb|FJ235917.1]
gi[21322251 |ref |NM_000044.2 |

gil224181619|gb|FJ235919.1]|
gil224181621|gb|FJ235920.1
gi|224181613|gb|FJ235916.1]
gi|224181615|gb|FJ235917.1]
gi121322251 | ref|NM _000044.2 |

gi|224181619|gb|FJ235919.1|
gi|224181621|gb|FJ235920.1|
gi|224181613|gb|FJ235916.1|
gi|224181615|gb|FJ235917.1|
91121322251 |ref |NM_000044.2 |

911224181619 |gb|FJ235919.1|
gi|224181621 |gb|FJ235920.1|
gi|224181613|gb|FJ235916.1|
gi|224181615|gb|FJ235917.1|
91121322251 |ref |NM_000044.2]

gi|224181619|gb|FJ235919.1]|
gi|224181621|gb|FJ235920.1
gi|224181613|gb|FJ235916.1|
gil224181615|gb|FJ235917.1|
gi[21322251 |ref |NM_000044.2 |

gi|224181619|gb|FJ235919.1|
gi 224181621 |gb|FJ235920.1|
gi|224181613|gb|FJ235916.1|
gi|224181615|gb|FJ235917.1|
91121322251 |ref |NM_000044.2 |

gi|224181619|gb|FJ235919.1|
911224181621 |gb|FJ235920.1 |
9i1224181613|gb|FJ235916.1|
gi|224181615|gb|FJ235917.1|
91121322251 |ref |NM_000044.2 |

gi|224181619|gb|FJ235919.1]
gil224181621|gb|FJ235920.1
gil224181613|gb|FJ235916.1]
gi|224181615|gb|FJ235917.1|
gi121322251 | ref|NM_000044.2 |

gi|224181619|gb|FJ235919.1]
gi1]224181621|gb|FJ235920.1]
gi|224181613|gb|FJ235916.1]|
gi|224181615|gb|FJ235917.1]|
gi|21322251|ref|NM 000044.2]

CATGGTGAGCAGAGTGCCCTATCCCAGTCCCACTTGTGTCAAAAGCGAAA
CATGGTGAGCAGAGTGCCCTATCCCAGTCCCACTTGTGTCAAAAGCGAAA
CATGGTGAGCAGAGTGCCCTATCCCAGTCCCACTTGTGTCAAAAGCGAAA
CATGGTGAGCAGAGTGCCCTATCCCAGTCCCACTTGTGTCAAAAGCGAAA
CATGGTGAGCAGAGTGCCCTATCCCAGTCCCACTTGTGTCAAAAGCGAAA

hhkhkrhkkhkrhkkhkrhkhkhkrhkhkhkrhkhkhkrhkhkhkrhkhkhkrhkkhkhkrhkhkhkhkhkkhkhkhkkkkk*k

TGGGCCCCTGGATGGATAG TTTG
TGGGCCCCTGGATGGATAG TTTG
TGGGCCCCTGGATGGATAG TTTG
TGGGCCCCTGGATGGATAG TTTG
TGGGCCCCTGGATGGATAG TTTG

LR RS S S RS SE SRR EEE R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE S

GAGACTGCCAGGGACCATGTTTTGCCCATTGACTATTACTTTCCACCCCA
GAGACTGCCAGGGACCATGTTTTGCCCATTGACTATTACTTTCCACCCCA
GAGACTGCCAGGGACCATGTTTTGCCCATTGACTATTACTTTCCACCCCA
GAGACTGCCAGGGACCATGTTTTGCCCATTGACTATTACTTTCCACCCCA
GAGACTGCCAGGGACCATGTTTTGCCCATTGACTATTACTTTCCACCCCA

KA KRR A AR KR A A KRR A AR KA AR KA AR KA AR KA AR KA AR KA AR A A AR KA AR * K

1900
1900
1900
1897
2685

1950
1950
1950
1947
2735

2000
2000
2000
1997
2785

I Sense P3 (AR3) (Hu. 2009)

GAAGACCTGCCTGATCTGTGGAGATGAAGCTTCTGGGTGTCACTATGGAG
GAAGACCTGCCTGATCTGTGGAGACGAAGCTTCTGGGTGTCACTATGGAG
GAAGACCTGCCTGATCTGTGGAGATGAAGCTTCTGGGTGTCACTATGGAG
GAAGACCTGCCTGATCTGTGGAGATGAAGCTTCTGGGTGTCACTATGGAG
GAAGACCTGCCTGATCTGTGGAGATGAAGCTTCTGGGTGTCACTATGGAG

hhkhkrhkkhkrhkkhkrhkhkhkrhkkhkhkrhkkhkhkdx ,hkhkhkkrhkhkkhkrhkhkkrhkhkkrhkhkkxkkx

CTCTCACATGTGGAAGCTGCAAGGTCTTCTTCAAAAGAGCCGCTGAAGGG
CTCTCACATGTGGAAGCTGCAAGGTCTTCTTCAAAAGAGCCGCTGAAGG-
CTCTCACATGTGGAAGCTGCAAGGTCTTCTTCAAAAGAGCCGCTGAAGG-
CTCTCACATGTGGAAGCTGCAAGGTCTTCTTCAAAAGAGCCGCTGAAGG-
CTCTCACATGTGGAAGCTGCAAGGTCTTCTTCAAAAGAGCCGCTGAAGG-

R R R RS SRS R SRR R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE SR

AAACAGAAGTACCTGTGCGCCAGCAGAAATGATTGCACTATTGATAAATT

AATCATCA
———————————————— ATTTTTCAGAATGAACAAATTAAAAGAATCATCA

Sense AR5/6 (Hillebrand. 2013) I

GACACTAACCCCAAGCCATACTGCATGGCAGCACCAATGGGACTGACAGA
GACACTAACCCCAAGCCATACTGCATGGCAGCACCAATGGGACTGACAGA

2050
2050
2050
2047
2835

2100
2099
2099
2096
2884

2150

2200

2250

2133

2300
2183
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gi|224181619|gb|FJ235919.
gi|224181621|gb|FJ235920.
gi|224181613|gb|FJ235916.
gi|224181615|gb|FJ235917.

1]
1]
1]
1]

gi[21322251 |ref|NM 000044.2]

gi|224181619|gb|FJ235919.
911224181621 |gb|FJ235920.
9i1224181613|gb|FJ235916.
gi1224181615|gb|FJ235917.

1]
1]
1]
1]

gi|21322251|ref|NM 000044.2]

gi|224181619|gb|FJ235919.
gi|224181621|gb|FJ235920.
gi|224181613|gb|FJ235916.
gi|224181615|gb|FJ235917.

1]
1]
1]
1]

gi|21322251|ref|NM _000044.2]

gi|224181619|gb|FJ235919.
gi1224181621|gb|FJ235920.
gi1224181613|gb|FJ235916.
gi|224181615|gb|FJ235917.

1]
1]
1]
1]

gi|21322251 |ref|NM 000044.2]

9i1224181619|gb|FJ235919.
gi1224181621|gb|FJ235920.
gi|224181613|gb|FJ235916.
gi|224181615|gb|FJ235917.

1]
1]
1]
1]

gi|21322251|ref|NM 000044.2]

gil224181619|gb|FJ235919.
gil224181621|gb|FJ235920.
gil224181613|gb|FJ235916.
gi|224181615|gb|FJ235917.

gi|21322251|ref|NM 000044.2]

911224181619 |gb|FJ235919.
gi|224181621|gb|FJ235920.
gi|224181613|gb|FJ235916.
gi|224181615|gb|FJ235917.

1]
1]
1]
1]

gi|21322251|ref|NM _000044.2]

9i1224181619|gb|FJ235919.
911224181621 |gb|FJ235920.
gi|224181613|gb|FJ235916.
gi|224181615|gb|FJ235917.

gi|21322251|ref|NM 000044.2]

911224181619 |gb|FJ235919.
gi|224181621|gb|FJ235920.
gi|224181613|gb|FJ235916.
gi|224181615|gb|FJ235917.

1]
1]
1]
1]

gi|21322251 |ref|NM 000044.2]

AAACAACAGAAATAGGAAGAAATCCTACAGAGAAACAAACTTGAAAGCTG
AAACAACAGAAATAGGAAGAAATCCTACAGAGAAACAAACTTGAAAGCTG

TCTCATGGCCTTTGAATCATACTTAAGTTTTATGATGGAAGGATACGACT
TCTCATGGCCTTTGAATCATACTTAAGTTTTATGATGGAAGGATACGACT

I Antisense AR5/6 (Hillebrand.2013) I

ATGAAGAAAGACACAGAGCAACATCAGACAGTCAAGAATTTCAGAGCCAG
ATGAAGAAAGACACAGAGCAACATCAGACAGTCAAGAATTTCAGAGCCAG

CTGGCATGCAGTGGACCTCATGCCAGCCCATTTTATGACTATTTAGGGAA
CTGGCATGCAGTGGACCTCATGCCAGCCCATTTTATGACTATTTAGGGAG

ACAGAAGTACCTGTGCGCCAGCAGAAATGATTGCACTATTGATAAATTCC
ACAGAAGTACCTGTGCGCCAGCAGAAATGATTGCACTATTGATAAATTCC
ACAGAAGTACCTGTGCGCCAGCAGAAATGATTGCACTATTGATAAATTCC
ACAGAAGTACCTGTGCGCCAGCAGAAATGATTGCACTATTGATAAATTCC
ACAGAAGTACCTGTGCGCCAGCAGAAATGATTGCACTATTGATAAATTCC

R L R R R kR R R R

2350
2233

2400
2283

2450
2333

2500
2383
2102
2099
2887

2550
2433
2152
2149
2937

I Sense P6 (AR4) / P7 (AR3) (Hu. 2009) I

GAAGGAAAAATTGTCCATCTTGTCGTCTTCGGAAATGTTATGAAGCAGGG
GAAGGAAAAATTGTCCATCTTGTCGTCTTCGGAAATGTTATGAAGCAGGG
GAAGGAAAAATTGTCCATCTTGTCGTCTTCGGAAATGTTATGAAGCAGGG
GAAGGAAAAATTGTCCATCTTGTCGTCTTCGGAAATGTTATGAAGCAGGG
GAAGGAAAAATTGTCCATCTTGTCGTCTTCGGAAATGTTATGAAGCAGGG

LR R R R R R R R R R R S

ATGACTCT ATTGCAAGCATCTCAAAAT
GTGACTCT ATTGCAAGCATCTCAAAAT
ATGACTCT ATTGCAAGCATCTCAAAAT
ATGACTCTGGGAG- === === = ——mm—m—m— e m e mm—mmmm
ATGACTCTGGGAG--——--— CCCGGA-—---- AGCTG-AAGAAACTTG--GT

* ok k ok ok k ok ok ok ok kK

I Antisense P5 (AR3) / P7 (AR3) (Hu. 2009) I

GACCAGACCCTGAAGAAAGGCTGACTTGCCTCATTCAAAATGAGGGCTCT
GACCAGACCCTGAAGARAAGGCTGACTTGCCTCATTCAAAATGAGGGCTCT
GACCAGACCCTGAAGAAAGGCTGACTTGCCTCATTCAAAATGAGGGCTCT

AATCTGAAACTACAGGAGGAAGGAGAGGCTTCCAGCACCACCAGCCCCAC

AGAGGGCTCTAGTGGATAGTCTGGAGAAACCTGGCGTCTGAGGCTTAGGA
AGAGGGCTCTAGTGGATAGTCTGGAGAAACCTGGCGTCTGAGGCTTAGGA
AGAGGGCTCTAGTGGATAGTCTGGAGAAACCTGGCGTCTGAGGCTTAGGA

TGAGGAGAC-AACCCAGAAGCTGACAGT

2600
2483
2202
2199
2987

2650
2533
2252
2212
3023

2700
2583
2302
3073
2750
2633
2352

3121

80



gi|224181619|gb|FJ235919.1]
gi|224181621|gb|FJ235920.1
gi|224181613|gb|FJ235916.1|
gil224181615|gb|FJ235917.1]|
gi121322251 | ref|NM _000044.2 |

gi|224181619|gb|FJ235919.1|
911224181621 |gb|FJ235920.1 |
9i1224181613|gb|FJ235916.1|
gi|224181615|gb|FJ235917.1|
91121322251 |ref |NM_000044.2 |

gi|224181619|gb|FJ235919.1|
gi|224181621|gb|FJ235920.1
gi|224181613|gb|FJ235916.1|
gi|224181615|gb|FJ235917.1|
gi121322251 |ref |NM_000044.2 |

gi|224181619|gb|FJ235919.1]
911224181621 |gb|FJ235920.1
gi|224181613|gb|FJ235916.1|
gil224181615|gb|FJ235917.1|
gi121322251 | ref|NM_000044.2 |

gi|224181619|gb|FJ235919.1|
gil224181621|gb|FJ235920.1|
gil224181613|gb|FJ235916.1|
gi|224181615|gb|FJ235917.1]|
gi121322251 | ref|NM _000044.2 |

gi|224181619|gb|FJ235919.1|
911224181621 |gb|FJ235920.1 |
9i1224181613|gb|FJ235916.1|
gi|224181615|gb|FJ235917.1|
91121322251 |ref |NM _000044.2]

gi|224181619|gb|FJ235919.1]|
gi|224181621|gb|FJ235920.1|
gi|224181613|gb|FJ235916.1|
gi|224181615|gb|FJ235917.1]|
gi121322251 | ref|NM _000044.2 |

gi|224181619|gb|FJ235919.1|
gi1224181621|gb|FJ235920.1|
911224181613 |gb|FJ235916.1|
gil224181615|gb|FJ235917.1|
91121322251 |ref |NM_000044.2 |

*

911224181619 |gb|FJ235919.1|
gi|224181621 |gb|FJ235920.1|
gi|224181613|gb|FJ235916.1|
gi|224181615|gb|FJ235917.1|
91121322251 |ref |NM_000044.2]

GCTTAGGTTTTTGCTCCTCAACACAGACTTTGACGT--TGGGGTTGGGGG
GCTTAGGTTTTTGCTCCTCAACACAGACTTTGACGT--TGGGGTTGGGGG
GCTTAGGTTTTTGCTCCTCAACACAGACTTTGACGT--TGGGGTTGGGGG

ATCTTTCTGAAT---GTCCTGGAAGCCATTGAGCCAGGTG

I Sense AR3/5/6 (Hillebrand. 2013) I

CTAC-TCTCTTGATTGCTGACTCCCTCCAGCGGGAC-—————— CAATAGT
CTAC-TCTCTTGATTGCTGACTCCCTCCAGCGGGAC--——-——~ CAATAGT
CTAC-TCTCTTGATTGCTGACTCCCTCCAGCGGGAC--—--—~ CAATAGT

TAGTGTGTGCTGGACAC-GACAACAACCAGCCCGACTCCTTTGCAGCCTT

* Kk kK

GTTTTCCTACCTCACAGGGATGTTGTGAGGACGGGCTGTAGAAGTAAT-—
GTTTTCCTACCTCACAGGGATGTTGTGAGGACGGGCTGTAGAAGTAAT -~
GTTTTCCTACCTCACAGGGATGTTGTGAGGACGGGCTGTAGAAGTAAT -~

GCTCTCTAGCCTCAATGAACTGGGAGAGAGACAGCTTGTACACGTGGTCA

* %

I Antisense AR3/5/6 (Hillebrand, 2013) “

AGTGGTTACCA----CTCATGTAGTTGTGAGTATCATGATTAT-TGTTTC
AGTGGTTACCA----CTCATGTAGTTGTGAGTATCATGATTAT-TGTTTC
AGTGGTTACCA----CTCATGTAGTTGTGAGTATCATGATTAT-TGTTTC

AGTGG--GCCAAGGCCTTGCCTGGCT-TCCGCAAC----TTACACGTGGA

* %

CTGTAATGTGGCTTGGCATTGGCAAAGTGCTTTTTGATTGTTCTTGATCA
CTGTAATGTGGCTTGGCATTGGCAAAGTGCTTTTTGATTGTTCTTGATCA
CTGTAATGTGGCTTGGCATTGGCAAAGTGCTTTTTGATTGTTCTTGATCA

CGACCAGATGGCT-GTCATT----CAGTACTCCTGGATGGGGCTC-ATGG

CATATGATGGGGGCCAGGCAC---TGACTCAGGCGGATGCAGTGAAGCTC
CATATGATGGGGGCCAGGCAC---TGACTCAGGCGGATGCAGTGAAGCTC
CATATGATGGGGGCCAGGCAC---TGACTCAGGCGGATGCAGTGAAGCTC

TGTTTGCCATGGGCTGGCGATCCTTCACCAATGTCAACTCCAGGATGCTC

TGGCTCAGTC---GCTTGCTTTTCGTGGTGTGCTGCCAGGAAGAAACTTT
TGGCTCAGTC---GCTTGCTTTTCGTGGTGTGCTGCCAGGAAGAAACTTT
TGGCTCAGTC---GCTTGCTTTTCGTGGTGTGCTGCCAGGAAGAAACTTT
——————————————————————————————————————— TT
TACTTCGCCCCTGATCTGGTTTTCAATGAGTACCGC-ATGCACAAGTCCC

* Kk *

GCTGATGGG-ACTCAAGGTGTCACCTTGGACAAGAAGCAACTGTGTCTGT
GCTGATGGG-ACTCAAGGTGTCACCTTGGACAAGAAGCAACTGTGTCTGT
GCTGATGGG-ACTCAAGGTGTCACCTTGGACAAGAAGCAACTGTGTCTGT

G-———m——m—m——— AGGGTGT----TTGGA-—————————————--—- GT
G--GATGTACAGCCAGTGTGTC----CGAAT--GAGGCACCT----CTCT
* * * Kk kK * K

I Sense AR4 (Hillebrand. 2013) I

CTGAGGTTCCTGTGGCCATCTTTATTTGTGTATTAGGCAATTCGTATTTC
CTGAGGTTCCTGTGGCCATCTTTATTTGTGTATTAGGCAATTCGTATTTC
CTGAGGTTCCTGTGGCCATCTTTATTTGTGTATTAGGCAATTCGTATTTC
CTCAGA----- ATGGCT-—————————————— - ———————————————
CAAGAGTTTGGATGGCT---CCAAATCACCCCCCAGG-AATTCCTGTG--

* * kK x

2798
2681
2400

3168

2840
2723
2442
2216
3217

2888
2771
2490
2222
3267

2933
2816
2535
2228
3310

2983
2866
2585
2229
3354

3030
2913
2632

3404

3077
2960
2679
2240
3453

3126
3009
2728
2255
3491

3176
3059
2778
2267
3535
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gi|224181619|gb|FJ235919.1|
911224181621 |gb|FJ235920.1|
gil224181613|gb|FJ235916.1|
gi|224181615|gb|FJ235917.1|
91121322251 |ref |NM_000044.2 |

911224181619|gb|FJ235919.1|
gil224181621|gb|FJ235920.1|
gil224181613|gb|FJ235916.1|
gi|224181615|gb|FJ235917.1|
91121322251 |ref |NM_000044.2 |

gi|224181619|gb|FJ235919.1
gil224181621|gb|FJ235920.1
gil224181613|gb|FJ235916.1
gi|224181615|gb|FJ235917.1]|
gi121322251 | ref|NM_000044.2 |

911224181619 |gb|FJ235919.1|
gi|224181621 |gb|FJ235920.1|
gi|224181613|gb|FJ235916.1|
gi|224181615|gb|FJ235917.1|
91121322251 |ref |NM_000044.2 |

gi|224181619|gb|FJ235919.1]|
gi 1224181621 |gb|FJ235920.1|
gi|224181613|gb|FJ235916.1|
gi|224181615|gb|FJ235917.1|
91121322251 |ref |NM_000044.2 |

gi1224181619|gb|FJ235919.1|
gi|224181621|gb|FJ235920.1|
gi|224181613|gb|FJ235916.1]|
gi|224181615|gb|FJ235917.1|
91121322251 |ref |NM_000044.2 |

gi|224181619|gb|FJ235919.1|
gi (224181621 |gb|FJ235920.1|
gi|224181613|gb|FJ235916.1|
gi|224181615|gb|FJ235917.1|
91121322251 |ref |NM_000044.2 |

gil224181619|gb|FJ235919.1]
gil224181621|gb|FJ235920.1
gi|224181613|gb|FJ235916.1]
gi|224181615|gb|FJ235917.1]|
gi121322251 | ref|NM_000044.2 |

911224181619 |gb|FJ235919.1|
gi|224181621 |gb|FJ235920.1|
gi|224181613|gb|FJ235916.1|
9i1224181615|gb|FJ235917.1|
91121322251 |ref |NM_000044.2]

CCCCTTAGG---TTCTAGCCTTCTGGATC---CCAGCCAGTGACCTAGAT
CCCCTTAGG---TTCTAGCCTTCTGGATC---CCAGCCAGTGACCTAGAT
CCCCTTAGG---TTCTAGCCTTCTGGATC---CCAGCCAGTGACCTAGAT
-TCCTTAAA---GACTA-CCTTCAGACTC---TCAGCT--—--———-———-—
-CATGAAAGCACTGCTACTCTTCAGCATTATTCCAGTGGATGGGCTGAAA

* * Kk *k kK Kk * * kK

3220
3103
2822
2297
3584

I Antisense P6 / P4 (AR4) (Hu. 2009) I

CTTAGCCTCAGGCCCTGTCACTGAGCT--GAAGGTAGTAGCTGATCCACA
CTTAGCCTCAGGCCCTGTCACTGAGCT--GAAGGTAGTAGCTGATCCACA
CTTAGCCTCAGGCCCTGTCACTGAGCT--GAAGGTAGTAGCTGATCCACA
——————————————————————————————————————— GCTCATCCACA
—-—--AATCAAAAATTCTTTGA-TGAACTTCGAA-———-—-—-——— TGAACTACA

* kK ok kKK

GAAGTTCAGTAAACAAGGACCAGATTTCTGCTTCTCCAGGAGAAGAAGCC
GAAGTTCAGTAAACAAGGACCAGATTTCTGCTTCTCCAGGAGAAGAAGCC
GAAGTTCAGTAAACAAGGACCAGATTTCTGCTTCTCCAGGAGAAGAAGCC

* K * Kk K

AGCCAACCCCTCTCTTCAAACACACTGAGAGACTACAGTCCGACTTTCCC
AGCCAACCCCTCTCTTCAAACACACTGAGAGACTACAGTCCGACTTTCCC
AGCCAACCCCTCTCTTCAAACACACTGAGAGACTACAGTCCGACTTTCCC

3268
3151
2870
2308
3621

3318
3201
2920
2319
3663

3368
3251
2970
2333
3699

* * %

Antisense AR4 (Hillebrand, 2013)

TCTTACATCTAGCCTTACTGTAGCCACACTCCTTGATTGCTCTCTCACAT
TCTTACATCTAGCCTTACTGTAGCCACACTCCTTGATTGCTCTCTCACAT
TCTTACATCTAGCCTTACTGTAGCCACACTCCTTGATTGCTCTCTCACAT

—-—-—AGCTCCTGGACTCCGTGCAGCC-TATTGCGAGAGAGCTGCATCAGTT

* x

CACATGCTTCTCTTCATCAGTTG--TAAGCCTCTCATTCTTCTCCCAAGC
CACATGCTTCTCTTCATCAGTTG--TAAGCCTCTCATTCTTCTCCCAAGC
CACATGCTTCTCTTCATCAGTTG--TAAGCCTCTCATTCTTCTCCCAAGC

* * x

—-CAGACTCAAATATTGTATTGATGTCAAAGAAGAATCACTTAGAGTTTGG
-CAGACTCAAATATTGTATTGATGTCAAAGAAGAATCACTTAGAGTTTGG
—-CAGACTCAAATATTGTATTGATGTCAAAGAAGAATCACTTAGAGTTTGG

AA-TATCTTGTTCTCTCTCTGC--—--- TCCATAGCTTCCATATTGACACC
AA-TATCTTGTTCTCTCTCTGC----— TCCATAGCTTCCATATTGACACC
AA-TATCTTGTTCTCTCTCTGC-——-- TCCATAGCTTCCATATTGACACC

AAGTGCCCAAGATCCTTTCTGGGAAAGTCAAGCCCATCTATTTCCACACC

* * * * *

AGTTTCTTTCTAGTGGAGAAGTGGAG--TCTGTGAAGCCAGGGAAACACA
AGTTTCTTTCTAGTGGAGAAGTGGAG--TCTGTGAAGCCAGGGAAACACA
AGTTTCTTTCTAGTGGAGAAGTGGAG--TCTGTGAAGCCAGGGAAACACA
——————————————————————————————————————————— AAAC-CA
—————————— CAGTGAAGCATTGGAAACCCTATTTCCCCACCCCAGCTCA

* ok kK

3418
3301
3020
2338
3745

3466
3349
3068
2346
3782

3515
3398
3117

3822

3559
3442
316l
2357
3872

3607
3490
3209
2363
3912
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gi]224181619|gb|FJ235919.1]
gi]224181621|gb|FJ235920.1]
gi|224181613|gb|FJ235916.1|
gi]224181615|gb|FJ235917.1]
gil121322251 |ref|NM 000044.2]

gi 224181619 gb|FJ235919.1
gi|224181621|gb|FJ235920.1|
9i|224181613|gb|FJ235916.1|
gi|224181615|gb|FJ235917.1|
91121322251 |ref|NM_000044.2 |

gi]224181619|gb|FJ235919.1]
gi]224181621|gb|FJ235920.1]
gi|224181613|gb|FJ235916.1|
gi]224181615|gb|FJ235917.1]
gi121322251 |ref|NM 000044.2]

gi 224181619 gb|FJ235919.1
gi]224181621|gb|FJ235920.1
gi|224181613|gb|FJ235916.1 |
gi|224181615|gb|FJ235917.1
gi 21322251 | ref |NM_000044.2|

gi|224181619|gb|FJ235919.1|
gi 224181621 |gb|FJ235920.1|
gi|224181613|gb|FJ235916.1|
gi|224181615|gb|FJ235917.1|
91121322251 |ref |NM_000044.2 |

911224181619 gb|FJ235919.1]
911224181621 |gb|FJ235920.1]
gi]224181613|gb|FJ235916.1|
gi]224181615|gb|FJ235917.1]|
gi 121322251 |ref |NM_000044.2|

9i|224181619|gb|FJ235919.1|
gi 1224181621 |gb|FJ235920.1|
gi|224181613|gb|FJ235916.1|
9i|224181615|gb|FJ235917.1|
91121322251 |ref |NM_000044.2 |

911224181619 gb|FJ235919.1]
911224181621 |gb|FJ235920.1]
gi]224181613|gb|FJ235916.1|
gi]224181615|gb|FJ235917.1|
gi121322251 | ref|NM_000044.2 |

gi]224181619|gb|FJ235919.1]
gi]224181621|gb|FJ235920.1]
gi|224181613|gb|FJ235916.1|
gi]224181615|gb|FJ235917.1]
gi121322251 |ref|NM _000044.2]

9i|224181619|gb|FJ235919.1|
911224181621 |gb|FJ235920.1 |
9i|224181613|gb|FJ235916.1|
gi|224181615|gb|FJ235917.1|
gi 21322251 | ref |NM 000044.2 |

CATGTGAGAGTCAGAAGGACTCTCCCTGACTTGCCTGGGGCCTGTCTTTC
CATGTGAGAGTCAGAAGGACTCTCCCTGACTTGCCTGGGGCCTGTCTTTC
CATGTGAGAGTCAGAAGGACTCTCCCTGACTTGCCTGGGGCCTGTCTTTC

TGCCCCCTT-TCAGATGTCTTCTGCCTGTTATAACTCTGCACTACTCCTC

*

C----CACCTTCTCCAGTCTG-TCTAAACACACACACACACACACACACA
C----CACCTTCTCCAGTCTG-TCTAAACACACACACACACACACACACA
C----CACCTTCTCCAGTCTG-TCTAAACACACACACACACACACACACA
———————————————————————— TAA-———————————————————m o

TGCAGTGCCTTGGGGAATTTCCTCTATTGATGTACAGTCTGTCATGAACA

* K

CACACACACACAC-ACACAC-ACGCTCTCTCTCTCTCTCCCCCCCCAACA
CACACACACACAC-ACACAC-ACGCTCTCTCTCTCTCTCCCCCCCCAACA
CACACACACACAC-ACACAC-ACGCTCTCTCTCTCTCTCCCCCCCCAACA

TGTTCCTGAATTCTATTTGCTGGGCTTTTTTTTTCTCTTTCTCTCC--—~

CACACACACTCTCTCTCTCACACACACACACATACACACACACTTCTTTC
CACACACACTCTCTCTCTCACACACACACACATACACACACACTTCTTTC
CACACACACTCTCTCTCTCACACACACACACATACACACACACTTCTTTC

TCTTTCCCCTGACTCAGCAACATTCTGGAGAAAAGCCAAGGAAGGACTTC
TCTTTCCCCTGACTCAGCAACATTCTGGAGAAAAGCCAAGGAAGGACTTC

TCTTTCCCCTGACTCAGCAACATTCTGGAGAAARAGCCAAGGAAGGACTTC
=== TTGCTTGAC- === === === —————m——m
ACCCTCCCATGGCACCTTCAGACTTTGC-————————==————=—— TTCC

R S O S

AGGAGGGGAGTTTCCCCCTTCTCAGGGCAGAATTTTA-ATCTCCAGACCA
AGGAGGGGAGTTTCCCCCTTCTCAGGGCAGAATTTTA-ATCTCCAGACCA
AGGAGGGGAGTTTCCCCCTTCTCAGGGCAGAATTTTA-ATCTCCAGACCA

CATTGTGGCTCCTATCTGTGTTTTGAATGGTGTTGTATGCCTTTAAATCT

* * % * *

ACAAGAAGTTCCCTAATGTGGATTGAAAGGCTAATGAGGTTTATTTTTA-
ACAAGAAGTTCCCTAATGTGGATTGAAAGGCTAATGAGGTTTATTTTTA-
ACAAGAAGTTCCCTAATGTGGATTGAAAGGCTAATGAGGTTTATTTTTA-

GTGATGA---TCCTCATATGGCCC-AGTGTCAAGTTGTGCTTGTTTACAG

-ACTACTTT---CTATTTGTTTGAATGTT-GCATAT-TTCTACTAGTGAA
—-ACTACTTT---CTATTTGTTTGAATGTT-GCATAT-TTCTACTAGTGAA
—ACTACTTT---CTATTTGTTTGAATGTT-GCATAT-TTCTACTAGTGAA
-ACTACTTT---TCATTT----————————————————————————————
CACTACTCTGTGCCAGCCACACAAACGTTTACTTATCTTATGCCACGGGA

LR . *

ATTTTCCCTTAATAAAGCCAT-TAATACACCCAAAAAAAAAAAAA--AAA
ATTTTCCCTTAATAAAGCCAT-TAATACACCCAAAAAAAAAAAAA--AAA
ATTTTCCCTTAATAAAGCCAT-TAATACACCCAAAAAAAAAAAAA--AAA
——————————————————————————————— CAAAAAAAAAAAAA--AAA
AGTTTAGAGAGCTAAGATTATCTGGGGAAATCAAAACAAAAACAAGCAAA

kkkKkKk KkrkkkKk KKk * kK

C 4314

3657
3540
3259
2371
3961

3702
3585
3304
2374
4011

3750
3633
3352

4057

3800
3683
3402

4085

3850
3733
3452
2383
4117

3899
3782
3501
2396
4167

3948
3831
3550
2399
4213

3992
3875
3594
2413
4263

4039
3922
3641
2430
4313
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Anexo 3 - Analises da estrutura secundaria e parametros energéticos das
sequéncias de oligonucleotideos

Primers e sondas para mRNA do AR4. Primer sense e sua estrutura secundaria
obtida a partir do programa RNAfold. Primer antisense e sua estrutura secundaria
obtida a partir do programa RNAfold. Sonda e sua estrutura secundaria obtida a

partir do programa RNAfold.

AR4
SENSE 5 - AGGGTGTTTGGAGTCTCAGA - 3
Estrutura secundaria - RNAfold
A energia livre do conjunto

termodinamico é -1,06 kcal / mol.

A frequéncia da estrutura MFE no
conjunto é 28,91%.

A diversidade do conjunto é 3,50. ,

A estrutura secundaria centroide em
notacao “dot-braked” com um minimo
de energia livre de 1,00 kcal / mol é
dada ao lado.

ANTISENSE 5 - CCAGGAATGAATCATCTACAAA - 3
Estrutura secundéaria - RNAfold

A energia livre do conjunto
termodinamico é -0.43 kcal / mol.

A frequéncia da estrutura MFE no
conjunto é 49.91 %.

A diversidade do conjunto é 2.37 .

A estrutura secundaria centroide em
notacao “dot-braked” com um minimo
de energia livre de 0.00 kcal / mol é
dada ao lado.

Sequence display

ndary structure
® Plain Sequence

SONDA 5 - TTCCTTAAAGACTACCTTCAGACTC
-3
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Estrutura secundaria - RNAfold

A energia livre do conjunto
termodinamico é -0.44 kcal / mol.

A frequéncia da estrutura MFE no
conjunto é 48.98 %.

A diversidade do conjunto € 2.57 .

A estrutura secundaria centroide em
notacao “dot-braked” com um minimo
de energia livre de 0.00 kcal / mol é
dada ao lado.

Sequence display optios
@® Plain Sequence
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Primers e sondas para mRNA do AR5/6. Primer sense e sua estrutura secundaria

obtida a partir do programa RNAfold. Primer antisense e sua estrutura secundaria

obtida a partir do programa RNAfold. Sonda e sua estrutura secundaria obtida a

partir do programa RNAfold.

AR5/6

SENSE

Estrutura secundéaria - RNAfold

A energia livre do conjunto
termodinamico é -0.03 kcal / mol.

A frequéncia da estrutura MFE no
conjunto é 94.56 %.

A diversidade do conjunto € 0.19.

A estrutura secundaria centroide em
notacao “dot-braked” com um minimo
de energia livre de 0.00 kcal / mol é
dada ao lado.

ANTISENSE

Estrutura secundaria - RNAfold

A energia livre do conjunto
termodinamico é -0.19 kcal / mol.

A frequéncia da estrutura MFE no
conjunto é 73.15%.

A diversidade do conjunto é 0.95.

A estrutura secundaria centroide em
notacao “dot-braked” com um minimo
de energia livre de 0.00 kcal / mol é
dada ao lado.

SONDA

5 -
GACACTAACCCCAAGCCATAC - 3

9 -
ACTGTCTGATGTTGCTCTGTG - 3’

Sequence display optil
® Plain Sequence

5 -
TTGTTTTCTGTCAGTCCCATTGGTGC -
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Estrutura secundaria - RNAfold

A energia livre do conjunto
termodinamico é -1.04 kcal / mol.

A frequéncia da estrutura MFE no
conjunto é 18.49 %.

A diversidade do conjunto é 4.79.

A estrutura secundaria centroide em
notacao “dot-braked” com um minimo
de energia livre de 0.00 kcal / mol é
dada ao lado.

3 (VIC)
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Primers e sondas para mRNA do AR3/5/6. Primer sense e sua estrutura secundaria
obtida a partir do programa RNAfold. Primer antisense e sua estrutura secundaria
obtida a partir do programa RNAfold. Sonda e sua estrutura secundaria obtida a

partir do programa RNAfold.

AR3/5/6

SENSE 5 - CTCTTGATTGCTGACTCCCTC -
3,

Estrutura secundaria - RNAfold

A energia livre do conjunto
termodinamico é -0.09 kcal / mol.

A frequéncia da estrutura MFE no
conjunto é 86.40%.

A diversidade do conjunto € 0.47.

A estrutura secundéria centroide__em

Sequence display opti

notacdo “dot-braked” com um minimo de
energia livre de 0.00 kcal / mol é dada ao
lado.

ANTISENSE 5 -
ACAACTACATGAGTGGTAACCA - 3’

Estrutura secundéaria - RNAfold

A energia livre do conjunto
termodinamico é -3.83 kcal / mol.

A frequéncia da estrutura MFE no
conjunto é 81.59 %.

A diversidade do conjunto é 0.53.

A estrutura secundéaria centroide__em
notacao “dot-braked” com um minimo de
energia livre de -3.70 kcal / mol é dada ao
lado.

SONDA 5 -
AGGTAGGAAAACACTATTGGTCCCGC - 3

88



Estrutura secundaria - RNAfold

A energia livre do conjunto
termodinamico é -2.75 kcal / mol.

A frequéncia da estrutura MFE no
conjunto é 34.90 %.

A diversidade do conjunto é 5.27.

A estrutura secundaria centroide em
notacao “dot-braked” com um minimo de
energia livre de -1.80 kcal / mol é dada ao
lado.

Centroid secondarv structure
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