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Resumo
O cancro do célon e recto familiar do tipo X (FCCTX) define as familias que

preenchem os critérios de Amesterddo, mas nas quais nao € identificada mutacao
germinal nos genes de reparacao de erros de DNA do tipo mismatch (MMR) e cujos
tumores ndo apresentam instabilidade de microsatélites. A sua causa molecular ndo é
ainda conhecida. O presente trabalho teve como objectivo avaliar o envolvimento de
genes localizados em duas regifes de susceptibilidade previamente identificadas
(13932-33 e 21g11) e o esclarecimento das perdas de heterozigotia (LOH) frequentes
em 13g32-33 em tumores FCCTX, através de uma andlise do nimero de copias
(copy number). Pretendeu-se ainda estudar o gene BMPR1A como gene de
susceptibilidade para o FCCTX.

Foi efectuada analise de mutacGes germinais dos genes HSPA13, SAMSN1 e
BMPR1A em 15 individuos index das familias FCCTX e 2 familiares de uma das
familias. Foi ainda realizada, a nivel germinal, a pesquisa de transcritos aberrantes
dos genes TEX30 e SAMSNL1 e quantificada a expressdo destes e do HSPA13 por
gPCR em 3 individuos index e 6 familiares de uma das familias FCCTX. Da mesma
forma procedeu-se também ao estudo da expressdo diferencial dos transcritos
alternativos do gene TPP2. Foi ainda avaliada a eventual patogenicidade de trés
mutacdes previamente detectadas no gene SLC10A2.

Ndo foram detectadas quaisquer mutacdes nem alteracbes de expressdo
potencialmente patogénicas nos genes estudados. As analises in silico e de
segregacdo com a doenca sugerem no entanto, uma mutacdo no gene BMPR1A e
duas mutacBes no gene SLC10A2, para as quais sdo necessarios estudos adicionais
para concluir sobre a sua patogenecidade. Um dos transcritos do gene TPP2
apresenta expressdo diferencial entre amostras, 0 que sugere a continuacdo do seu
estudo. A LOH frequente em 13q corresponde a ganho/amplificagéo.

Em concluséo, o presente estudo exclui os genes localizados em 21q11, HSPA13
e SAMSN1, e em 13g32-33, TEX30, como possiveis genes candidatos para 0 FCCTX.
N&o é ainda possivel excluir o gene SLC10A2 nem o gene TPP2. Mutagfes no
BMPR1A deverdo ser raras em FCCTX. Parece existir um elevado grau de
instabilidade gendémica em lesdes precoces FCCTX com ganhos/amplificagdes

frequentes.
Palavras-chave: Cancro do célon e recto familiar do tipo X, HSPA13, SAMSN1, TPP2



Abstract
Familial colorectal cancer type X (FCCTX) defines families that fulfill the

Amsterdam criteria, but in whom no germline mutation is identified in the DNA
mismatch repair (MMR) genes and whose tumors do not present microsatellite
instability. Its molecular basis is not known yet. This study aimed to evaluate the
involvement of genes located in two susceptibility regions previously identified
(13g32-33 and 21g11) and clarification of the loss of heterozygosity (LOH) events in
13g32-33 in FCCTX tumors, by copy number analysis. BMPR1A gene was also
studied as a susceptibility gene for FCCTX.

Analysis of germline mutations in HSPA13, SAMSN1 and BMPR1A genes
was carried out in 15 index individuals from FCCTX families and two relatives from
one of the families. It was also performed, at the germline level, the analysis of
aberrant transcripts of TEX30 and SAMSN1 genes and the expression of these genes
and of HSPA13 was quantified by gPCR in 3 index individuals and six relatives of
one of the FCCTX families. Likewise the study of the differential expression of
alternative transcripts of the TPP2 gene was also performed. The eventual
pathogenicity of three mutations previously detected in the SLC10A2 gene was
further evaluated.

We did not detect any potentially pathogenic mutations or changes in the
expression of the genes studied. In silico analysis and segregation with disease
suggest, however, a mutation in the BMPR1A gene and two mutations in the
SLC10A2 gene for which additional studies are required to complete pathogenicity
evaluation. One of the TPP2 transcripts presented differential gene expression
between samples, suggesting the continuation of its study. Frequent LOH on 13q
corresponded to gain/amplification.

In conclusion, the present study excludes genes located in 21qll, HSPA13
and SAMSN1, and 13g32-33, TEX30, as candidate genes for FCCTX. The SLC10A2
and TPP2 gene cannot be excluded yet. Mutations in BMPR1A should be rare in
FCCTX. Furthermore, there seems to be a high degree of genomic instability in early
FCCTX lesions with frequent gains/amplifications.

Key-words: Familial colorectal cancer type X, HSPA13, SAMSN1, TPP2
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1. Introducéo
1.1. Cancro do colon e recto

O cancro do cdlon e recto (CCR), encontra-se descrito como o terceiro cancro
mais diagnosticado em homens e o segundo em mulheres. A incidéncia acentua-se na
Austrélia e Nova Zelandia, bem como na Europa e América do Norte, sendo que a
menor incidéncia se encontra em Africa, demonstrando assim a associagao entre este
tipo de cancro e os paises desenvolvidos (Jemal et al. 2011).

Sendo uma doenca multifactorial, os factores de risco associados a esta podem
ter uma componente ambiental e/ou genética. Os principais factores de risco ja
estudados séo, o tabagismo, o sedentarismo, a obesidade, 0 consumo excessivo de
carnes vermelhas e o alcoolismo (Jemal et al. 2011). Cerca de 70% dos casos de
CCR correspondem a formas esporadicas, enquanto, os restantes 30%, possuem uma
historia familiar da doenca. Destes, cerca de 5-6% encontram-se associados a
sindromes hereditarios de CCR (Vasen et al. 2008).

1.2. Sequéncia adenoma-carcinoma

Em 1990 foi proposto o primeiro modelo de tumorigénese colorectal, a sequéncia
adenoma-carcinoma ou Vogelgrama (Figura 1), a qual descreve um conjunto de
alteracOes histoldgicas acompanhadas de alteragdes moleculares bem caracterizadas.
Estas alteragdes ocorrem em genes especificos, genes supressores de tumor e
oncogenes, desde a iniciacdo a progressdo tumoral (Pino & Chung 2010).

De acordo com este modelo, a alteragdo mais precoce corresponde a inactivacao
do gene adenomatous poliposis coli (APC), a qual conduz a formagdo de um
adenoma a partir da mucosa cdlica normal. A proteina APC é uma proteina
multifuncional mas tem como principal funcdo de supressdo tumoral a regulagéo
negativa da B-catenina na via de transducdo de sinal WNT/B-catenina (Saito-diaz et
al., 2013).

A activacdo da via WNT/B-catenina, (Figura 1), implica a translocacdo da f-
catenina para o nucleo, onde esta actua como factor de transcri¢do, activando genes
envolvidos na proliferagdo e diferenciagdo celular. Em condi¢gbes normais o
complexo APC, Axina e GSK3p actua de forma a regular os niveis citoplasmaticos
de B-catenina, levando a sua degradacgdo no proteossoma. Quando ocorrem mutagdes

nos genes APC ou CTNNB1 que codifica para a -catenina, a via permanece activada
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constitutivamente levando a uma proliferacdo descontrolada da mucosa célica o que
resulta na formacdo de um adenoma precoce (Pandurangan 2013; Saito-diaz et al.
2013).

Mutacdes no N
Mutagdes e LOH KRAS: Mutagdes e LOH Qutras
no APC LOH em 18q no TP53 alteragdes?

l— 11 |

Mucosa Adenoma Adenoma . Carcinoma
. Carcinoma . .
normal percoce tardio invasivo

Figura 1. Representacdo esquemdatica do modelo adenoma-carcinoma (Vogelgrama) com
representacdo das alteragdes histologicas e moleculares mais frequentes (adaptado de (Pino & Chung
2010)), LOH (Loss of heterozygosity); CIN (Via da instabilidade cromossomica).

Em seguida, ocorrem mutacdes no oncogene KRAS e perda de heterozigotia
(LOH) em genes da via de sinalizacdo TGF-$, nomeadamente no gene SMAD2 e
SMAD4 (18q), contribuindo para a progressao tumoral. Posteriormente, a inactivacao
do gene supressor de tumor TP53 leva a transicdo de adenoma tardio para carcinoma
(Pino & Chung 2010).

A estas alteragbes genéticas associam-se também alteracdes na segregacao
cromossémica, consequéncia entre outros factores também da inactivacdo do gene
APC, resultando em aneuploidias, ganhos e/ou perdas de por¢Ges cromossomicas,
que se traduzem em perdas de heterozigotia, as quais sdo caracteristicas da via da
instabilidade cromossémica (CIN). Em 1993, foi proposta uma outra via de
instabilidade genética, a instabilidade de microssatélites (MSI), a qual é seguida por
cerca de 15% dos tumores esporadicos e pela quase totalidade dos tumores que
ocorrem no contexto do sindrome hereditario de CCR mais frequente, o sindrome de
Lynch (Pino & Chung 2010).
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1.3. Sindromes hereditarios de cancro do célon e recto

Os sindromes hereditarios de CCR, sdo definidos com base num diagndstico
clinico e/ou genético, e dividem-se em duas categorias principais, 0s sindromes
hereditarios associados a polipose e o cancro do célon e recto hereditario ndo
associado a polipose (HNPCC) (Jasperson et al. 2011).

1.3.1. Sindromes hereditarios associados a polipose

Os sindromes hereditarios associados a polipose englobam, a polipose
adenomatosa familiar (PAF), a polipose adenomatosa familiar atenuada (APAF), a
polipose adenomatosa associado ao gene MUTYH (PAM), a polipose serreada e a
polipose hamartomatosa (Jasperson et al. 2011).

A PAF apresenta uma prevaléncia de 1 em 10.000 individuos, apresentando
como caracteristicas clinicas, uma transmissdo autossomica dominante e o
desenvolvimento de centenas a milhares de pdlipos no colon. A idade média de
diagnostico é de 39 anos e molecularmente € caracterizada por mutacfes germinais
no gene APC. MutacBGes neste gene sdo também responsaveis pela APAF que
apresenta um menor nudmero de pdlipos (< 100 poélipos), sendo que, em ambos 0S
sindromes a localizacdo da mutacdo germinal ao longo do gene esta associada a
agressividade do fenétipo no célon bem como a presenca variavel de manifestacdes
extra-célicas (Jasperson et al. 2011).

Relativamente a polipose adenomatosa associada ao gene MUTYH, este é um
sindrome de transmissdo autossomica recessiva, definido com base genética por
identificacdo de mutacBGes germinais bialélicas no gene MUTYH. Fenotipicamente,
este sindrome mimetiza a APAF com o desenvolvimento de 10-100 pdlipos por todo
o coélon, sendo o diagndstico desta patologia efectuado numa idade mais tardia
(Jasperson et al. 2011).

Para alem destes, existem ainda dois sindromes menos frequentes, o sindrome
de polipose hamartomatosa que engloba o sindrome de Peutz-Jeghers, associado a
mutacdes germinais no gene STK11 e o sindrome de polipose juvenil, onde se
encontram descritas mutagdes germinais nos genes SMAD4 e BMPR1A, e a polipose
serreada. Na polipose serreada podem ocorrer trés vias de carcinogénese distintas: a
via serreada e a via alternativa em que as lesdes percursoras sao polipos serreados ou

adenomas com componente viloso e a via tradicional na qual a lesdo percursora é o
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polipo adenomatoso (Leggett & Whitehall 2010). No entanto, até a data ainda néo se

identificou a causa molecular responsavel por este sindrome hereditario.
1.3.2. Cancro do coélon e recto hereditario ndo associado a polipose

O cancro do cdlon e recto ndo associado a polipose apresenta uma transmisséo
autossomica dominante, uma idade jovem de diagndstico (<45 anos) e um risco
aumentado de desenvolvimento de CCR. Este é o sindrome hereditario de CCR mais
frequente representando cerca de 5% de todos os casos de CCR diagnosticados
(Lindor et al. 2005).

Clinicamente 0 HNPCC ¢ definido pelo preenchimento dos critérios de
Amesterddo (CA). Inicialmente estes contemplavam apenas a histdria familiar de
CCR (CA-I), tendo sido posteriormente revistos (CA-Il) em 1998, de modo a
englobarem também os tumores extra-colicos caracteristicos deste sindrome e desta
forma permitir o diagnostico de um maior nimero de familias (Tabela 1) (Umar et al.
2004). Actualmente o HNPCC engloba dois sindromes, o sindrome de Lynch (SL) e
o cancro do colon e recto familiar do tipo X (FCCTX) (Jasperson et al. 2011).

Tabela 1. Critérios de Amesterddo I e Il (Umar et al. 2004)

Critérios de Amesterdao |

1. Pelo menos trés individuos com cancro do c6lon e recto confirmado por histologia, sendo um
deles familiar em 1° grau dos outros dois;

2. Pelo menos duas gerages sucessivas afectadas;

3. Pelo menos um individuo com CCR com idade de diagnéstico antes dos 50 anos;

4. Exclusdo de PAF.

Critérios de Amesterdao 11

1. Pelo menos trés individuos com CCR ou tumor extra-célico do espectro de sindrome de Lynch
(endométrio, ovario, estdbmago, intestino delgado, ureter, pélvis renal, tracto hépato-biliar e
cérebro) histologicamente confirmado, sendo um deles familiar em 1° grau dos outros dois:

Pelo menos duas geracdes sucessivas afectadas;

Pelo menos um dos casos de CCR diagnosticado antes dos 50 anos;

4. Exclusdo de PAF.

wn
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1.3.2.1. Sindrome de Lynch

Durantes muitos anos os termos HNPCC e sindrome de Lynch eram utilizados
como sinénimos, uma vez que estas familias preenchiam os CA e apresentavam
mutacdes nos genes do sistema de reparacdo de erros de DNA do tipo mismatch
(MMR). No entanto a medida que mais familias foram sendo estudadas, verificou-se
que cerca de metade destas ndo apresentavam mutacOes germinais nestes genes
(Lynch & de la Chapelle 2003). Assim em 2005 o SL passou a ser definido em base
genética pela presenca de mutac6es nos genes MMR, independentemente da histéria
familiar (Boland 2005).

O sistema MMR compreende as proteinas MSH2, MSH3, MLH1, MSHS6,
PMS1 e PMS2, que permitem a reparacdo de emparelhamentos incorrectos e
pequenas delecBes/inser¢bes de nucleodtidos durante a replicacdo de DNA, erros
esses, que ndo sdo detectados pela polimerase aquando o proofreading. Os
complexos MutSo. (MSH2-MSH3) e MutSp (MSH2-MSH6) apresentam afinidade
para estes erros no DNA, recrutando em seguida o complexo formado pelas proteinas
MLH1 e PMS2 (MutL). Em seguida € recrutada uma enzima, a exonuclease, que
permite a excisdo dos nucledtidos mal emparelhados e por fim a cadeia de DNA ¢é
sintetizada de novo pela DNA polimerase sendo reposta a informacdo genética
(Boland & Goel 2011).

Clinicamente o SL caracteriza-se pela presenca de CCR numa idade jovem,
preferencialmente localizado no célon proximal, quando comparado com casos
esporadicos de CCR. Histologicamente os tumores sdo pouco diferenciados, com
caracteristicas mucinosas e apresentam infiltrado inflamatério. Os individuos com
SL apresentam ainda tumores extra-colicos, sendo comum a presenca de tumores no
endomeétrio, estbmago, ovario e pélvis renal (Jasperson et al. 2011).

Uma caracteristica molecular dos tumores dos individuos de sindrome de
Lynch é a presenca de instabilidade de microssatélites. As sequéncias de
microssatélite sdo regides repetitivas de DNA, polimérficas entre individuos mas
Unicas e uniformes em todas as células do individuo. Estas regifes sdo alvos de
slippage por parte da DNA polimerase, aquando a replicagdo do DNA levando a
pequenas deleccdes/insercdes de nucledtidos, as quais ndo sao reparadas pelo sistema
MMR, por este se encontrar deficiente, levando assim a formacdo de alelos

adicionais nas células tumorais e consequentemente a MSI (Boland & Goel 2011).
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Esta caracteristica dos tumores de SL € utilizada para a identificacdo de novos
casos quando as familias sdo muito pequenas ou ndo se tem conhecimento da histéria
familiar, ou seja, quando n&o preenchem os CA. Nestes casos sdo utilizados os
critérios de Bethesda, definidos em 1997 na conferéncia do National Cancer Institute
(Tabela 2) para selec¢do dos individuos em cujos tumores deve ser pesquisada a
presenca de MSI. Estes critérios sdo mais abrangentes que os CA pois necessitam
apenas do preenchimento de um dos pardmetros. A analise de MSI é realizada
utilizando os denominados marcadores de Bethesda, dois marcadores de
mononuclettidos (BAT26 e BAT25) e trés marcadores de dinuclettidos (D2S123,
D5S346 e D17S250). Um tumor é considerado como MSI-Low (MSI-L), se
apresentar instabilidade em apenas um dos marcadores, ou MSI-High (MSI-H), se
apresentar instabilidade em 2 ou mais marcadores. Se ndo apresentar instabilidade de
microssatélite nos marcadores de Bethesda o tumor é considerado microssatélite
estavel (MSS) (Boland & Goel 2011).

Os individuos com tumores MSI-H sdo depois encaminhados para a realizacdo

de analise mutacional nos genes MMR.

Tabela 2. Critérios de Bethesda (Umar et al. 2004)

Critérios de Bethesda

Preenchimento de pelo menos 1 dos critérios:

1. Individuo com CCR diagnosticado antes dos 50 anos;

2. Individuo com CCR sincronos ou metacrdnicos, ou associado com outros tumores do espectro de
sindrome de Lynch, independentemente da idade;

3. Individuo com CCR com histologia tipica de SL (infiltrado linfocitario, reaccdo Crohn-like,
tumores mucinosos ou com diferenciacdo em “anel de sinete” ou padrdo de crescimento medular),
diagnosticado antes dos 60 anos;

4. Individuo com CCR e 1 ou mais familiares em 1° grau com um tumor do espectro de SL, um dos
quais diagnosticado em idade inferior a 50 anos;

5. Individuo com CCR e 2 ou mais familiares de 1° ou 2° grau com tumores de espectro de SL,
independentemente da idade.
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1.4. Cancro do célon e recto familiar do tipo X

Como dito anteriormente, as familias HNPCC apresentam alguma
heterogeneidade, sendo que em cerca de metade das familias que preenchem os CA
ndo é detectada uma mutacao germinal nos genes MMR e 0s tumores nao apresentam
MSI. Deste modo em 2005, o termo cancro do célon e recto familiar do tipo X foi
sugerido para definir estas familias (Lindor et al. 2005). Por comparacdo das
caracteristicas clinicas entre as familias de sindrome de Lynch e as de FCCTX
(Tabela 3), conclui-se que estas ultimas apresentam uma idade de diagndstico mais
tardia, tumores com localizacdo preferencialmente distal, menor frequéncia de
tumores extra-colicos, maior nimero de po6lipos mas um risco diminuido para o

desenvolvimento de CCR o que sugere uma tumorigénese mais lenta (Lindor 2009).

Tabela 3. Principais caracteristicas das familias de sindrome de Lynch e FCCTX (Lindor, 2009)

Sindrome de Lynch FCCTX

Idade de diagndstico +45 anos >50 anos
Mutacdes nos genes MMR + -
Tumor MSI MSS
Localizacéo Proximal Distal
Pélipos Poucos Mais
Frequéncia de tumores extra-célicos Elevada Baixa
Risco de CCR Elevado Diminuido
Tumorigénese Répida Lenta

Num estudo realizado pelo grupo de Gastrenterologia da UIPM foi efectuada a
caracterizacdo clinica de 15 familias FCCTX assim como a analise de LOH nos loci
dos genes APC, TP53, SMAD4 e DCC, de forma a perceber o papel da via CIN nos
tumores FCCTX. Para além disso, foi ainda avaliada a presenca de mutacGes
somaticas nos genes APC e KRAS e o perfil de metilacdo nos genes MGMT e MMR.
Os resultados obtidos demonstraram que existe uma maior prevaléncia de adenomas
nos casos de FCCTX quando comparado com o nimero de carcinomas (66% versus
34%, respectivamente) e que a localizacdo preferencial dos carcinomas tende a ser

superior no recto, cerca de 48%. As varias andlises revelaram duas entidades
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molecularmente distintas entre os tumores das familias FCCTX: os que apresentaram
LOH nos loci dos genes supressor de tumor (72%), mutacdes somaticas nos genes
APC e KRAS, bem como metilagdo no promotor do gene MGMT, e 0s que ndo
apresentaram LOH nos mesmos loci (28%), menor frequéncia de mutacfes somaticas
e praticamente auséncia de metilacdo, sugerindo o envolvimento da via CIN no
desenvolvimento de apenas uma parte dos tumores FCCTX (Francisco et al. 2011).
Até a data ndo se conhece, a causa molecular deste sindrome hereditario

sendo, por isso, necessario identificar a sua origem genética.
1.4.1. Mapeamento de loci de susceptibilidade para FCCTX

No ambito do estudo do FCCTX, na mesma instituicdo foi ainda realizada uma
andlise de linkage utilizando arrays de 50.000 SNPs (single nucleotide
polymorphism) com o objectivo de determinar regides de linkage com a doenga em 2
familias FCCTX, as quais foram seleccionadas, de entre o grupo de 15 familias, por
serem as mais informativas uma vez que se dispunha de material bioldgico de varios
individuos, tanto afectados como nédo afectados. Esta analise permitiu a identificacdo
de trés regibes cromossomicas candidatas: 13q, 169 e 21q.

Apbs analise de linkage e LOH utilizando marcadores de microssatélite foi
excluida a regido 16qg, que ndo revelou linkage com a doenca, e selecionadas as
regides 13g e 21q (Belo 2010). Os marcadores de microssatélite utilizados para a
analise de LOH permitiram também delimitar a zona de susceptibilidade nestas
regibes, nos tumores das familias FCCTX, tendo sido determinada uma regido
minima de LOH de 0,84Mb e de 1,3Mb, para as regides 13q e 21q respectivamente.
No mesmo estudo, verificou-se ainda que as perdas de heterozigotia no cromossoma
13 eram mais frequentes em adenomas, enquanto que as perdas no cromossoma 21
eram mais frequentes em carcinomas, 0 que sugere que os eventos em 13q ocorrem
ao nivel da iniciacdo tumoral enquanto os eventos em 21g ocorrem ao nivel da
progressdo tumoral (Pereira 2013; Belo 2010). Até a data, nem a regido 13q nem 21q
foram propostas como regido de susceptibilidade para o desenvolvimento de CCR.
Existe apenas o conhecimento de uma frequéncia elevada de ganhos na regido 13q,
abrangendo por vezes todo o braco longo do cromossoma, quer em carcinomas
primarios quer em CCR metastatico (Kndsel et al. 2002; Diep et al. 2006). Assim,
devido a presenca de ganhos cromossomicos frequentes em CCR esporadico, sera

importante efectuar um estudo de modo a quantificar o numero de coOpias nesta
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regido nos tumores FCCTX, de modo a concluir a presenca de eventuais
amplificacbes ou delegdes cromossomicas. Este estudo permitird esclarecer os
resultados de LOH obtidos em estudos prévios, correspondem a amplificacdes ja
descritas noutros estudos em CCR esporadico ou se em alguns casos € detectada

delecdo, que serd sugestiva de um gene supressor tumoral nesta regido.

1.4.2. Genes candidatos de susceptibilidade para 0 FCCTX na regido
13932-33

Dos varios genes contidos na regido de interesse foram seleccionados alguns
genes candidatos para analise de mutacdes germinais, de acordo com 0s seguintes
critérios de seleccdo: genes expressos no colon; genes que codificam proteinas
envolvidas directa ou indirectamente em processos celulares associados a
tumorigénese.

Nos paragrafos seguintes, descreve-se de forma sucinta alguma informacéo
relevante sobre o0s genes candidatos estudados até a data no grupo de
Gastrenterologia, no contexto da susceptibilidade para o FCCTX.

O gene STK24 (Serine/Threonine Kinase 24) codifica uma proteina cinase que
promove a apoptose em resposta ao stress celular por activacdo da via das caspases.
A associacdo de uma proteina deste tipo como é o caso da STK11 e o sindrome de
Peutz-Jeghers tornaram este gene um candidato para estudo em casos de FCCTX
(Hennig et al. 2012).

O gene DOCK9 (Dedicator of Cytokinesis 9) codifica uma proteina que actua
na troca de GTP por GDP activando especificamente a proteina G Cdc42. A
regulacdo especifica por parte da Cdc42 é fundamental para a homeostase celular,
encontrando-se a sua desregulacdo na base de varias patologias, entre elas o cancro
(Sinha & Yang 2008; Wheeler et al. 2013).

O gene METTL21C (Methyltransferase Like 21C), também conhecido como
C130rf39, codifica uma proteina com funcdo de metiltransferase, semelhante a
funcdo desempenhada pela proteina metilguanina metiltransferase (MGMT) a qual
desempenha um papel fundamental no célon na reparagdo de erros induzidos por

stress oxidativo. O gene MGMT encontra-se frequentemente metilado em carcinomas
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esporadicos do coélon, realgando o interesse em estudar o gene METTL21C no ambito
do FCCTX (Shen et al. 2005).

O gene SLC10A2 (Solute Carrier Family 10 (Sodium/Bile Acid Cotransporter
Family), Member 2), codifica um cotransportador (ASBT) necessario para a
reabsorcédo de acidos biliares pelas células apicais do ileo. MutacGes neste gene séo a
causa primordial de perturbacdes na deficiente absorcdo de acidos biliares o que
pode gerar um processo inflamatério e consequentemente desenvolver um
microambiente propicio ao desenvolvimento tumoral (Jung et al. 2004).

O gene TEX30 (Testis Expressed 30), também conhecido como C13orf27
codifica uma proteina com uma fungéo hipotética de hidrolase. Este gene merece ser
alvo de estudo pois este tipo de enzima encontra-se associado & progressao tumoral,
nomeadamente na regulacéo da proliferacdo tumoral (Liu et al. 2012).

O gene TPP2 (Tripeptidyl Peptidase IlI) é constituido por 29 exdes, e
encontram-se descritos 8 transcritos alternativos deste gene sendo que apenas dois
deles originam um produto funcional. O transcrito alternativo difere do transcrito
wild type (wt) por apresentar um codao de iniciacdo diferente e pela presenca de um
exdo adicional. Este exdo deriva de uma insercdo de 39pb codificando 13
aminoacidos na regido C-terminal da proteina, no entanto a sua fungdo ¢é
desconhecida (Tomkinson et al. 1994). O gene TPP2 codifica uma
aminotripeptidase, a maior protease citosolica eucariota, a qual se encontra descrita
como podendo desempenhar varias funcBes, desde a regulacdo da sintese e
degradacdo proteica, a regulacdo da reparacdo do DNA e da apoptose (Peters et al.
2011). A TPP2 intervém apds a clivagem de proteinas pelo proteossoma, degradando
0s oligopéptidos em tripéptidos.

Alguns destes genes foram ja excluidos pelo grupo de Gastrenterologia, por
auséncia de alteracOes relevantes, nomeadamente os genes STK24 (Pires 2011),
DOCK?9 (Zhao 2012) e METTL21C (Pdvoa 2011). De entre os que ndo foram ainda
excluidos, encontra-se o gene TPP2 no qual foi identificado um transcrito
alternativo, ainda ndo descrito, que parece apresentar alteragdes de expressao entre
diferentes tumores, sendo necessario esclarecer o seu papel no contexto do FCCTX,
nomeadamente através da analise de expressao e da eventual delecdo total do gene; o
gene TEX30 para o qual e ainda necessario realizar a analise de grandes
delecGes/insercbes com o intuito de excluir a presenca de possiveis

delecBes/inser¢fes em um ou mais exdes e a analise de expressdo do transcrito wt
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deste gene; por fim o gene SLC10A2 no qual foram identificadas, num estudo prévio,
trés mutacdes possivelmente patogénicas (p.V98l, p.P290S e p.A171S), a mutagdo
V98I revelou uma aparente segregacdo com a doenca e as mutagfes P290S e A171S
revelaram, atraves de andlise in silico e da descricdo na literatura (Wong et al. 1995),
caracter possivelmente patogénico (Pereira 2013). Neste estudo serd necessario
realizar uma analise de segregacdo da mutacdo A171S na familia onde foi
identificada a mutacédo, de forma a esclarecer se pode contribuir para o fendtipo desta
familia, em associacdo uma variante previamente identificada no gene APC
(p.E1317Q). Relativamente as mutacdes V98I e P290S que apresentaram uma baixa
frequéncia na série FCCTX e na populacdo europeia, sera necessario avaliar a sua
frequéncia na populagdo portuguesa através da analise de individuos saudaveis.

1.4.3. Genes candidatos de susceptibilidade para o FCCTX na regido
21q11

Para a seleccdo dos genes candidatos na regido 21ql1, previamente delimitada,
foram utilizados os critérios de selecgdo descritos no ponto anterior (1.4.2).

Nesta regido tinha sido apenas estudado o gene NRIP1 (Nuclear Receptor
Interacting Protein 1) que codifica a proteina RIP140, a qual regula a actividade
transcricional do receptor de estrogénios. No entanto, a analise mutacional germinal
efectuada neste gene em individuos FCCTX ndo revelou a presenca de qualquer
mutacdo potencialmente patogénica (Pereira 2013).

Apbs exclusdo de mutacdes no gene NRIP1, foram seleccionados para estudo,
nomeadamente analise de mutacdes pontuais, analise de grandes dele¢Bes/insercdes e
analise de expressdo, ao nivel germinal, os genes HSPA13 e SAMSN1 com base nos
critérios de seleccdo referidos anteriormente e no trabalho de Francisco e
colaboradores, o qual revelou dados importantes acerca dos tumores FCCTX,
nomeadamente a frequente metilacdo do gene MGMT juntamente com a mutacgdo do
gene KRAS (Francisco et al. 2011), assim como metilacdo de alguns genes MMR,
num subgrupo de tumores FCCTX. Este padréo de alteragdes moleculares sugere
uma possivel condigdo de susceptibilidade relacionada com o stress oxidativo a qual
pode estar relacionada com a resposta aos erros no DNA devidos ao stress
oxidativo/agentes alquilantes, funcdo esta que se relaciona de forma directa ou

indirecta com a funcéo dos genes aqui seleccionados.
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1.4.3.1. Microsomal Stress-70 Protein ATPase Core (HSPA13)

O gene HSPA13 também conhecido como STCH (Stress 70 Protein
Chaperone), codifica uma proteina que pertence a familia das heat shock protein 70
(Hsp70) e é constituido por 5 exdes. Encontram-se descritos 3 transcritos deste gene,
sendo que apenas dois deles originam um produto funcional (Figura 2). O transcrito
alternativo (Transcrito 2) difere do wild type (Transcrito 1) por néo ter o exdo 3, por
apenas parte do exdo 4 e o exdo 5 serem codificantes e por a regido 3"UTR ser menor
(Ensembl 2014b).

3'UTR

Exdo 1 Exdo0 3 Exdo 5

3°'UTR

Exdo 1 Exdo 5

Figura 2. Representacdo esquematica dos dois transcritos codificantes do gene HSPA13. Branco —
Regido ndo codificante; Azul — Regido codificante; Trago — Intrdo.

A proteina codificada por este gene é expressa em niveis mais elevados no
plasma sanguineo, no rim e no figado (Genecards® 2014b).

As proteinas da familia Hsp70 contém um dominio ATPase na regido N-
terminal e um dominio de ligacdo ao substrato na regido C-terminal. O dominio
ATPase ¢ essencial para a hidrélise de ATP a ADP, permitindo regular a afinidade da
enzima para o substrato (Mayer & Bukau 2005). A proteina HSPA13, constituida por
471 aminoacidos (Figura 3) apresenta caracteristicas distintas das outras proteinas da
sua familia, nomeadamente uma sequéncia sinal hidrofébica na regido N-terminal e
auséncia de um dominio de ligacdo ao substrato na regido C-terminal, sendo ainda

regulada pelo ido Ca?* e ndo pela presenca de ATP (Aoki et al. 2005).
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Figura 3. Representacdo esquematica dos dominios conhecidos da proteina HSPA13.

A proteina HSPA13, bem como as restantes da sua familia, esta envolvida em
processos celulares de folding de proteinas recém sintetizadas ou desnaturadas,
encontrando-se assim, descrita como chaperone (Mayer & Bukau 2005).

Estudos recentes sugerem que esta proteina pode estar envolvida na apoptose
mediada pela via TRAIL (TNF-related Apoptosis-inducing ligand) (Yamagata et al.
2008). A via TRAIL (Figura 4) é activada através da ligacdo do ligando ao receptor
TRAIL que recruta a proteina adaptadora FAS-associated protein with death domain
(FADD) levando a formacdo de um complexo de inducdo de morte celular. Este
complexo recruta a caspase 8 que oligomeriza e activa-se, de seguida cliva a caspase
3, activando-a, o que conduz ao processo de apoptose celular (Wang & EIl-Deiry
2003; Smallridge 2003).

TRAIL

Citoplasma

»

Proteina
FADD adaptadora
Clivagem
Q O # O * Apoptose Celular
Recrutamento

Caspase-8 Caspase-3

Figura 4. Representacdo esquematica da via de sinalizacdo pro-apoptotica TRAIL, com representacao
das suas principais proteinas (adaptado de Smallridge 2003).

A sobreexpressdo de proteinas Hsp70 estd relacionada com a resisténcia a
apoptose por inibicdo do apoptossoma sendo sugerida uma possivel terapéutica de

inibicdo desta proteina para sensibilizar os tumores a quimioterapia (Sharma &
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Masison 2009). No estudo de Yamagata e colaboradores, foi sugerido que a HSPA13
interage com proteinas da sua familia de forma a interferir com a actividade anti-
apoptdtica (Yamagata et al. 2008). Para além deste estudo, Grizenkova e
colaboradores, constataram que a sobreexpressdo de HSPA13 em células neuronais
levava a activacdo da via TRAIL, sendo que esta é apenas induzida em situacao
patoldgica, associada & necrose tumoral (Grizenkova et al. 2012). Estas evidéncias
sugerem uma forte relagéo entre a apoptose e a HSPA13 e permitem extrapolar que
esta proteina desempenha um papel pro-apoptdtico em células cancerigenas e que a
sua expressdo pode estar associada com a resposta a terapéutica e com a
agressividade tumoral.

Num estudo de Aoki e colaboradores foi realizada a analise de 66 genes
localizados na regido 21pl11-21g22, utilizando como marcadores genéticos 126
polimorfismos de nucle6tido Unico (SNP) em sangue periférico. Dos SNP analisados
5 deles foram detectados no gene HSPA13 e apresentam uma associacdo com o
carcinoma gastrico ndo localizado no cérdia. Este tipo de carcinoma néo localizado
no cardia esta associado com a infeccdo por Helicobacter pilori, sugerindo que pode
existir uma relacdo entre a infeccdo por H. pilori e uma possivel susceptibilidade
conferida pelos SNP para o desenvolvimento deste tipo de carcinoma (Aoki et al.
2005).

1.4.3.2. SAM Domain, SH3 Domain And Nuclear Localization Signals
1 (SAMSN1)

O gene SAMSN1 também conhecido como HACS1 (Hematopoietic Adapter-
Containing SH3 and Sterile a—motif (SAM) domains 1), € constituido por 9 exdes dos
quais 8 sdo codificantes. Encontram-se descritos 5 transcritos deste gene, dos quais,
apenas 3 codificam um produto funcional (Figura 5). Os transcritos alternativos
diferem do wt (transcrito 1) por possuirem um o exdo 1 diferente e no caso do

transcrito 3 ainda pela auséncia dos exdes 3-6 (Ensembl 2014c).
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Figura 5. Representa¢do esquematica dos transcritos codificantes do gene SAMSN1. Branco — Regido
ndo codificante; Laranja — Regido codificante; Trago — Intréo.

O gene SAMSNL1 localiza-se numa regido do cromossoma 21 associada com
patologias hematopoiéticas devido a translocacdes frequentes nesta regido (Holleben
et al. 2011). A proteina codificada por este gene é predominantemente expressa no
plasma sanguineo, no cora¢do, no rim e no figado (Genecards® 2014c). Esta proteina
tem como principal funcdo a inibicdo do sistema imunitario através da via inibidora
PIR-B em associacdo com a proteina tirosina cinase Lck/Yes-related novel (Lyn). A
proteina Lyn desempenha a funcdo de regulacdo da resposta imunitaria,
nomeadamente ao nivel dos linfocitos B (Wang et al. 2010).

A proteina SAMSNL é constituida por 441 aminodcidos, contém um dominio
de interaccdo proteica, um dominio de fosforilacdo tirosina cinase, um dominio SRC
Homology 3 (SH3) e um dominio Sterile oo (SAM) (Figura 6). Os dominios SH3 séo
normalmente associados a proteinas adaptadoras, sugerindo uma funcdo semelhante
desta proteina (Wang et al. 2010). A SAMSN1 contém ainda 3 sequéncias de

localizac&o nuclear, sugerindo uma fungéo ao nivel do ndcleo (Claudio et al. 2001).
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Figura 6. Representacao dos dominios conhecidos da proteina SAMSNL.

Poucos estudos relacionam esta proteina com a tumorigénese, no entanto
Yamada e colaboradores, efectuaram um screening utilizando 12 marcadores de
sequence tagged-site (STS) em 85 linhas celulares de carcinoma do pulmao,
resultando na identificacdo de uma deleccdo homozigética em 21g21.1 que
posteriormente foi limitada a 3,4Mb, onde estdo localizados os genes HSPA13,
NRIP1 e SAMSNL, incluidos neste estudo ou estudados previamente. Foi ainda
realizada uma analise de expressdo de dois genes contidos nesta regido, um deles
SAMSNL1, que revelou uma diminuicdo de expressdo em todas as linhas celulares de
carcinoma do pulméo utilizadas. Com base neste estudo, Yamada sugere que o0 gene
SAMSNL1 pode actuar como gene supressor de tumor em cancro do pulméo (Yamada
et al. 2008). Noutro estudo, Watanabe e colaboradores, identificaram 20 genes que
permitiram diferenciar os casos de colite ulcerosa que desenvolveram carcinoma e 0s
gue ndo desenvolveram. Entre estes 20 genes inclui-se 0 gene SAMSNL1, sugerindo
que este pode estar envolvido na progressdo tumoral em casos de colite ulcerosa
(Watanabe et al. 2011).

1.4.4. Bone morphogenetic protein receptor, type IA (BMPR1A)

O gene BMPR1A também conhecido como activin-like kinase 3 (ALK3)
localiza-se no cromossoma 10 (10g22.3) e codifica para um receptor serina-treonina
cinase tipo | que tem como ligando a proteina bone morphogenetic protein (BMP).
Este gene é constituido por 13 ex6es dos quais 11 sdo codificantes. Encontram-se
descritos 2 transcritos deste gene, no entanto, apenas um codifica para um produto
funcional (Ensembl 2014a). A proteina codificada por este gene € expressa em niveis
mais elevados no plasma sanguineo e no rim (Genecards® 2014a).

Esta proteina é constituida por 532 aminoacidos e encontra-se localizada na

membrana celular. Quando o ligando BMP, pertencente a familia Transforming
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growth factor (TGF-P), se liga ao receptor conduz a formacéo de um complexo entre
0 receptor tipo | e o tipo Il. O receptor tipo 11 fosforila o receptor tipo I, que por sua
vez fosforila as proteinas SMAD1/5/8, activando-as, as quais formam um complexo
com a proteina SMAD4 (Figura 7). Este complexo é entdo importado para o nucleo
onde actua como factor de transcricdo regulando genes de proliferacdo e
diferenciagéo celular, esta via actua como supressora do crescimento celular (Cao &
Chen 2009; Attisano & Wrana 2002).

BMP
]
(P) Citoplasma
SMADI/5/8
SMADI/5/8
SMAD4 SMADI1/5/8
SMAD4

SMADI/5/8

Genes alvo

Nicleo
AN

Figura 7. Representacéo esquematica da via de sinalizagdo BMP com o ligando BMP e as principais
proteinas da via (adaptado de Hardwick et al. 2008); P — Proteina fosforilada.

Hardwick e colaboradores estudaram um dos ligandos da via BMP, a proteina
BMP2, que actua de forma autocrina nas células maduras do epitélio célico,
constatando assim que esta via promove a supressdao do crescimento celular e a

apoptose levando a renovacéo do epitéelio (Hardwick et al. 2004). O desenvolvimento
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de CCR provém da auséncia de regulacdo do crescimento celular e de apoptose. A
via do TGF-B é uma das principais vias que sofre desregulacdo, nomeadamente em
80% dos casos de CCR. A via de sinalizacdo BMP, que apresenta semelhangas com a
via do TGF-B, pode ser inactiva por mutacdes germinais no gene BMPR1A levando a
predisposicdo para o sindrome de polipose juvenil. Segundo o estudo de Beck e
colaboradores realizado em linhas celulares de CCR esporédico, a via BMP parece
permanecer intacta ao contrario da via do TGF-B. No entanto em casos de sindrome
de polipose juvenil a inactivacdo da via BMP predispde a um risco aumentado de
desenvolvimento de CCR (Beck et al. 2006).

Recentemente, no trabalho de Nieminen e colaboradores, foi efectuado um
estudo de genome-wide linkage para uma familia que preenchia os CA-I mas que nédo
apresentava nenhuma mutacdo patogénica nos genes MMR, ou seja, com
caracteristicas de FCCTX. Foi observado linkage para a regido 10923, a qual contém
o0s genes PTEN, MINPP1 e BMPR1A, e apds analise mutacional do gene BMPR1A
foi identificada uma mutacdo patogénica, p.Glu88del, que segrega com a doenga. Em
seguida foram analisadas as restantes familias incluidas neste estudo, tendo sido
identificada numa familia uma mutacdo num local de splicing, ¢.68-10_68+14del, a
qual leva ao skipping do exdo 2 do gene BMPR1A (Nieminen et al. 2011). Os
resultados deste trabalho demonstram que alteragcbes no BMPR1A néo estéo restritas
a familias com polipose juvenil, e que este gene pode ser um possivel candidato na
susceptibilidade para o FCCTX.
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2. Objectivos

O presente trabalho teve como objectivos a avaliagdo do envolvimento de genes
especificos na susceptibilidade para o0 FCCTX, nomeadamente do gene BMPR1A e de
dois genes localizados na regido cromossémica 21qll (nomeadamente HSPA13 e
SAMSNL1), previamente identificada como uma possivel regido de susceptibilidade para
0 FCCTX. Pretendeu-se, contribuir para o esclarecimento da base molecular deste
sindrome, através da andlise mutacional dos genes acima mencionados, nomeadamente
anélise de mutacGes pontuais, analise de grandes delecdes e insercdes e e analise de
expresséo.

Pretendeu-se, ainda, concluir a avaliacdo do envolvimento na susceptibilidade para o
FCCTX de dois genes localizados em 13g32-g33 e analisados em estudos prévios,
através do estudo da possivel patogenicidade de trés mutacdes previamente identificadas
no gene SLC10A2, assim como do estudo dos genesTPP2 e TEX30 ao nivel da
expressao do RNA.

Pretendeu-se ainda esclarecer os mecanismos moleculares envolvidos nas perdas de
heterozigotia detectadas frequentemente na regido 13q em tumores FCCTX, descritas

num estudo prévio, através da analise do numero de copias por PCR quantitativo.
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3. Materiais e métodos
3.1.Materiais

Para a realizacdo deste estudo seleccionaram-se 15 familias que cumprem o0s
requisitos para FCCTX, seguidas na Clinica de Risco Familiar do Cancro do Coélon e
Recto do IPOLFG, EPE, ou seja, familias que preenchem os CA, ndo apresentam
mutacfes nos genes MMR e cujos tumores ndo possuem instabilidade de
microssateélites.

Para a analise mutacional dos genes HSPA13, BMPR1A e SAMSN1 foi
utilizado DNA genomico extraido a partir de sangue periférico de 15 individuos
index das familias FCCTX e 2 familiares de uma das familias (L55), familia que
apresenta linkage com a doenca nas regifes cromossomicas 13932-33 e 21q11. Estes
2 familiares foram seleccionados de forma a aumentar a probabilidade de encontrar
uma mutacdo que esteja associada com a doenca, sendo que o linkage nas duas
regides ndo exclui a possibilidade de alguns individuos possuirem alteracfes apenas
em genes localizados na regido 13932-33 e outros nos genes em 21qg11.

Na pesquisa de transcritos alternativos dos genes TEX30 e SAMSN1 foi
utilizado cDNA sintetizado a partir de RNA extraido de sangue periférico de 8
individuos de 3 familias FCCTX, L55, L7 e L63, (3 individuos index e 6 familiares
da familia L55). Para a conclusdo da analise dos transcritos alternativos detectados
em estudos anteriores nos fragmentos 5 (insercdo de 72pb) e 8 (insercdo de 39pb) do
gene TPP2 e do transcrito alternativo encontrado neste estudo do gene TEX30, foi
utilizado cDNA sintetizado a partir de RNA extraido de sangue periférico de 19
individuos com SL e 15 individuos saudaveis que constituem o grupo controlo (N).

Relativamente ao estudo da expressdo do transcrito wild type dos genes,
TEX30, SAMSN1, HSPA13 e TPP2 e do transcrito com inser¢do de 72pb do gene
TPP2, foi utilizado cDNA sintetizado a partir de RNA extraido de sangue periférico
de 7 individuos de 2 familias FCCTX, L55 e L7, (2 individuos index e 5 familiares
da familia L55). Para o transcrito wild type dos genes SAMSN1 e HSPA13 foram
ainda incluidos 5 individuos do grupo N e 2 individuos do grupo SL. Para o
transcrito wild type e para o transcrito com inser¢do de 72pb do gene TPP2 foram

também incluidos 17 individuos do grupo N e 13 individuos com SL.
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Para o estudos de variabilidade de copy number dos genes SAMSN1, HSPA13 e
TPP2 foi utilizado DNA gendémico extraido a partir de sangue periférico de 7
individuos de 2 familias FCCTX (2 individuos index e 5 familiares da familia L55).

Relativamente ao estudo de variabilidade de copy number na regido 13g32-33,
onde foram analisados os genes TPP2 e DOCKO, foi utilizado DNA extraido a partir
de tecido incluido em parafina (FFPE) de 14 tumores FCCTX e 12 mucosas normais,
sendo que para dois dos tumores ndo se possui material bioldgico de mucosa normal
incluido em parafina.

Por forma a concluir o estudo da eventual patogenicidade de trés mutacdes
detectadas anteriormente no gene SLC10A2 foi realizada pesquisa das mutagdes
V98I (exdol) e P290S (ex&o 5) em DNA gendmico extraido a partir de sangue
periférico de 48 individuos saudaveis de modo a avaliar a frequéncia destas mutacbes
na populacdo portuguesa em geral. Em relacdo a mutacdo Al71S (exdo 3), foi
efectuada uma analise de linkage da mutacdo com a doenga, utilizando DNA
genomico extraido a partir de sangue periférico de 10 individuos da familia FCCTX

(1 individuo index e 9 familiares da familia L84).
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3.2.Métodos

3.2.1. Extraccdo de acidos nucleicos

As amostras de DNA e RNA utilizadas foram extraidas previamente a este

estudo.
3.2.1.1. Extraccdo de DNA a partir de sangue periférico

A extraccdo de DNA a partir de sangue periférico, foi efectuada utilizando o kit
CITOGENE - Genomic DNA Purification Kit (Citomed). De seguida o DNA foi
quantificado num espectrofotdmetro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) por forma a
se efectuar uma diluicdo de trabalho de 80ng/pl. O DNA stock foi armazenado a
-20°C.

3.2.1.2. Extraccdo de DNA a partir de tecido tumoral e mucosa

normal incluido em parafina

Para extraccdo de DNA gendmico a partir de tecido incluido em parafina foi
utilizado o método de fenol-cloroférmio. O DNA resultante foi quantificado num gel
de agarose a 0,8% (p/v) por comparacdo com amostras de DNA referéncia de

concentracdes conhecidas.
3.2.1.3. Extraccdo de RNA a partir de sangue periférico

O RNA foi extraido utilizado o método descrito para o reagente Trizol
(Invitrogen) e quantificado num espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo
Scientific). No entanto como 0 DNA e o RNA absorvem ao mesmo comprimento de
onda (260nm), foi necessario efectuar uma electroforese em gel de agarose de 0,8%
(p/v), de modo a se observar a integridade do RNA e também possiveis

contaminagdes com DNA.

3.2.2. Amplificacdo do DNA por reaccdo em cadeia da polimerase
(PCR)

Esta técnica baseia-se na capacidade da DNA polimerase conseguir sintetizar
novas cadeias de DNA, in vitro, a partir de uma cadeia molde. Comporta trés etapas,

desnaturacdo térmica a 94°C, annealing dos primers e a extensdo da nova cadeia de
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DNA. As trés etapas sdo repetidas entre 30 a 40 vezes, constituindo o nimero de
ciclos da reaccdo de PCR, e assim amplificando de forma exponencial o DNA alvo.
Para que a amplificacdo ocorra é necessario um par de primers (forward e reverse),
que delimite a zona de interesse no gene alvo; um DNA molde; uma DNA
polimerase, sendo a mais usada a Taq polimerase proveniente de Thermis aquaticus
(pela sua capacidade de ser termorresistente); os desoxinucleédtidos (dNTPs)
utilizados para a sintese da nova cadeia de DNA; um tampao salino para manter o pH
Optimo e constante durante a reaccdo de amplificacdo, e uma solucdo contendo ides

magnésio o qual actua como um cofactor essencial para a ac¢éo da polimerase.
3.2.2.1. Optimizacado das condicdes de PCR

Inicialmente é necessario proceder a uma optimizacdo das condicdes de
amplificacdo de modo a obter o produto desejado de forma especifica. As condi¢Ges
que devem ser aferidas sdo, a temperatura de annealing dos primers, a concentracao
do 30 Mg?*, a concentracdo de primer, e o nimero de ciclos da reaccio de PCR.
Relativamente a temperatura de annealing dos primers esta deve ser aumentada
sempre que se verifique inespecificidade do produto de PCR ou diminuida no caso
em que ndo se observe a banda de interesse. A concentracdo de cloreto de magnésio
deve ser ajustada, de modo a se obter uma banda especifica e cuja quantidade de
produto amplificado seja tal que permita efectuar todos os passos posteriores do
procedimento experimental. A variacdo da concentracdo de primer sé é efectuada se
a variacdo da temperatura de annealing ndo se demonstrar eficiente na reducdo de
dimeros de primers ou na obtencdo de um produto especifico de DNA. No entanto,
estas alteracbes podem ndo ser suficientes para se obter um produto de PCR
especifico, nestes casos, pode ser necessario alterar o kit da DNA polimerase, e
utilizar por exemplo, uma polimerase com hotstart térmico, o que permite obter uma
diminuicdo na inespecificidade do PCR, uma vez que a enzima apenas tem
actividade a uma determinada temperatura 6ptima.

Todas as amostras de DNA utilizadas neste estudo, foram amplificadas para
um volume final de reaccdo de 12,5ul, constituida por 1l de DNA molde (80ng/ul)
e o restante da mistura reaccional, contendo todos 0s componentes necessarios a sua

amplificacdo, referidos anteriormente.
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3.2.2.2. Analise electroforética do produto amplificado por PCR em
gel de agarose

A electroforese consiste na separacdo de moléculas, através da aplicacdo de um
campo eléctrico, numa matriz, que funciona como um filtro. A agarose permite que
as moléculas de DNA sejam separadas consoante 0 seu tamanho molecular ao
migrarem do poélo negativo para o polo positivo, sendo que as moléculas mais
pequenas migram mais rapidamente enquanto que as maiores migram mais
lentamente. Para a visualizacdo do produto de PCR é necessério a utilizagdo de
corantes fluorescentes que se intercalam na cadeia dupla de DNA, como por exemplo
0 brometo de etidio, e que quando expostos a luz ultra-violeta emitem fluorescéncia.

Todas as solucdes utilizadas na analise electroforética e na preparacdo dos géis
de agarose estdo descritas no anexo V.

Aos produtos de PCR obtidos da optimizacdo das condi¢Ges de amplificacdo
sdo adicionados 3pul de tampdo de deposicdo — Orange G 5x, com a finalidade de
conferir densidade a amostra de modo a que esta se deposite no fundo do poco de
agarose e ainda permitir a visualizagdo da frente de migracdo, durante a
electroforese. Apos a deposicdo das amostras, em gel de agarose 1,2%-2,0% (p/v)
(de acordo com o tamanho molecular das amostras) estas foram submetidas a uma
voltagem constante de 140V durante um tempo variavel entre os 30 minutos e 1 hora
e 15 minutos. Juntamente com as amostras foi aplicado no gel um marcador de peso
molecular adequado com um padrdo de bandas de tamanhos moleculares conhecidos,
com a finalidade de confirmar o tamanho do produto amplificado. Apds a
electroforese em tampao TBE 1x, o gel foi exposto a radiacdo ultra-violeta, num

transiluminador ChemiDoc™XRS+ System (Bio-Rad) com captagdo da imagem.
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3.2.3. Analise mutacional dos genes HSPA13, SAMSN1 e BMPR1A
3.2.3.1.Amplificacdo por PCR dos exdes dos genes HSPA13, SAMSN1
e BMPR1A

Os primers para a amplificacdo por PCR destes trés genes foram desenhados
utilizando o software NetPrimer (PREMIER Biosoft). Para 0 gene BMPR1A foram
utilizados 11 pares de primers ja desenhados anteriormente a este estudo, com o
intuito de amplificar os 11 exdes codificantes deste gene bem como a sua regido
3"UTR. Para o gene HSPA13 foram desenhados 5 pares de primers para amplificacdo
dos 5 exdes deste gene e da regido 3'UTR, e para 0 SAMSN1 foram desenhados 8
pares de primers para amplificacdo dos 8 exdes codificantes deste gene bem como da
sua regidao 3'UTR.

Os primers utilizados na amplificacdo dos vérios exdes encontram-se
representados esquematicamente na Figura 8, para o BMPR1A (A), HSPA13 (B) e
SAMSNL1 (C), respectivamente. Para a maioria dos casos, 0S primers estdo situados
nas regides flanqueadoras dos exdes de modo a abranger todo o0 exao e as regides de
splicing adjacentes. Para o exdo 5 do gene HSPA13 foi necessario desenhar dois
pares de primers sobreponiveis, devido ao tamanho deste exdo (sendo que a regido
terminal do produto amplificado pelo primeiro par de primers é sobreponivel com a
regido inicial do produto amplificado pelo segundo par), e desta forma conseguir
amplificar todo o exdo 5 e respectiva regido 3"UTR. Relativamente aos outros dois
genes, 0 exdo 1 do gene SAMSNL1 e os exdes 1 e 2 do gene BMPR1A ndo foram
analisados por se tratarem de regides ndo codificantes.

As condicdes para a amplificacdo dos exdes dos genes BMPR1A, HSPA13 e
SAMSN1 assim como os programas de PCR utilizados encontram-se descritos no

anexo Il.
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Figura 8. Representacdo esquematica do gene BMPR1A (A), HSPA13 (B) e SAMSNL1 (C) e respectiva
localizacdo dos primers (setas) utilizados. Caixas preenchidas — regido codificante (exao); Caixas a
branco — regido ndo codificante; Linhas — regiéo intronica.

3.2.3.2. Controlo da eficiéncia do produto amplificado por PCR em

gel de agarose a 2% (p/v)

Os produtos de PCR amplificados foram controlados em gel de agarose de
forma a verificar a eficiéncia da reaccdo, para tal foi utilizado 3ul do produto
amplificado ao qual se adicionou 7l de tampé&o de deposicdo — Orange 1x (diluido a
partir do tampéao de deposicdo Orange 5x). A electroforese decorreu como descrito
em 3.2.2.2, tendo-se utilizado o marcador de peso molecular GeneRuler 50bp DNA
Ladder (Thermo Scientific). No caso do exdo 13 do BMPR1A foi utilizado o
marcador de peso molecular 1kb DNA Ladder (Promega), uma vez que o produto
esperado era superior a 1000pb.

3.2.3.3. Purificacdo dos produtos de amplificacdo por PCR

Posteriormente ao controlo da eficiéncia do produto de PCR em gel de agarose
foi efectuada a purificacdo do produto amplificado. Foram utilizados dois métodos
de purificacdo diferentes, um método enzimatico sempre que se obteve um produto
de PCR especifico, ou em coluna quando ndo foi possivel eliminar bandas

inespecificas no produto de PCR.
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3.2.3.3.1. Purificacdo enzimética dos produtos de amplificacdo por
PCR

Foi efectuada uma mistura reaccional com as enzimas, FastAP 1U/ul e Exol
20U/ul (Thermo Scientific), as quais tem a fungéo de eliminar todos os reagentes em
excesso na reaccdo e purificar o DNA amplificado, numa propor¢cdo de 2:1,
respectivamente. Em seguida, foram distribuidos 1,5yl da mistura em cada tubo
contendo o produto de PCR. A purificacdo foi realizada num termociclador, durante
15 minutos a 37°C, temperatura Optima de actuacdo das enzimas, seguidos de 15

minutos a 85°C para inactivacdo das mesmas.

3.2.3.3.2. Purificagdo em coluna dos produtos de amplificacdo por
PCR utilizando o kit QIAquick® Gel Extraction (Qiagen)

Nos casos em que temos mais do que um produto amplificado foi necessério
isolar a banda de interesse do gel de agarose. Para tal, o gel foi exposto a radiacao
ultra-violeta e a banda de interesse excisada com a ajuda de um bisturi e transferida
para um tubo tipo eppendorf de 1,5ml. Posteriormente procedeu-se a purificagdo do
fragmento utilizando o kit QIAquick® Gel Extraction (Qiagen), o qual se baseia num
procedimento de ligacdo-lavagem-eluicdo utilizando uma coluna com membrana de
nitrocelulose. Resumidamente, foi efectuada a solubilizacdo do gel de agarose por
adicdo de uma solucdo tampdo ao tubo contendo a agarose excisada, o qual é
colocado num banho seco a temperatura de 50°C. De seguida, foi adicionado
isopropanol que ajuda na precipitacdo do DNA, e o volume total foi transferido para
uma coluna com tubo de recolha. Esta foi centrifugada durante 1 minuto, de modo a
permitir a eluicdo da solucdo e que o DNA se ligue a membrana. De seguida, foi
efectuada a lavagem do DNA por adi¢do de um tampédo que contem etanol, o qual
permite a remocao de sais e por fim o DNA foi eluido em tampdo TE para um novo
tubo tipo eppendorf de 1,5ml. O protocolo detalhado encontra-se descrito no anexo
VI.

De forma a verificar a eficiéncia da purificagdo, o produto obtido foi
controlado em gel de agarose 1,2% (p/v) como descrito em 3.2.2.2, mas utilizando
2ul de DNA purificado ao qual se adicionou 8ul de Orange G 1x. Foi utilizado o
marcador de peso molecular GeneRuler 50bp DNA Ladder (Thermo Scientific) ou
1kb DNA Ladder (Promega) dependendo do tamanho do produto esperado.
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3.2.3.4. Sequenciacdo automatica

A sequenciacdo automaética baseia-se nos principios da replicacdo do DNA,
sendo um método desenvolvido por Sanger e denominado por dideoxy sequencing
(Applied Biosystems 2009). Este método permite determinar cada nucleodtido da
sequéncia de DNA amplificada na reaccdo de PCR, atraves da propriedade da DNA
polimerase incorporar analogos de nucleétidos com auséncia do grupo 3"-hidroxilo,
os didesoxirribonucledtidos (ddNTPs). A auséncia deste grupo impede a ligagédo de
um nucleotido adjacente, o que leva a terminacédo da sintese da molécula de DNA e a
formacéo de varios produtos com um nucledtido de diferenca.

Cada ddNTP é marcado com um fluorocromo de cor diferente, permitindo a
emissdo de fluorescéncia quando excitado pelo laser durante a electroforese capilar,
0 que leva a determinacdo dos varios nucledtidos presentes na sequéncia de DNA em

estudo.
3.2.3.4.1. Reaccdo de sequenciagéo

A reaccdo de sequenciagéo foi efectuada para um volume final de 20ul. Para
tal preparou-se uma mistura reaccional contendo 2pl de BigDye®Terminator v1.1,
v3.1 5x Sequencing Buffer (Applied Biosystems) para manter o pH constante; 2ul do
primer (forward ou reverse) numa concentracdo de 1,6pmol/ul para o alvo que se
pretende sequenciar ¢ BigDye™ Terminator v1.1 Cycle (Applied Biosystems) que
contém uma DNA polimerase, Mg?*, dNTPs e ddNTPs. A quantidade de produto de
PCR purificado utilizado na reaccdo, é determinada com base no tamanho molecular
do fragmento amplificado e na intensidade da banda obtida ap6s visualizacdo no gel
em agarose como descrito em 3.2.2.2. Por outro lado, a quantidade de BigDye™
Terminator v1.1Cycle depende apenas do tamanho do produto amplificado por PCR.
Por fim utiliza-se a 4gua bidestilada para perfazer o volume final da reaccéo.

A reacgdo de sequenciacdo foi realizada num termociclador, Veriti, (Applied
Biosystems) utilizando o programa que se encontra descrito na Tabela 4. A
temperatura de annealing utilizada na reac¢do de sequenciacdo foi a mesma da
reaccdo de PCR excepto nos casos em que a temperatura optimizada para a
amplificacdo dos fragmentos dos diversos genes excedia os 60°C. Nestes casos,
utilizou-se a temperatura de 59,5°C, uma vez que, como a temperatura de extensao da

enzima é de 60°C, esta poderia ocorrer em simultdneo com o annealing dos primers e
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assim tornar a reaccdo pouco eficiente. Os produtos obtidos pela reac¢do de
sequenciacgdo foram guardados a 4°C por um periodo maximo de 24h, até se proceder
a sua purificacédo e precipitacgéo.

Tabela 4. Programa utilizado na reaccao de sequenciacao

Etapa da reaccéo Temperatura (°C) Duracéo Ciclos
Desnaturacdo inicial 96 5min 1
Desnaturacéao 95 10seg
Annealing Variavel 5seg 25
Extenséo 60 4min
Pausa 4 0 1

3.2.3.4.2. Purificacdo e precipitacdo do DNA apdés a reaccdo de

sequenciacao

O método utilizado para a purificacio do DNA apds a reaccdo de
sequenciacdo tem como base uma reaccdo de salting out, descrita para o kit
BigDye™ Terminator v1.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems). Este método
utiliza o acetato de so6dio que neutraliza a carga dos acidos nucleicos e ajuda a
precipitar o DNA juntamente com o etanol absoluto, e um agente quelante, 0o EDTA
que vai quelatar o Mg?* residual da reaccdo de sequenciagdo. Assim foi efectuada
uma mistura reaccional contendo de 2ul de EDTA (125mM, pH = 8,0), 2 ul de
acetato de sédio (3M, pH =5), e 50 ul de etanol absoluto num tubo tipo eppendorf de
1,5ml. O volume total do produto da reaccdo de sequenciacdo foi transferido para o
tubo contendo a mistura e homogeneizado em vortex. Em seguida, os tubos foram
incubados durante 15 minutos a temperatura ambiente e posteriormente
centrifugados durante 30 minutos a 14000rpm a 4°C. Apds remocdo do sobrenadante
foi adicionado etanol a 70% (v/v) para lavagem do pellet e remocéo de sal residual, e
nova centrifugacdo durante 15 minutos. Apds a centrifugacdo o sobrenadante foi
descartado e o pellet de DNA foi seco num banho seco a 37°C, de modo a remover o
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etanol residual que pode interferir com a electroforese capilar. O pellet de DNA foi

armazenado a 4°C até se proceder a electroforese capilar (Anexo VII).
3.2.3.4.3. Electroforese capilar

A electroforese capilar permite a separacdo dos produtos da reacgdo de
sequenciacdo de acordo com o tamanho molecular e com uma resolucdo de 1
nucleodtido. Perto do final da migracdo no polimero ocorre a excitacdo do
fluorocromo dos ddNTPs por um laser, sendo a emisséo de luz detectada por um
aparelho oOptico e o sinal de fluorescéncia convertido em dados digitais por um

software.
3.2.3.4.3.1. Preparacgéo das amostras para electroforese capilar

A preparacdo das amostras para electroforese capilar consistiu na adicdo de
17ul de formamida HI-DI (Applied Biosystems) a cada tubo contendo o pellet seco,
seguindo-se uma homogeneizagdo em vortex e transferéncia do volume total para
tubos de sequenciacdo. Em seguida, efectuou-se uma desnaturacdo térmica das
amostras, num termociclador durante 5 minutos a 95°C. Posteriormente, 0s tubos
foram incubados em gelo durante 2 a 3 minutos, e por fim, transferidos para o
sequenciador automatico ABI Prism™ 310 Genetic Analyser (Applied Biosystems)
onde se procedeu a electroforese capilar.

3.2.3.4.3.2. Analise de resultados

Os resultados foram obtidos sob a forma de um electroforetograma, apés
analise com o software Sequencing Analysis 3.4.1 (Applied Biosystems).

A sequéncia obtida foi comparada com a sequéncia normal do gene alvo,
retirada da base de dados NCBI, de modo a identificar possiveis alteragdes.

3.2.4. Analise de grandes dele¢des/insercdes nos genes TPP2, TEX30
e SAMSN1

Os genes selecionados para analise de grandes delegdes/insercdes foram
analisados para mutacfes germinais pontuais, no entanto atraves de sequenciacéo
automatica ndo é possivel constatar delecdes/inser¢des de 1 ou mais exdes. Esta

analise foi efectuada utilizando mRNA de modo a se amplificar a totalidade do gene
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numa anica reaccdo. Os genes TPP2 e TEX30 ja tinham sido analisados para

mutacdes pontuais em trabalhos anteriores (Pévoa 2011; Pereira 2013).

3.2.4.1. Reaccdo de transcricdo reversa seguida de PCR (RT-PCR)

para sintese de cDNA

A reacgdo de RT-PCR permite a obtencédo do cDNA a partir de um molde de
RNA o qual é convertido em cDNA de cadeia simples, formando um hibrido RNA-
cDNA e posteriormente amplificado numa molécula de cDNA de cadeia dupla. O
RNA utilizado para a reaccao foi extraido e quantificado como descrito em 3.2.1.3.
Inicialmente foi efectuada uma mistura reacional para um volume final de 7,75ul
com um volume de RNA equivalente a 1ug (sempre que possivel), dgua bidestilada
tratada com dietilpirocarbonato (DEPC)(Merck) que actua como uma DNAse, e
0,5ul de hexameros (3ug/ul, Roche), que funcionam como primers aleatorios para o
inicio da sintese de cDNA. Os tubos contendo esta mistura foram incubados a 70°C
durante 10 minutos num termociclador tendo sido, posteriormente, adicionado em
gelo 12,25ul de uma segunda mistura reacional contendo 4pl de tampéo 5x First
Strand Buffer (Invitrogen) para manter o pH da reaccdo constante; 4pl de dNTPs
(100mM cada, illustra™ GE Healthcare); 2ul de ditiotreitol (DTT) (0,1M,
Invitrogen) como estabilizador enzimatico; 0,2ul de Single-Stranded DNA, Binding
Protein (1-5ug/ul, Promega) como estabilizador do cDNA de cadeia simples; 1ul de
Superscript® Il Reverse Transcriptase (200U/ul, Invitrogen), enzima que sintetiza o
cDNA a partir de um RNA molde; 0,75ul de RnaseOut™ Recombinant
Ribonuclease Inhibitor (40U/ul, Invitrogen), para a inactivacdo de possiveis RNases
presentes na reaccdo e 0,3ul dgua bidestilada tratada com DEPC de modo a perfazer
0 volume. Os tubos foram colocados novamente no termociclador tendo sido
efectuada uma incubacdo a 42°C durante 60 minutos seguida de uma etapa de 70°C
durante 15 minutos, para inactivacdo das enzimas. No final da reac¢do obteve-se um
volume final de 20pl de cDNA, o qual foi armazenado a -20°C.

De modo a confirmar o sucesso da reaccdo de RT-PCR efectuou-se a
amplificagdo por PCR de um fragmento do gene gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH). Este gene € expresso de forma ubiqua em todas as células
do organismo permitindo obter um perfil de bandas homogéneo entre as amostras. A
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eficiéncia do produto de PCR obtido foi controlada em gel de agarose a 2% (p/v)

como descrito em 3.2.3.2.

3.2.4.2. Amplificacdo por PCR do cDNA dos genes TPP2, TEX30 e
SAMSN1

Apos a sintese de cDNA das amostras em estudo e optimizagdo das condicBes
de PCR para os transcritos dos genes TPP2, TEX30 e SAMSN1 (Figura 9) como
descrito em 3.2.2.1, seguiu-se a sua amplificagdo por PCR (anexo II). A anélise
mutacional do gene TPP2 tinha sido realizada em cDNA devido a sua dimenséo,
tendo este sido dividido em varios fragmentos, os quais foram numerados
sequencialmente e ndo correspondem ao exdo amplificado (Pereira 2013). Nas
amostras analisadas foram identificados dois transcritos alternativos deste gene, nos
fragmentos 5 (transcrito alternativo 13a) e 8 (transcrito alternativo 24a),
respectivamente (Figura 9C), sendo necessario verificar se existe alguma relacéo
entre a presenca destes e 0 FCCTX. Para o gene TEX30 (Figura 9B), foi desenhado
um par de primers para amplificagdo da totalidade do transcrito. Enquanto que para o
gene SAMSN1 (Figura 9A), como este possui 3 transcritos codificantes que variam
nos exodes iniciais do gene, foram desenhados trés primers: um forward para o
primeiro exao codificante deste gene (exao 2) e um reverse para 0 exdo 9 de modo a
amplificar o transcrito 1 e um primer forward no exdo alternativo dos transcritos 2 e
3 utilizando-se como primer reverse 0 anteriormente mencionado para a

amplificacdo destes.
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Figura 9. Representacdo esquematica do cDNA dos genes SAMSN1 (A), TEX30 (B), TPP2 (C). Na
seccdo A, a caixa vermelha representa o exdo 1 alternativo existente nos transcritos 2 e 3 do gene
SAMSNL1. Na seccdo C, encontra-se representado o fragmento 5 do gene TPP2 contendo os exdes 13 a
17 e o fragmento 8 contendo os exdes 21 a 27.

O produto amplificado por PCR do fragmento 5 do gene TPP2, constituido
por 577pb, o fragmento 8 do mesmo gene, constituido por 528pb, e o transcrito 1 do
gene TEX30, constituido por 930pb foram controlados num gel de agarose 2%
enquanto que o transcrito 1 do gene SAMSNL1, constituido por 1281pb, e o transcrito
2 do mesmo gene, constituido por 1467pb, foram controlados em gel de 1,5%,
durante 50 minutos, como descrito em 3.2.2.2. Nos casos em que foram identificadas
bandas adicionais ao esperado, foram repetidas as amplificacbes por PCR. Nas

mesmas condi¢gbes mas para um volume final de 25ul, permitindo obter um maior
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rendimento do produto amplificado e procedeu-se ao controlo em gel de agarose
como descrito anteriormente. As seccOes do gel de agarose contendo a banda
adicional foi excisada, o cDNA purificado como descrito em 3.2.3.3.2 e procedeu-se

a sequenciacdo automatica como descrito em 3.2.3.4.

3.2.4.3. Analise dos transcritos alternativos identificados no contexto
do FCCTX

De forma a determinar se o transcrito alternativo identificado no gene TEX30,
assim como os transcritos alternativos anteriormente identificados no gene TPP2
(Pereira 2013), se encontram apenas no contexto do FCCTX, estas variantes foram
avaliadas em dois grupos distintos de individuos. Foram seleccionadas amostras de
individuos com SL e individuos do grupo N. Os cDNA destes individuos foram
obtidos como descrito em 3.2.4.1 e amplificados por PCR utilizando as condigdes
descritas no anexo Il. Os produtos amplificados foram posteriormente controlados

em gel de agarose como descrito em 3.2.3.2.

3.24.4. Analise da expressdo do transcrito alternativo 13a

identificado no gene TPP2 através de PCR semiquantitativo

De forma a determinar se a variabilidade de intensidade das bandas
correspondentes ao transcrito alternativo 13a identificado no gene TPP2, pode estar
relacionada com diferencas de expressao entre os individuos, efectuou-se um PCR
semi-quantitativo utilizando como gene controlo o GAPDH. Para tal foi necessario
proceder a optimizacdo do numero de ciclos de PCR, utilizando dilui¢des seriadas de
cDNA de forma a se obter uma intensidade decrescente e gradual (para metade) a
medida que se aumenta a diluicdo do cDNA para o dobro. Ap6s determinacdo do
namero de ciclos dptimo, 26 ciclos para o transcrito do gene TPP2 e 20 ciclos para o
transcrito do gene GAPDH, procedeu-se & amplificacdo por PCR do cDNA dos index
das familias FCCTX bem como dos cDNA dos individuos dos dois grupos descritos
em 3.2.4.3. De seguida, controlou-se em gel de agarose a 1,5% (p/v) nas mesmas

condigdes descritas em 3.2.3.2.
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3.2.5. Real-Time PCR (qPCR)

O Real-Time PCR ou PCR quantitativo tem como base o PCR comum, mas
para além da andlise qualitativa permite também uma andlise quantitativa do DNA,
apresentando uma maior sensibilidade de amplificacdo deste. Nesta técnica a
amplificacdo do produto de PCR ocorre em simultneo com a deteccdo da
quantidade amplificada, ndo requerendo técnicas adicionais de detec¢do, como a
electroforese em gel de agarose. Esta deteccdo € obtida com a utilizagdo de uma
mistura reaccional que contém um marcador fluorescente. Os marcadores podem ser
directos, se se intercalam na dupla cadeia de DNA (SYBR Green 1) ou indirectos,
como os oligonucledtidos marcados com um fluorocromo que se ligam por
complementaridade de bases a uma regido especifica do DNA de cadeia simples
(sondas fluorescentes). A fluorescéncia obtida através dos marcadores é directamente
proporcional a quantidade do produto amplificado por PCR, sendo que ao ciclo em
que o sinal de fluorescéncia ultrapassa o background, ou seja, quando se inicia a fase
exponencial da amplificacdo por PCR, é dado o nome de crossing points (Cp)
(Roche Applied Science 2014). O valor dos Cp pode ser obtido com base em dois
métodos, fit points ou segunda derivada. O método de fit points baseia-se na
definicdo por parte do utilizador de um valor de ordenada (fluorescéncia),
denominado threshold, sendo que, o valor de Cp corresponde ao ponto onde a curva

de amplificacdo cruza a recta originada por este (Figura 10).
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Figura 10. Representacdo esquematica do método de fit points (adaptado de Luu et al. 2005).
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O método da segunda derivada (Figura 11) baseia-se no célculo da segunda
derivada da curva de amplificagcdo, sendo obtido um dnico valor a partir de cada
curva. Este método ndo depende da determinacdo de um valor de threshold pelo
utilizador, ou seja, € um método automatico e que permite uma melhor

reprodutibilidade de resultados.

80T
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Fluorescéncia

Ciclo da reaccido

B Amostra —O— 12Derivada  —&— 2* Derivada

Figura 11. Representacdo esquematica do método da segunda derivada (adaptado de Luu et al. 2005).

A quantificacdo das amostras pode ser efectuada por dois métodos,
quantificacdo absoluta ou relativa. Na quantificacdo absoluta séo efectuadas
dilui¢bes seriadas de uma amostra com concentracdo conhecida, sendo determinada
uma relacdo linear entre os Cp e o logaritmo da concentracdo desta amostra, de
forma a se obter uma recta de calibragdo. Partindo desta recta de calibracdo é
possivel determinar a concentracdo de amostras desconhecidas (Roche Applied
Science 2014). Na quantificacao relativa os valores obtidos (Cp) para as amostras em

estudo sdo inicialmente normalizados contra um gene enddgeno, também
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denominado de gene housekeeping, e posteriormente normalizados contra uma
amostra referéncia (Roche Applied Science 2014).

A especificidade do produto de qgPCR é observada através de curvas de
melting. Apds a quantificacdo, os produtos de PCR séo desnaturados com o aumento
gradual da temperatura, levando a libertacdo do marcador fluorescente, o que permite
obter um melting point especifico da sequencia amplificada. Para além da
especificidade, podemos também usar estas curvas para confirmar o tamanho e o
conteddo em GC do produto de PCR amplificado (Roche Applied Science 2014).

3.2.5.1. Anélise da expressdo dos genes TPP2, TEX30, SAMSNL1 e
HSPA13 por Real-Time PCR

O método utilizado para a analise da expressao dos genes em estudo foi um
método de quantificacdo relativa que utiliza o valor da eficiéncia (E) de cada gene

como base da equacao:

ACpAmost
(EGene alvo) pAmOosia

(EGene housekeeping)AC]DREferénCia AEquagaO 1)

Contudo, é necessario aproximar as eficiéncias de amplificagcdo do gene alvo e
do gene housekeeping (Livak & Schmittgen 2001).

3.25.1.1. Validacdo da eficiéncia de amplificacdo dos genes em

estudo

De forma a aproximar a 100% as eficiéncias de amplificacdo dos genes em
estudo e dos genes housekeeping foi avaliada a variagdao dos ACp para uma série de
diluicdes seriadas. Para tal foi utilizado uma mistura, em proporcdes iguais, de 6
amostras de cDNA de individuos saudaveis (pool de referéncias normais),
sintetizadas como descrito em 3.2.4.1. A pool de referéncias normais foi inicialmente
diluida 1:8 em agua bidestilada e de seguida foram efectuadas 4 dilui¢cdes seriadas
para metade (1:16 — 1:128). Utilizando cada diluicdo (1:8 — 1:128) foi efectuado
gPCR para cada gene, em duplicado. A média dos Cp dos duplicados foi calculada
para cada diluicdo de cada gene alvo e housekeeping. De seguida foi construido um
grafico com o log da concentracdo de cDNA versus ACp (Equagdo 2).

ACp = CpGene housekeeping - CpGene Alvo (Equagéo 2)
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A eficiéncia de cada par de primers pode ser calculada individualmente através
do declive obtido na equacdo da recta do grafico do log da concentracdo do cDNA
versus ACp (Rasmussen 2001) e utilizando a equagdo 3, obtendo-se um valor

préximo de 2 = 100% de eficiéncia.
E= 10(-1/dec|ive) (Equagéo 3)

O produto amplificado foi ainda caracterizado recorrendo as curvas de melting
e sempre que necessario submetido a uma electroforese em gel de agarose a 2% (p/v)
como descrito em 3.2.3.2, estes dois métodos permitiram garantir que os produtos
amplificados eram especificos e correspondiam ao produto esperado.

As reaccdo de gqPCR foram realizadas no LightCycler® 480 Instrument Il
(Roche) com o kit LightCycler®480SYBR Green | Master em placas de 96 pogos
utilizando o programa descrito no anexo IV. Cada reaccdo foi efectuada para um
volume final de 15ul, consistindo numa mistura reaccional contendo 0,75ul de cada
primer a concentracdo optimizada, 7,5ul de LightCycler®480SYBR Green | Master
2x concentrada (Roche) e 4pul de &gua bidestilada, a qual se adicionou 2ul de cDNA
diluido (1:32) em agua bidestilada excepto no controlo negativo onde o cDNA foi

substituido por agua bidestilada.

3.2.5.1.2. Quantificacao relativa dos genes em estudo

A quantificacdo relativa foi efectuada para os transcritos wild type dos genes
HSPA13, SAMSN1, TEX30 e TPP2, e ainda para o transcrito alternativo 13a do gene
TPP2. Para cada transcrito foi desenhado um par de primers exénicos, localizados
em exdes diferentes e sempre que possivel na fronteira entre dois exdes sequenciais,
garantindo especificidade para cDNA. A sequéncia e a localizagdo dos primers
utilizados encontra-se no anexo I. Como housekeeping foram utilizados os genes,
sucinato desidrogenase subunidade A (SDHA) e proteina ribossomal S13 (RPS13),
0s quais foram seleccionados com base no estudo de Duan e colaboradores (Duan et
al. 2012).

As reaccdes de qPCR foram efectuadas em triplicado, em placas de 96 pocos,
como descrito no ponto anterior, para os genes em estudo em 6 individuos da familia
L55 e 1 individuo da familia L7, ambas familias FCCTX das quais existia material

bioldgico disponivel. Para além destes individuos incluiram-se ainda individuos do
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grupo N e individuos com SL para o estudo dos transcritos dos genes HSPA13,
SAMSN1 e TPP2. Em cada placa foram efectuadas, ainda, reac¢gdes em duplicado
para cada gene utilizando o cDNA da pool de referéncias normais, para posterior
normalizacdo dos resultados. O cDNA dos individuos em estudo foi sintetizado
como descrito em 3.2.4.1.

Os valores de Cp obtidos através do software Light Cycler 480® v1.5.0.39
(Roche) foram importados para uma folha de calculo de Excel e a normalizagéo foi
realizada de acordo com as equacdes 1 e 2, utilizando a média dos Cp calculada a
partir dos triplicados de cada reaccéo.

A andlise estatistica foi realizada no software GraphPad Prism version 5.03,
utilizando a média e o desvio padrdo dos triplicados de cada experiéncia e recorrendo

a um teste estatistico t.

3.2.5.2. Andlise de copy number nos genes TPP2, SAMSN1 e
HSPA13 nas familias FCCTX por gPCR

De modo a se proceder a analise de copy number dos genes em estudo, foram
aproximadas as eficiéncias de amplificacdo utilizando o mesmo método de dilui¢bes
seriadas aplicado no ponto 3.2.5.1.1 mas utilizando uma mistura de amostras de
DNA (pool de referéncias normais). Neste caso, 0 DNA stock foi quantificado em
Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) e efectuou-se uma diluicéo seriada para 80ng/ul,
a partir desta diluicdo efectuaram-se 5 diluices seriadas para metade (1:2 — 1:32).

Apds a optimizacdo das eficiéncias de amplificacdo dos primers, procedeu-se a
quantificacdo relativa dos genes TPP2, SAMSN1 e HSPA13. Para o gene TPP2
tinham sido desenhados, previamente a este estudo, dois pares de primers descritos
no anexo |. O primeiro par (TPP2 intrdo 6) para a fronteira entre a regido intrénica
6/exdo 7 e exdo 7 e o segundo par (TPP2 intrdo 21 - D13S1256) para a regido
intrénica 21, este coincidente com a regido amplificada pelo marcador de
microssatélites D13S1256. Relativamente aos outros dois genes, SAMSN1 e
HSPA13, foi desenhado um par de primers, para cada, sendo que a sequéncia e a
localizagdo destes se encontra descrito no anexo I. Como gene housekeeping foi
utilizada uma regido do cromossoma 12 (CHR12) compreendida entre 6585217pb e
6585317pb, utilizada numa anélise de copy number por Duan e colaboradores (Duan
etal. 2012).
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As reaccoes de gPCR foram efectuadas em triplicado para os genes em estudo,
em placas de 96 pocos, como descrito em 3.2.5.1.1, utilizando 2ul de DNA diluido
(1:4 = 20ng/ul) em agua bidestilada, para os mesmos 6 individuos da familia L55 e 1
individuo da familia L7 para os quais tinha sido efectuada a andlise de expressdo
nestes genes. Em cada placa foi ainda incluida uma reaccdo em duplicado para cada
gene, utilizando a pool de DNA de referéncias normais, para posterior normalizacéo
dos resultados.

A andlise estatistica foi realizada como descrito em 3.2.5.1.2.

3.2.5.3. Anélise de copy number na regido 13932-33 em tumores de
individuos FCCTX por gPCR

Para a analise da variabilidade de copy number da regido 13q32-33
seleccionaram-se dois genes de interesse nesta regido, nomeadamente, 0S genes
TPP2 e DOCK9. Para o gene TPP2 foram utilizados os mesmos primers
mencionados em 3.2.5.2, enquanto que para o gene DOCKO foi utilizado um par de
primers, desenhados previamente a este estudo, para a regido intrénica 2, este gene
encontra-se préoximo da regido amplificada pelo marcador de microssatélite
D13S1298. Como mencionado anteriormente, foi necessario aproximar as eficiéncias
de amplificacdo utilizando o mesmo método de dilui¢des seriadas aplicado no ponto
3.25.1.1 e 3.25.2, tendo sido utilizada uma amostra de DNA de mucosa normal
incluida em parafina.

Apds a optimizacdo das eficiéncias de amplificacdo dos primers, procedeu-se a
quantificacdo relativa dos genes TPP2 e DOCKY, utilizando-se 0 mesmo gene
housekeeping utilizado para a analise de copy number descrita em 3.2.5.2.

As reaccoes de gPCR foram realizadas em triplicados, em placas de 96 pocos,
como descrito em 3.2.5.1.1, utilizando 2pl de DNA de FFPE diluido (1:4 = 20ng/ul)
em agua bidestilada, para os genes em estudo em 12 tumores FCCTX dos quais dois
pertenciam ao mesmo individuo, e sempre que possivel foi também analisada a
mucosa normal respectiva (10/12). Em cada placa foi ainda incluida uma reaccdo em
duplicado para cada um dos genes, utilizando duas amostras de DNA de mucosa
normal (referencias normais), para posterior normalizacéo.

A analise estatistica foi realizada como descrito em 3.2.5.1.2.
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3.2.6. Analise das mutacdes c.292 G>A, ¢.868 C>T e ¢.511 G>T no
gene SLC10A2 no contexto do FCCTX

Na analise mutacional para o gene SLC10A2, realizada anteriormente a este
estudo, foram detectadas trés mutagdes pontuais: no exdo 1 ¢.292 G>A, no exéo 3
¢.511 C>T e no exdo 5 ¢.868 C>T (Pereira 2013). De forma a perceber se alguma
destas mutacOes pode estar relacionada com a carcinogénese do FCCTX efectuou-se
a pesquisa das mutacdes, c. 292 G>A e ¢.868 C>T, em 48 individuos saudaveis de
modo a avaliar a frequéncia destas mutagcdes na populacdo em geral. Em relacdo a
mutacdo encontrada no exdo 3, esta tinha sido detectada no individuo index da
familia L84 (da qual se teve acesso ao DNA de varios familiares (afectados, em risco
e saudaveis) os quais ja tinham sido analisados num trabalho anterior (Francisco et
al. 2011). Assim para esta familia efectuou-se uma analise de linkage, de forma a
verificar se a mutacdo segrega com a doenga. As amostras de DNA foram obtidas
através de sangue periférico como descrito em 3.2.1.1, as condi¢des de amplificacéo
por PCR para sequenciacdo automatica dos trés exdes encontram-se descritas no

anexo Il.
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4. Resultados

4.1. Envolvimento de genes candidatos na susceptibilidade para o
FCCTX

Os estudos realizados por Nieminen e colaboradores (Nieminen et al. 2011)
identificaram a presenca de mutacGes germinais no BMPR1A como uma possivel
causa molecular para o cancro do colon e recto familiar em algumas familias com
tumores MSS, o que tornou este gene num possivel candidato para a susceptibilidade
para o FCCTX. Por outro lado, foram identificadas em estudos prévios, realizados
pelo grupo de Gastrenterologia da UIPM, 2 regibes de susceptibilidade para o
FCCTX (13932-33 e 21gl11). Nestas 2 regibes de susceptibilidade foram
seleccionados genes candidatos tendo em conta os critérios referidos anteriormente
em 1.4.2. Na regido 21q11, ap6s a exclusdo de mutacGes no gene NRIP1, os genes
HSPA13 e SAMSN1, pela sua funcdo ja explicada em 1431 e 1.4.3.2,
respectivamente, sdo também fortes genes candidatos, tendo por isso sido analisado o
seu envolvimento através da pesquisa de mutacBes pontuais, grandes
delecBes/insercdes e alteracbes de expressao, ao nivel germinal.

No caso da regido 13932-33, a analise do envolvimento na susceptibilidade
para 0 FCCTX de alguns genes candidatos em estudos prévios ndo excluiu por
completo o gene TEX30 ao nivel da alteracdo de expressdo ou de grandes
delecBes/insercBes e levantou-se a hipdtese de algumas alteracdes nos genes TPP2
(expressdo de um transcrito alternativo) e SLC10A2 (mutacgdes p. V98I, p. P290S e
p.Al71S) poderem estar associadas a este sindrome. O presente estudo pretende

contribuir para esclarecer o envolvimento destes genes/alteracdes genéticas.
4.1.1. BMPR1A

Os resultados da analise mutacional dos 11 exdes e respectivas regides
flanqueadoras do gene, por individuo e por exdo, encontram-se no anexo VII. Foram
identificadas 2 mutagdes exdnicas, uma missense no exao 3 (p.Pro2Thr) com uma
frequéncia alélica de 23% (Tabela 5) e outra silenciosa no exao 10 (p.Asp380Tyr)
com uma frequéncia de 3%, 2 mutagdes intronicas, uma no intrdo 6 (c.431-26 T>A)
com uma frequéncia de 3% e outra no intrdo 11 (c. 448-11 T>C) com uma frequéncia
de 23% e 4 na regido 3'UTR (¢.1599+847 G>A, ¢.1599+764 T>C, ¢.1599+886 C>T
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e €.1599+1497 T>C) com frequéncias de 3%, 9%, 21% e 12%, respectivamente .
Nesta regido foi ainda encontrada uma mutagdo do tipo frameshift (c.
1577 _1580delTTTA) ndo descrita na base de dados Gene do NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene) e com uma frequéncia de 18% nos individuos
FCCTX analisados.
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Tabela 5. Caracterizacdo das mutacdes identificadas no gene BMPR1A.

Frequéncia alélica

Variant Effect

Localizacdo Mutacado Predictor Mutation Referéncia bibliografica
germinal FCCTX | Populagdo | SIFT | Polyphen Taster
europeia
c.4C>A Kaczmarczyk et al., 2013
p.Pro2Thr (PMID: 22886282);
Exao 3 (rs11528010) A | 24% | A | 25% | Tolerado | Benigno | Polimorfismo Bottcher Y. et al., 2009
(1) 0) (PMID: 19502417).
€.431-26 T>A
Intréo 6 (rs7920259) A | 3% A | 1% Variante intronica Polimorfismo —
c. 1140 C>T
Exao 10 p.Asp380Tyr T | 3% T | 7% Variante sinénima Patogénica ** —
(rs35572415)
c.448-11 T>C
Intrdo 11 (rs7074064) C | 24% | C | 28% Variante intronica Polimorfismo —
€.1599+847 G>A
A | 3% — Variante na regido Patogénica *? —
3'UTR
€.1599+764 T>C
3UTR (rs150762162) C| 9% C | 11% Variante na regido Polimorfismo —
3'UTR
€.1599+886 C>T
(rs149499991) T 2% | T | 10% Variante na regido Patogénica *3 —
3'UTR
€.1599+1497 T>C
Regido (rs17335915) C | 12% | C | 27% | Variante intergénica — —
intergénica | ¢.*1577_*1580delTTTA

*1Criac8o de um novo local de splicing 2pb apds a mutagéo (wt: 0,29 / mut: 0,41); *2 Criag8o de um novo local de splicing 4pb antes da mutacéo (wt:0,66 / mut: 0,98);

(rs150276085)

del | 18% | del | 14%

*3Criag8o de um novo local de splicing 9pb antes da mutagéo (wt: 0,93 / mut: 0,96).

Variante intergénica
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A andlise in silico, utilizando os softwares Variant effect predictor (McLaren et
al. 2010) e Mutation taster (Schwarz et al. 2010), revelou 3 mutacGes com caracter
possivelmente patogénico. As mutacfes A380T, ¢.1599+847 G>A e ¢.1599+886
C>T podem levar a criacdo de novos locais de splicing na proximidade da respectiva
mutacé&o.

Destas, a mutacdo ¢.1599+886 C>T apresentou uma elevada frequéncia (21%)
quando comparada com a frequéncia na populacdo europeia (10%), no entanto na
populacéo ibérica a frequéncia alélica é proxima da constatada (18%) o que suporta
tratar-se de uma variante polimérfica.

Apesar da analise in silico ndo prever um carécter patogénico para a mutacao
€.1599+1497, esta revelou uma baixa frequéncia (12%) quando comparada com a

populacéo europeia (27%).
4.1.2. HSPA13

Os resultados da analise mutacional dos 5 ex0es e respectivas regides
flanqueadoras do gene, por individuo e por exdo, encontram-se no anexo VII. Esta
analise, revelou a presenca de apenas 2 mutacdes em regides intrdnicas, uma no
intrdo 3 (c.581-46 G>T) e outra no intrdo 4 (c.749-56 G>A) (Tabela 6). A primeira
encontra-se descrita como rs2822642 e possui uma frequéncia alélica de 59% versus
77% na populagdo europeia, ndo se verificando diferencas relevantes. A mutacao
€.749-56 G>A, ndo se encontra descrita na base de dados Gene do NCBI e a

frequéncia nos individuos FCCTX analisados foi de 3%.

Tabela 6. Caracterizacdo das mutacdes identificadas no gene HSPA13.

Frequéncia alélica Variant Effect
Localizacao Mutacado Predictor Mutation
germinal Individuos | Populacdo | SIFT | Polyphen Taster
FCCTX europeia

Intréo 3 €581-46 G>T | T | 59% T T7% Variante Polimorfismo
(rs2822642) intrénica

Intréo 4 C.749-56 G>A | A 3% — Variante Polimorfismo
intronica
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A anélise in silico revelou que nenhuma das mutagdes identificadas parece
apresentar um caracter patogénico. Adicionalmente a elevada frequéncia da mutacao
c. 581-46 G>T, quer na populagdo em estudo quer na populacdo europeia suporta o

seu caracter ndo patogénico.

De modo a excluir o envolvimento deste gene na susceptibilidade para o
FCCTX, € necesséario avaliar a presenca de delegdes de 1 ou mais exdes, alteracdo
que ndo € detectada por sequenciacdo automatica, no entanto ndo foi possivel

efectuar esta analise ao nivel do RNA.

Foi também avaliada a existéncia de alteracdes na expressdo do gene que
pudessem ser responsaveis pelo fendtipo. Verificou-se que 2/6 dos individuos
analisados, pertencentes a mesma familia (L55) (Figura 12), apresentavam um
aumento significativo de expressdao do transcrito deste gene em relacdo ao gene
housekeeping (L1544 e L447), os restantes individuos analisados ndo apresentaram

alteracdes de expressdo deste gene.
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Figura 12. Resultados da expresséo relativa do transcrito wt do gene HSPA13 para os individuos de 2
familias FCCTX (L55 e L7). Calibrador — Média da expressdo relativa dos dois genes housekeeping
utilizados (RPS13 e SDHA).***p<0,001; **p<0,01; NS — ndo significativo.
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Tendo em conta 0 aumento de expressdo do gene em dois individuos de uma
das familias FCCTX, foi avaliada a expressdo deste transcrito em individuos
saudaveis (grupo N) e também em individuos com SL, de modo a aumentar o
namero de individuos analisados com uma expressao esperada normal, uma vez que
nestes a causa molecular da doenca ja se encontra identificada. N&o se verificaram
alteracdes relevantes ao nivel da expressao deste transcrito em nenhum destes grupos
de individuos (Figura 13).
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Figura 13. Resultados da expressdo relativa do transcrito wt do gene HSPA13 em individuos
saudaveis (N) e em individuos com SL. Calibrador — Média da expressdo relativa dos dois genes
housekeeping utilizados (RPS13 e SDHA). NS — ndo significativo.
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De modo a excluir a existéncia de uma delecdo total do gene, foi realizada a
andlise de copy number utilizando primers especificos descritos no anexo I. Os
resultados da anélise de copy number, ndo revelaram delecdo deste gene em nenhum
dos individuos das familias analisadas (L55 e L7), sendo os valores semelhantes a

média apresentada no grupo controlo (Calibrador) (Figura 18).
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Figura 14. Resultados da andlise de copy number do gene HSPA13 para os individuos de 2 familias
FCCTX (L55 e L7). Calibrador — Média do copy number relativo do grupo controlo.

4.1.3. SAMSN1

Os resultados da analise mutacional dos 8 exfes e respectivas regies
flanqueadoras do gene SAMSN1, realizada para os varios individuos das familias
FCCTX encontram-se em detalhe no anexo VII. Estes resultados revelaram a
presenca de 3 mutagdes missense no exdo 2 (p.Asn20Asp, p.Pro42Leu e p.His64Tyr)
e 3 mutagdes intronicas, 2 no intrdo 2 (c.262-52 A>G, ¢.262-25 T>A) e 1 no intrdo 8
(c.920-124 C>T) (Tabela 7). Todas as mutacOes apresentaram uma frequéncia
relativamente elevada e encontram-se descritas na base de dados Gene do NCBI. A
excepcao das mutacOes, H64Y e ¢.262-52 A>G, as restantes apresentam frequéncias
alélicas nos individuos FCCTX semelhantes as da populagdo europeia. A mutacéo
H64Y possui uma frequéncia alélica de 38% versus 57% na populagdo europeia,
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enquanto que a segunda mutacao, ¢.262-52 A>G, possui uma frequéncia de 32%

versus 54% na populagéo europeia.

Tabela 7. Caracterizacdo das mutacdes identificadas no gene SAMSN1.

Localizacdo Mutacado Frequéncia da mutacédo Variant Effect Predictor Mutation
germinal FCCTX | Populagio SIFT Polyphen Taster
europeia
c. 58 A>G Tolerado Benigno
p.Asn20Asp G | 91% G 81% (0,69) (0] Polimorfismo
(rs2822787)
Exdo 2 c.71C>T Tolerado Benigno
p.Pro42Leu A | 35% A 34% (0,27) (0,01) Polimorfismo
(rs2822786)
c. 190 C>T Tolerado Benigno
p.His64Tyr A | 38% A 57% (D) ) Polimorfismo
(rs2822785)
€.262-52 A>G G| 32% G 54% Variante intrénica Polimorfismo
(rs760345)
Intréo 2
€.262-25 T>A Al 21% A 15% Variante intrénica Polimorfismo
(rs760344)
Intréo 8 €.920-124C>T | T 9% T 7% Variante intrénica Polimorfismo

(rs3746826)

A anélise in silico revelou que nenhuma das mutaces identificadas parece

apresentar caracter patogénico, o que esta de acordo com a elevada frequéncia

descrita.
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A andlise de grandes delecOes revelou que para além do transcrito wt detectado
em todas as amostras, foi possivel visualizar um transcrito de menor peso molecular
0 qual parecia apresentar intensidade semelhante em todas as amostras (Figura 15),
no entanto ainda ndo foi possivel sequenciar o mesmo de forma a identificar a que
transcrito alternativo corresponde. Constataram-se também diferencas de intensidade
no transcrito wt entre as varias amostras analisadas, quando comparado com o gene
housekeeping utilizado, GAPDH. Assim, procedeu-se a realizacdo de uma analise de

expressao deste transcrito por g°PCR de modo a esclarecer estas diferencas.
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Figura 15. Electroforese em gel de agarose 1,5% (p/v) dos produtos amplificados por PCR para o
gene SAMSNL1 e 2% (p/v) para o gene GAPDH. C — Controlo normal; CN — Controlo negativo; M —
Marcador molecular 1kb DNA Ladder (Promega) (Topo) e GeneRuler 50bp DNA Ladder (Thermo
Scientific) (fundo).
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Os resultados da analise de expressao do transcrito wt deste gene, revelaram
um aumento significativo de expressdo deste gene em relagcdo ao gene housekeeping
em 2/7 dos individuos analisados (L1544 e L447), ambos da familia L55 (Figura 16).
Esta andlise revelou ainda uma diminuicéo significativa de expressdo deste gene em
1/7 dos individuos da familia L55 (L295).
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Figura 16. Resultados da expresséo relativa do transcrito wt do gene SAMSN1 para os individuos de 2
familias FCCTX (L55 e L7). Calibrador — Média da expressao relativa dos dois genes housekeeping
utilizados (RPS13 e SDHA). **p<0,01; *p<0,05; NS — ndo significativo.
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A analise de expressdo deste transcrito em individuos saudaveis (N) e
individuos com SL revelou um aumento significativo de expressdo em um dos dois
individuos de sindrome de Lynch (1) (Figura 17). Os restantes individuos
apresentaram valores semelhantes a média apresentada no grupo controlo
(Calibrador).
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Figura 17. Resultados da expressao relativa do transcrito wt do gene SAMSN1 em individuos
saudaveis (N) e em individuos com SL. Calibrador — Média da expresséo relativa dos dois genes
housekeeping utilizados (RPS13 e SDHA). **p<0,001; NS — ndo significativa.

De modo a excluir a existéncia de uma delecdo total deste gene, foi realizada
a analise de copy number utilizando primers especificos descritos no anexo I. Os
resultados desta analise revelaram uma diminui¢do do nimero de cOpias deste gene
em dois dos individuos FCCTX (L926 e L5), a qual foi significativa apenas no
primeiro caso (Figura 18). Relativamente ao L5 ndo foi possivel repetir a amostra de
forma a obter valores significativos para esta alteracdo. Verificou-se ainda que um
dos individuos FCCTX (L447), da mesma familia que o L926 apresentou um
aumento do numero de cdpias deste gene, apesar de ndo se ter conseguido obter

valores significativos para esta alteragéo.
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Figura 18. Resultados da analise de copy number do gene SAMSN1 para os individuos de 2 familias

FCCTX (L55 e L7). Calibrador — Média do copy number relativo do grupo controlo. ***p<0,0001;
NS — ndo significativo.

4.2. Analise do envolvimento de genes candidatos localizados na regido
de susceptibilidade 13932-33
4.2.1. TPP2

Num estudo prévio, a analise mutacional do gene TPP2 revelou a presenca de dois
transcritos alternativos deste gene, um que apresenta uma insercao de 72 nucleétidos
entre 0 exd@o 13 e 14 (transcrito alternativo 13a), e outro contendo uma insercao de 39
nucledtidos entre os exdes 23 e 24 (transcrito alternativo 24a). O transcrito
alternativo 24a encontra-se descrito como sendo o transcrito 2 do gene TPP2,
segundo a base de dados Ensembl, o qual é constituido por 4660pb e codifica para
uma proteina com 1262 aminoacidos, mais 13 do que o transcrito wt. No mesmo
estudo foi avaliada a expressdo dos dois transcritos em individuos de familias
FCCTX, individuos com SL e individuos saudaveis (N) tendo sido observada a
reducdo ou auséncia de expressdo do transcrito wt em alguns individuos FCCTX,
assim como em alguns individuos com SL (Pereira 2013). No presente estudo foi
alargada a andlise de expressdo destes transcritos a um maior nimero de amostras de

cada um dos grupos.
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De acordo com os resultados obtidos na electroforese em gel de agarose 1,2%
(p/v), verificaram-se diferencas de expressdo de ambos os transcritos, wt, 13a e 24a,
nos trés grupos analisados, familias FCCTX, individuos com SL e individuos do
grupo N.

Relativamente ao transcrito 24a, um estudo anterior tinha revelado,
aparentemente, diferencas de expressao entre os dois transcritos (Pereira 2013). No
presente estudo a andlise de um maior nimero de amostras revelou que a maioria
apresentava uma maior expressdo do transcrito wt em relacdo ao transcrito 24a, quer
nos individuos de familias de FCCTX, individuos com SL ou individuos saudaveis
(Figura 19).

Em relacdo ao transcrito 13a, verificou-se que nas familias FCCTX 4/8 (50%)
dos individuos apresentaram um aumento de expressao do transcrito alternativo 13a
(L295, L447, L1544 e L950, todos da mesma familia) e nenhum dos individuos
analisados apresentou um aumento de expressao do transcrito wt. Salienta-se ainda
que 3/4 (75%) dos individuos com um aumento de expressdo do transcrito 13a
apresentam uma reducdo quase total de expressdo do transcrito wt (L447, L1544 e
L950).

A anélise do grupo de individuos saudaveis permitiu identificar um aumento da
expressdo do transcrito 13a em 4/15 (27%) dos individuos (31-34), com reducdo
quase total de expressdo do transcrito wt em trés destes. (Figura 19).

A analise adicional em individuos com SL revelou um aumento de expressdo do
transcrito 13a em 7/19(37%) (2, 4, 6, 10, 14, 17 e 19) enquanto que 6/19 (32%)
apresentaram um aumento de expressao do transcrito wt. Salienta-se ainda que 5/7
(71%) individuos com aumento de expressao do transcritol3a apresentaram uma

reducdo quase total de expressdo do transcrito wt (2, 4, 6, 10 e 19).
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Transcrito alternativo 24a (567pb)

Transcrito wf — Fragmento 8 (528pb)

Transcrito alternativo 13a (649pb)

7 ranscrito wt — Fragmento 5 (577pb)
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Figura 19. Electroforese em gel de agarose 1,2% (p/v) dos produtos amplificados por PCR para o transcrito alternativo 24a (topo), transcrito alternativo 13a (meio) do gene
TPP2 e 2% (p/v) para o gene housekeeping GAPDH (fundo) para os individuos de familias FCCTX, individuos com SL e individuos saudaveis (N). Devido a sua dimensdo o
gene TPP2 foi dividido em 9 fragmentos para amplificacdo do cDNA: Fragmento 5 — Ex8o 13 a 17; Fragmento 8 — Exdo 21 a 27. CN — Controlo negativo; M — Marcador de
peso molecular 1kb DNA Ladder (Promega) (topo e meio) e GeneRuler 50bp DNA Ladder (Thermo Scientific) (fundo).



Tendo-se verificado diferencas de expressdo no transcrito alternativo 13a e
uma vez que este ndo se encontra descrito, procedeu-se a realizacdo de um PCR
semi-quantitativo, com o intuito de confirmar que as diferencas de intensidade dos
fragmentos obtidos por PCR correspondiam de facto a uma expresséo diferencial dos
transcritos.

Os resultados obtidos confirmaram que 2 dos individuos FCCTX, ambos da
mesma familia, apresentaram um aumento de expressdo do transcrito 13a e quase
auséncia de expressdo do transcrito wt (L447 e L950). O mesmo padrdo foi
observado em 3/19 (16%) dos individuos com SL e em 2/15 (13%) dos individuos
saudaveis (2, 10, 17, 32 e 33) (Figura 20). Esta quase auséncia de expressdao do
transcrito wt, com aumento da expressdo do transcrito 13a, aliada ao facto deste néo
estar descrito levou a considerar importante a quantificacdo da expressdo por PCR

guantitativo.
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Figura 20. Electroforese em gel de agarose 1,2% (p/v) dos produtos amplificados por PCR semi-quantitativo para o transcrito alternativo 13a (topo) do gene TPP2 e 2% (p/v)
para o gene housekeeping GAPDH (fundo) ) para os individuos de familias FCCTX, individuos com SL e individuos saudaveis (N). Devido & sua dimensdo o gene TPP2 foi
dividido em 9 fragmentos para amplificacdo do cDNA: Fragmento 5 — Ex&o 13 a 17. CN — Controlo negativo; M — Marcador de peso molecular 1kb DNA Ladder (Promega)

(topo e meio) e GeneRuler 50bp DNA Ladder (Thermo Scientific) (fundo).
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Os resultados desta analise confirmaram que 3/7 (43%) dos individuos FCCTX
apresentaram um aumento de expressdo do transcrito 13a e reducdo acentuada do
transcrito wt (L1544, L950 e L447, todos da mesma familia). Estes resultados
revelaram ainda sobreexpressdo do transcrito 13a, independentemente da reducao do
wt em 5/7 (71%) individuos FCCTX, sendo todos da familia L55, no entanto os
resultados do individuo L295 ndo foram significativos devido a variabilidade dos
valores obtidos (Figura 21).
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Figura 21. Resultados da expresséo relativa do transcrito wt e do transcrito 13a do gene TPP2 para 0s
individuos de 2 familias FCCTX (L55 e L7). Calibrador — Média da expressao relativa dos dois genes
housekeeping utilizados (RPS13 e SDHA).***p<0,001; *p<0,05; NS — nédo significativo.
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Nos individuos saudaveis verificou-se a sobreexpressdo do transcrito 13a e
reducdo do transcrito wt em apenas 3/17 (18%) individuos. Constatou-se ainda que
6/17 (35%) dos individuos apresentaram um aumento de expresséo do transcrito 13a
independentemente de apresentarem alteracdo do transcrito wt. ldentificaram-se

ainda 5 individuos com expressao aumentada do transcrito wt (Figura 22).

Transcrito wr do gene 7PP2 == Transcrito altemnativo 13b do gene 7PP2  ——Calibrador

Expressiio relativa

7

2

/
?
%
/
J

26 27

A Y

N

2 AT TS

12
17
7
19
7
1%
7
19
2
7
7
2
2
2
7
%

= AT

1 AT Y

| 4

35

S
e
o
%
o R
°
=3

Figura 22. Resultados da expressdo relativa do transcrito wt e do transcrito 13a do gene TPP2 em
individuos saudaveis (N). Calibrador — Média da expressao relativa dos dois genes housekeeping
utilizados (RPS13 e SDHA).***p<0,001; **p<0,01; NS — ndo significativo.

De forma a avaliar a existéncia desta alteracdo de expressdo noutro grupo de
individuos, ndo relacionados com o FCCTX, procedeu-se a andlise de individuos
com SL. Os resultados desta analise revelaram que 5/13 (38%) individuos (4, 6, 19,
43 e 45) apresentavam o padrdo definido pelo aumento de expressdo do transcrito
13a e reducéo quase total do transcrito wt. E de salientar que, independentemente de
terem apresentado reducdo do transcrito wt, a maioria dos individuos [9/13 (69%)]
apresentou sobreexpressdo do transcrito 13a, apesar de o individuo 44 ndo apresentar
valores significativos devido a variabilidade dos dados obtidos (Figura 23). Desta
forma, quer a sobreexpressédo do transcrito 13a e reducdo do wt, quer apenas a
sobreexpressdo do primeiro, foi mais frequente nos individuos com SL do que no

grupo de individuos saudaveis.
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Figura 23. Resultados da expressdo relativa do transcrito wt e do transcrito 13a do gene TPP2 em
individuos com SL. Calibrador — Média da expressdo relativa dos dois genes housekeeping utilizados
(RPS13 e SDHA). **p<0,01; *p<0,05; NS — ndo significativo.

Por fim, para excluir a existéncia de uma delecdo total do gene TPP2
efectuou-se uma andlise de copy number utilizando primers especificos descritos no
anexo |. Estes resultados ndo revelaram delecdo deste gene em nenhum dos
individuos das familias analisadas (L55 e L7). Verificou-se apenas que os valores do
individuo L447 se encontravam ligeiramente aumentados, nomeadamente na regido
do TPP2, no entanto esta amostra parece apresentar também para alguns dos genes
anteriores valores de copy number ligeiramente mais elevados que as restantes, o que
podera estar a associado a uma questdo técnica, relacionada com a quantificacdo de
DNA nesta amostra. De acordo com este facto, este individuo ndo é o Unico
individuo afectado na familia, por isso esta alteracdo ndo devera ter relagdo com a

doenca (Figura 24).
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Figura 24. Resultados da anélise de copy number do gene TPP2 para a regido do intrdo 6 e 21 em
individuos de 2 familias FCCTX (L55 e L7). Calibrador — Média do copy number relativo do grupo
controlo. NS — ndo significativo.

4.2.2. TEX30

Num estudo prévio, ndo foi detectada qualquer mutagdo pontual no gene TEX30
(Pereira  2013). No presente estudo foi realizada a analise de grandes
delecBes/insercBes de modo a excluir a existéncia de outro tipo de alteracbes neste
gene. Esta andlise permitiu identificar um transcrito de menor peso molecular com
724pb. Este transcrito foi detectado nos individuos L926 da familia L55, L5 da
familia L7 e L452 da familia L63 (Figura 25).

A sequenciacdo deste transcrito ao nivel do cDNA identificou uma delecdo de
206pb, correspondendo a delecdo do exdo 5. Através da base de dados Ensembl
identificou-se esta delecdo como caracteristica do transcrito alternativo 4 que
compreende 959pb, 4 exOes codificantes e uma regido 3'UTR maior quando
comparado com o transcrito wt.

Depois de identificado o transcrito alternativo 4, efectuou-se a pesquisa do mesmo
no grupo N e nos individuos com SL, tendo sido revelada a presenga do transcrito
alternativo 4 nos trés grupos analisados. Verificou-se assim a presenca deste
transcrito alternativo com frequéncias semelhantes nos 3 grupos de individuos, em
5/8 (63%) dos individuos das familias FCCTX, em 15/19 (79%) dos individuos com
SL e em 11/15 (73%) dos individuos do grupo N, tendo em consideracéo a expressao

correspondente do transcrito do gene housekeeping, GAPDH (Figura 25).
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Figura 25. Electroforese em gel de agarose 1,2% (p/v) dos produtos amplificados por PCR para o gene TEX30 e 2% (p/v) para o gene housekeeping GAPDH para 0s
individuos de familias FCCTX, individuos com SL e individuos saudaveis (N). CN — Controlo negativo; M — Marcador de peso molecular GeneRuler 50bp DNA Ladder
(Thermo Scientific) (topo) e GeneRuler 50bp DNA Ladder (Thermo Scientific) (fundo).
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Foi também avaliada a existéncia de alteracfes na expressdo do gene TEX30,
estes resultados revelaram que em 29% (2/7) dos individuos analisados (L295 e
L950) verificava-se uma diminuicdo de expressdo do transcrito wt deste gene, no
entanto apenas foi possivel obter valores significativos para o individuo L950, o que,
sendo o unico membro da familia com esta alteracdo ndo parece associar-se a
doenca. Relativamente aos restantes individuos, apresentaram valores proximos aos

do gene housekeeping (Figura 26).
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Figura 26. Resultados da expresséo relativa do transcrito wt do gene TEX30 para os individuos de 2
familias FCCTX (L55 e L7). Calibrador — Média da expressao relativa dos dois genes housekeeping
utilizados (RPS13 e SDHA). ***p<0,0001; NS — ndo significativo.

4.2.3. SLC10A2

Num estudo prévio recorrendo a andlise in silico (softwares Exonic splicing
enhancer finder (Smith et al. 2006), Human splicing finder (Desmet et al. 2009) e
Variant effect predictor (McLaren et al. 2010)) e analise de segregacdo com a doenca
na familia (Pereira 2013) foi avaliado o possivel caracter patogénico de mutacdes no
gene SLC10A2, por uma ou por vérias destas analises, as mutagdes V98I, P290S e
A171S revelaram-se possivelmente patogénicas. A mutacdo V98I revelou segregacao
com a doenga, as mutagdes P290S e A171S atraves da anélise in silico e descri¢do na

literatura (Wong et al. 1995) sdo sugestivas de possivel caracter patogénico.

77



No presente estudo, foi efectuada uma nova andlise in silico e analise de
segregacgdo para a mutacdo A171S. No caso das mutacdes V98I e P290S, tendo em
conta a sua baixa frequéncia na serie FCCTX e na populagdo europeia, foi avaliada a
sua frequéncia na populacdo portuguesa através da analise de individuos saudaveis.

Os resultados da analise in silico (Tabela 8) permitem constatar que a mutacéo

p.V98I pode ser potencialmente patogénica por criagdo de novos locais de splicing.

Tabela 8. Caracterizacdo das mutacdes identificadas no gene SLC10A2.

Frequéncia alélica

Variant Effect Predictor Mutation
Localizagdo = Mutagdo | FCCTX | Populagio | Individuos SIFT Polyphen Taster
germinal europeia | saudaveis
Ex&o 1 c. 292 G>A Benigno
p.val98lle | A  13% | A | 4% A 5% Tolerado (0,5) (0,317) Patogénica™
(rs55971546)
Ex&o 3 c. 511 G>T Benigno
p.Alal71Ser | T | 13% | T | 13% | — — Tolerado (1,0) (0,001) Polimorfismo
(rs188096)
Exdo 5 c. 868 C>T Patogénica
p.Pro290Ser | T | 7% | T | 2% T 3% Patogénica (0,01) (0,837) Patogénica*!
(rs56398830)

*Criacdo de dois novos locais de splicing, 2pb a jusante da mutacdo (wt: 0,49 / mut: 0,92) e 3pb a
montante da mutagdo (wt:0,52 / mut: 0,58); ** Criacdo de um novo local de splicing 2pb a jusante da
mutacdo (wt: 0,53 / mut:0,63).

Na série de individuos FCCTX a mutacdo V98I revelou uma frequéncia
alélica de 13% enquanto na populacdo europeia apresentou uma baixa frequéncia
(4%), semelhante a constatada nos individuos saudaveis (5%). O software Mutation
taster revelou a criacdo de um novo local de splicing a 2pb a jusante do local da
mutacdo, com um valor elevado (0,92) em relacdo ao wt (0,49). De forma a
esclarecer se a alteracdo deste valor pode ser relevante, foi analisada a regido inicial
do intrdo 1 (locais criticos de splicing) recorrendo ao software Mutation taster. Esta
analise demonstrou que o local onde é normalmente efectuado o splicing do intréo 1
apresenta valores mais baixos do que os valores obtidos pela mutagdo V98I (0,92), o
que pode implicar alguma alteragcéo do splicing por parte desta mutagdo. Os locais

analisados foram a ultima base do exdo 1 (377pb — wt: 0,72), a primeira base do
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intrdo 1 (377pb+1 — wt: 0,49) e a quinta base do intrdo 1 (377pb+5 — wt: 0,78), estes
valores sugerem a eventual patogenicidade desta mutacao.

A mutacdo P290S tinha sido detectada com uma frequéncia de 7% nas
familias de FCCTX. No presente estudo observou-se uma frequéncia de 3% num
grupo de 47 individuos saudaveis, a qual é semelhante a descrita na populacdo
europeia (2%).Para além da baixa frequéncia constatada, a andlise in silico revelou
esta mutacdo como possuindo possivelmente caracter patogénico.

Em relacdo a mutacdo A171S, apesar de se encontrar descrita como um
polimorfismo (rs188096), com uma frequéncia na populacdo europeia de 13%,
existia a hipdtese desta mutacdo poder contribuir para o fenétipo desta familia (L84)
em associacdo com a variante de susceptibilidade E1317Q previamente identificada
na referida familia. No entanto, a mutacdo foi identificada em heterozigotia em 2
individuos afectados e 1 individuo ndo afectado, enquanto noutro individuo néo

afectado a mutacao foi identificada em homozigotia.

4.3. Anélise de copy number na regido 13932-33 em tumores de
individuos FCCTX

De modo a esclarecer os resultados de LOH obtidos por Pereira em 2013, no
ambito da andlise por genescan da regido 13932-33 (Figura 27), efectuou-se uma
analise de copy number em trés regides que compreendem os genes DOCK9
(préximo do marcador D13S1298) e TPP2 (D13S1256 — intragénico) (Figura 28),
utilizando os primers especificos descritos no anexo I. Na figura 29 encontram-se
representados os resultados da analise de copy number de uma forma esquematica.

Os resultados desta analise revelaram que o caso 437/438 apresenta uma
amplificacdo de ambos 0s genes, tanto no carcinoma como na mucosa normal, mas
sobretudo no primeiro, no entanto a analise de LOH revelou-se como normal para 0s
marcadores D13S1298 e D13S1266 e ndo informativo para o marcador D13S1256.

O caso 1541/1542 parece apresentar um ganho em ambas as regides do gene
TPP2, no caso da mucosa normal, e revelou uma analise de LOH normal para o
marcador D13S1256. Estes casos que apresentam ganho/amplificacdo em apenas um
ou em ambos os genes analisados, com analise de LOH normal, podem tratar-se de
casos com ganho/amplificacéo dos 2 alelos, alteracdo que ndo é detectada por analise
de LOH, uma vez que esta detecta uma perda de heterozigotia, ou seja, uma delecéo

ou um ganho de um alelo em relacéo ao outro.
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No caso 595/596 verificou-se que existe uma amplificacdo no carcinoma, quer na
regido do DOCK9 quer na regido do TPP2, a andlise de LOH revelou-se como néo
informativa no marcador D13S1266 e inconclusiva para o D13S1256, podendo
tratar-se de LOH ou de MSI. No marcador D13S1298 ndo foi possivel apresentar
resultado mas no marcador anterior a este apresenta LOH. Desta forma, parece
confirmar-se a amplificagdo no carcinoma em relagdo ao normal. Relativamente ao
caso 1773/1774 verificou-se que parece existir uma amplificacdo na regido do intréo
21 do gene TPP2, no adenoma. A analise de LOH revelou MSI no adenoma e perda
de um alelo na mucosa normal. N&o revelou LOH para os restantes marcadores mas
apresenta ligeira MSI em alguns marcadores em 139g33. Uma vez que a MSI
impossibilita o calculo de LOH, o adenoma podera apresentar ganho em relagédo a
mucosa normal.

O caso 1777 apresentou ganho/amplificacdo na regido do intrdo 21 do gene
TPP2, no adenoma, no entanto devido a discrepancia de valores néo foi significativo.
A anélise de LOH desta amostra revelou-se com perda de heterozigotia nesta regido
que corresponde a este ganho detectado. E de notar que estas amostras (595/596,
1773/1774 e 1777) apresentam ainda MSI em 1 ou mais marcadores da regido
analisada do cromossoma 13, apesar destes adenomas serem MSS.

Na analise realizada, 0s casos 991 e 1791/992 e 993 apresentaram valores
normais no adenoma e na mucosa normal, mas a analise de LOH revelou perda de
heterozigotia na regido do marcador D13S1256, prolongando-se até ao marcador
D13S1298 no caso da amostra 991. A LOH na auséncia de variacdo do numero de
copias podera implicar LOH com manutencdo do nimero de copias (copy-neutral)
que resulta de mecanismos de recombinacdo com duplicacdo de um dos alelos e
perda do outro. Os tumores, neste caso adenomas, poderdo apresentar um unico alelo
duplicado sendo o nimero de copias mantido. E de notar que também os casos 1791
e 993 apresentam MSI em 1 ou mais marcadores, apesar de serem MSS, de acordo
com a analise dos marcadores de Bethesda, 0s quais sdo altamente sensiveis para a
instabilidade de alto-grau.

No caso dos dois adenomas 2861A1 e 2862A2 e respectiva mucosa normal,
verificou-se amplificagdo nas duas lesdes e também na mucosa normal. A anélise de
LOH tinha revelado, para o marcador D13S1256, perda total de um alelo para a
mucosa normal e perda total do outro alelo para os adenomas. Para o marcador

D13S1266 verificava-se MSI. A amplificagdo observada na anélise de copy-number
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pode estar associada a recombinacdo com duplicacdo de um dos alelos e eliminacao
do outro alelo, no entanto, quer os resultados de LOH quer de copy-number
necessitam de confirmac&o.

No caso do 1871/1872 parece verificar-se um ligeiro ganho no carcinoma em
relacdo a mucosa normal, o que tera de ser confirmado devido a auséncia de LOH
nesta regido.

O caso 569/570 parece apresentar uma delecéo na regido do intrdo 21 do gene
TPP2, no carcinoma, e em ambas as regides do mesmo gene, na mucosa normal. No
entanto, como a analise de LOH era normal serd importante repetir este caso para
confirmar este resultado.

No caso do 947/948 parece verificar-se um ganho apenas da regido do gene
DOCK9 no adenoma, no entanto a mucosa normal apresentou amplificacdo para 0s
dois genes. No caso deste adenoma, apesar de se verificar LOH na regido do DOCK9
e TPP2, existe divida quanto ao resultado do D13S1256, em particular, no que diz
respeito a uma ligeira MSI. A LOH observada podera resultar de delecdo no
adenoma 947 em relacdo a mucosa normal.

O caso 459/460 apresentou valores normais no tumor e na mucosa normal. Sendo
que nao revelou LOH, pode-se constatar que este tumor nao tem alteracdo no nimero

de copias destes dois genes.
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L DNA D135795 | D13s167 | D13s1278 | D13s1280 | D13s132 | D13s1298 | D13s225 | D13s174 | D13s1266 | D13s1256 | D135158
7 437 | 438 NI NI NI
947 | 948
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1777 _| L950 NI
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Figura 27. Resultados da andlise de LOH para os marcadores de microssatélites D13S795 a D13S158. Verde — Normal; Vermelho — Perda de heterozigotia; Azul —
Instabilidade de microsatélite; Amarelo — Inconclusivo; NI — N&o informativo; Sem preenchimento — Sem resultado disponivel.

82



13 &= DOCKY TPP2 = 7PP? —Calibrador 1~ === Calibrador 2
Intrdo 6 Intrao 21
(D1351256)

Al

Copy number relativo

0000 00000
ARNTRRINRNN AN AR RN

2861-al 2861-a2 2862
AVDAG ATDBG o ATVDBG ! A A m

Figura 28. Resultados de copy number dos genes DOCK9 e TPP2 regifes do intrdo 6 e 21 para os tumores e mucosas normais dos individuos das familias FCCTX. C —
carcinoma; A — adenoma; m — mucosa normal; ATDAG — adenoma tubular com displasia de alto grau; ATDBG - adenoma tubular displasia baixo grau; AVDAG — adenoma
viloso com displasia alto grau; ATVDBG — adenoma tdbulo - viloso com displasia baixo grau; Calibrador 1 — Valor maximo da média obtida no grupo controlo; Calibrador 2

— Valor minimo da média obtida no grupo controlo. ***p<0,0001; **p<0,001; NS — N&o significativo.
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. . . D1351298 — D13S1256
Famila| DNA | Histologi | CIN =55 01555 a0 6 | TPP2 intrdo 21
L7 437 C N 421 3,68 4,79
438 m 2,09 1,91 2,10
947 ATDBG N 1,85 1,48 1,39
Loa 238 m T R S
459 ATDAG 4 1,32 1,15 0,92
460 m 1,28 1,09 0,93
991 ATDAG 0,82 0,82 0,75
1791 | ATDBG | + 1,40 1,29 1,30
992 m Ll s 08 ___
1871 C N 1,58 1,15 1,43
1872 m 117 08 102
L55 93 |ATDBG| + | o087 118 108
1777 | ATVDBG _ 102 123 212
1773 A N 0,91 1,06 1,56
1774 m 0,88 0,83 1,23
2861-al| ATVDBG 2,14 2,77 3,83
2861-a2| ATVDBG| NE 7,97 9,50 13,25
2862 m
oo | w |
m ,
L63 595 C 4 8,71 7,50 8,26
596 m 1,13 0,86 0,77
1541 C 1,30 1,40 1,36
P2201 1542 m ) 1,38 1,82 1,59
i 2616 m NE 1,10 1,31 1,20
2594 m 0,91 0,78 0,85

Figura 29. Resultados da andlise de copy number da regido 13q32-33 através da analise dos genes
DOCKQ9 e TPP2. C — carcinoma; A — adenoma; m — mucosa normal; ATDAG — adenoma tubular com
displasia de alto grau; ATDBG - adenoma tubular displasia baixo grau; AVDAG — adenoma viloso
com displasia alto grau; ATVDBG - adenoma tubulo - viloso com displasia baixo grau; Verde —
Amplificagdo do nimero de copias de DNA; Vermelho — Diminui¢do do nimero de cdpias de DNA;
NE — Né&o efectuado.
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5. Discussao

As familias FCCTX caracterizam-se pelo preenchimento dos CA, auséncia de
mutacdes germinais nos genes de reparacdo de erros de DNA do tipo mismatch e
tumores com auséncia de instabilidade de microssatélite. Contudo a causa molecular
deste sindrome ainda ndo é conhecida, incentivando deste modo o estudo de genes
que possam estar associados a susceptibilidade para o desenvolvimento de CCR nas
familias FCCTX.

Em estudos prévios, o grupo de Gastrenterologia da Unidade de Investigacdo de
Patobiologia Molecular do IPOFLG, EPE de Lisboa, demonstrou a presenca de
linkage com a doenga numa familia FCCTX, nas regifes 13q e 21qg, que
posteriormente foram delimitadas recorrendo a analise de perdas de heterozigotia
utilizando marcadores de microssatélite. Estas regides foram delimitadas a uma
regidao minima de LOH de 0,87Mb em 13933 e 1,3Mb em 21q11, sendo constatado
ainda que LOH em 13q ocorre maioritariamente em adenomas e LOH em 21qg em
carcinomas, sugerindo uma associagéo entre: iniciacdo tumoral e alteracdes na regido

13q, e progressao tumoral e alteracdes na regido 21q.

Envolvimento do gene candidato BMPR1A como gene de susceptibilidade para o
FCCTX

A andlise de mutagdes pontuais do gene BMPR1A nao revelou nenhuma das
mutacdes encontradas no estudo de Nieminen realizado em 2011 (Nieminen et al.
2011), no entanto identificaram-se as mutagdes p.Asp380Tyr ec.1599+847 G>A com
um possivel caracter patogénico. As restantes mutacGes, devido a analise in silico
ndo prever uma eventual patogenicidade e/ou devido a uma elevada frequéncia na
série estudada e também na populacdo europeia, foram excluidas como possiveis
mutacdes patogénicas como o descrito anteriormente (4.1.1), o0 que sugere tratarem-
se de variantes polimorficas sem caracter patogénico. A mutacdo missense A380T foi
revelada como patogénica no software Mutation taster, devido a criacdo de novo
local de splicing , no entanto a frequéncia alélica relativamente elevada na populagao
europeia (7%), sugere tratar-se de uma variante polimorfica, ndo sendo provavel a
sua associagdo com o FCCTX. A mutacdo €.1599+847 G>A pode nao estar

documentada, nas bases de dados analisadas, devido a sua localizagdo, sendo que a
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regido 3’'UTR ndo é analisada primordialmente em estudos de analise mutacional. A
sua localizacdo diminui também a probabilidade de se tratar de uma mutagdo com
caracter patogenico pois a criacdo de um local de splicing nesta regido ndo devera, a
partida, modificar o splicing do gene, ndo afectando a sintese da proteina. No
entanto, para ambas as mutacdes, os resultados da analise in silico em associacdo a
sua baixa frequéncia alélica nas familias FCCTX (3%) ndo permite excluir
completamente a possibilidade de contribuir para a susceptibilidade deste sindrome,
por exemplo em associagdo com outra mutacao, sendo necessario efectuar-se estudos
de segregacdo com a doenca na familia onde foi detectada.

E de salientar ainda a mutacdo p.Pro2Thr, a qual segundo Kaczmarczyk e
Bottcher, encontra-se descrita com caracter patogénico devido a interferir com o
transporte pos-traducional da proteina recém sintetizada (Kaczmarczyk et al. 2013;
Bottcher et al. 2009), no entanto a analise in silico realizada e a sua elevada
frequéncia na populagdo europeia (25%) e nas familias FCCTX (24%) ndo sugere
contribuir para o caracter patogénico deste sindrome. Relativamente & mutacdo
€.1599+1497 T>C, que revelou uma frequéncia alélica baixa nas familias FCCTX
(12%) em relacdo a frequéncia na populacao europeia (27%), esta variagcdo parece ser
populacional tendo em conta as frequéncias das populacGes asiatica (9%) e africana
(14%). Relativamente as restantes mutacdes identificadas, estas apresentam
frequéncias alélicas elevadas na populacdo europeia (11%-28%) o0 que sugere tratar-

se de variantes polimorficas sem caracter patogénico.

Envolvimento de genes candidatos na regido 21911 na susceptibilidade para o
FCCTX

A andlise de mutacBes pontuais nos genes HSPA13 e SAMSN1 ndo revelou
mutacdes com caracter patogénico quer pela elevada frequéncia na populacdo
estudada quer pela anélise in silico efectuada. Relativamente ao gene HSPA13, ndo
foi identificado nenhum dos polimorfismos presentes no estudo em carcinoma
gastrico realizado por Aoki em 2005 (Aoki et al. 2005) e ndo se encontram descritas
mutacdes germinais patogenicas neste gene. A mutacdo c.749-56 G>A, no gene
HSPA13, ndo se encontra documentada nas bases de dados analisadas, no entanto ao

tratar-se de uma mutacéo intrénica, a 56pb do exdo mais proximo, pode néo ter sido
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detectada em estudos de analise mutacional. Apesar desta mutacdo apresentar uma
frequéncia alélica baixa nas familias FCCTX (3%), a analise in silico exclui o seu
possivel carcter patogénico. Relativamente ao gene SAMSN1, a elevada frequéncia
das mutacgdes detectadas e o facto da analise in silico ndo prever qualquer caracter
patogénico, sugere tratarem-se de variantes polimdrficas sem caracter patogénico.
Segundo a base de dados COSMIC (Forbes et al. 2011), a percentagem de mutagoes
somaticas destes dois genes € muito baixa, sendo predominante na regido do cego, no
caso HSPA13 (2,97%), e na regido do recto, no caso do SAMSNL1 (3,82%), no
entanto esta informacéo por si s6 ndo excluia o seu envolvimento a nivel germinal
sabendo-se que o gene SMAD4 apresenta uma baixa frequéncia de mutagdes
somaticas em célon (13,58%) mas no entanto esta associado ao sindrome de polipose
juvenil (Howe 2004).

Assim, o presente estudo sugere que 0s genes HSPA13 e SAMSN1 nado
parecem estar envolvidos na susceptibilidade para o FCCTX a nivel de mutacdes
pontuais germinais, sendo que apesar de estarem documentadas mutagGes somaticas
(missense) com caracter patogénico estas ndo implicam o envolvimento germinal
destes genes.

Adicionalmente, foi avaliado o envolvimento de possiveis alteracdes de
expressdo nestes genes, ao nivel germinal, na susceptibilidade para o FCCTX.
Verificaram-se algumas alteracdes de expressdo nestes dois genes, nomeadamente o
aumento de expressdo do transcrito wt nos individuos da familia L55 (L1544 e
L447). No entanto, como este se verificava para ambos os genes, HSPA13 e
SAMSNL, teria que resultar de alguma alteracdo que envolvesse os dois genes em
simultaneo como uma duplicacdo dessa regido cromossomica. No entanto a analise
de copy number efectuada para ambos os genes revelou apenas para o individuo
L447 uma ligeiro ganho do gene SAMSN1, sendo necessario repetir esta analise para
confirmacdo. Verificando-se que ndo existe ganho/amplificacdo que justifique o
aumento de expressdo destes dois genes independentes e sabendo-se que estes dois
individuos ndo sdo os unicos afectados na familia L55, esta alteracdo de expressao
ndo devera contribuir para a susceptibilidade para este sindrome, nestes casos,
podendo tratar-se de alguma alteracdo a nivel fisiologico. Como exemplo desta
ultima, pode ser o envolvimento numaresposta inflamatdria, que pode ou ndo ser
desencadeada por um processo de tumorigénese. Ambos 0s genes podem estar

envolvidos em processos inflamatorios, a HSPA13 relacionada com a apoptose
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celular mediada pela via TRAIL, como sugerido por Grizenkova em 2012
(Grizenkova et al. 2012). A sobrexpressdo do gene SAMSN1 esté relacionada com a
activacdo dos linfocitos B (Zhu et al. 2004) e segundo o estudo de Wang em 2010,
este gene intervém na via de inibicdo PIR-B inibindo a proteina Lyn e regulando
negativamente os linfocitos B (Wang et al. 2010).

No estudo de Yamada em 2008, realizado em linhas celulares de carcinoma
do pulmé&o verificou-se uma diminuicdo de expressdo do gene SAMSN1, sendo
posteriormente proposto como gene supressor de tumor em cancro do pulméo
(Yamada et al. 2008). Nas familias de FCCTX parece existir um individuo (L295) da
familia L55 com uma diminuicdo de expressdo do transcrito deste gene, sendo
necessario repetir esta analise para confirmar esta alteracdo. A andlise de copy
number deste gene revelou uma possivel delecdo em dois individuos (L926 e L5) das
familias L55 e L5, sendo necessario também repetir a analise para confirmacéo.

Deste modo, os genes HSPA13 e SAMSN1 ndo parecem estar envolvidos na
susceptibilidade para o FCCTX, apesar de ser necessario repetir as analises de
expressao e de copy number de forma a garantir que as alteragdes ndo se tratam de
erros associados a técnica. Na regido do cromossoma 21 delimitada pelos estudos de
linkage e de LOH, encontram-se varios pseudogenes que limitam a possibilidade de
genes candidatos para estudo, sugerindo-se assim concluir os estudo do gene NRIP1,
previamente estudado a nivel de mutaces pontuais, nomeadamente efectuando uma
analise de expressdo e de copy number. Recentemente, o estudo de expressao no
gene NRIP1 de Lapierre em 2014, revelou que este gene inibe a proliferacdo de
células cancerigenas de colon in vitro e parece estimular a transcri¢cdo do gene APC,
interveniente na via Wnt/p-catenina, que mantém a homeostase do epitélio colico.
Este estudo sugere ainda um papel de gene supressor em cancro do colon (Lapierre et
al. 2014). Recorrendo a base de dados COSMIC verifica-se ainda que este gene
apresenta uma frequéncia de mutacdes somaticas (2,93%) e alteracfes de expressdo
(7,55%) superiores aos genes HSPA13 e SAMSNL1.
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Envolvimento de genes candidatos na regido 13g32-33 na susceptibilidade para
0 FCCTX

Num estudo prévio foi identificado um transcrito alternativo no gene TPP2
com uma inser¢do de 72pb que a data do presente estudo se verificou corresponder a
inser¢do de um possivel exd@o entre os exdes 13 e 14 (exdo 13a). No presente estudo
foi detectado, por PCR quantitativo, um aumento de expressdo do transcrito 13a nas
familias de FCCTX (71%), em individuos com SL (69%) e num grupo de individuos
saudaveis (35%). Por outro lado, juntamente com o aumento de expressdo do
transcrito 13a, foi detectada também em alguns casos reducdo de expressdo do
transcrito wt, mais frequente também nos individuos FCCTX e SL (43% e 38%,
respectivamente) do que nos individuos saudaveis (18%).

A funcdo deste gene ndo esta esclarecida e por isso ndo se sabe com certeza
qual o papel deste transcrito alternativo, ndo documentado, nem do proéprio transcrito
wt. No entanto, sendo 0 aumento de expressdo do transcrito 13a frequente nos trés
grupos analisados, e estando a proteina TPP2 envolvida na resposta imune, podera
tratar-se de uma alteracdo associada a algum processo fisiol6gico comum, ndo sendo,
neste momento possivel discriminar qual o papel do transcrito alternativo em relacao
ao transcrito wt. De facto, encontra-se descrita a existéncia de uma relacdo entre a
expressao do TPP2 e a apresentacdo antigénica envolvida na resposta imunitaria
(Schnurr et al. 2009).

Apesar da elevada frequéncia do aumento de expressdo do transcrito 13a nos
individuos FCCTX, esta podera ser influenciada pelo facto de terem sido analisados
6 individuos da mesma familia. No entanto, nos casos de SL também se verificou um
aumento da expressao do transcrito 13a e reducdo do wt, com uma frequéncia
superior a observada nos individuos saudaveis. Nos casos de SL encontra-se descrito
que devido a deficiéncia do sistema MMR que origina mutacdes frameshift nas
regides de microsatélite, pode verificar-se a inducdo da traducdo de imunogenic
frameshift peptides (FSP). Estes sdo apresentados como antigénios aos linfocitos T
citotoxicos, estimulando uma resposta imunitaria contra o tumor, o que podera estar
associado aos infiltrados inflamatdrios caracteristicos de tumores de SL (Doeberitz &
Kloor 2013). Estes sdo apresentados aos linfécitos T citotoxicos através complexo
principal de histocompatibilidade 1 (MHC-1). A protease TPP2 tem sido descrita
como estando envolvida no processo mediado pelo MHC-1, sugerindo que as
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alteracdes de expressdo constatadas com maior frequéncia nos individuos com SL
pode relacionar-se com este processo inflamatorio (Schnurr et al. 2009).

Relativamente ao gene TEX30 que nédo revelou qualquer mutagdo germinal
com caracter patogénico em estudos anteriores, observou-se na analise de grandes
delecbes um transcrito alternativo com expressdao semelhante nos trés grupos
analisados, FCCTX, SL e individuos saudaveis. A analise de expressdo revelou
apenas um individuo com reducédo de expressdo deste gene (L950), mas ndo sendo o
unico individuo afectado da familia L55, esta alteracdo ndo devera estar envolvida na
susceptibilidade para o FCCTX. Os estudos realizados com este gene sugerem assim
que 0 mesmo ndo esta envolvido na susceptibilidade para o FCCTX.

No que diz respeito ao gene SLC10A2, a analise de segregacdo da mutacao
A171S revelou que a presenca desta mutacdo em homozigotia num individuo nao
afectado parece, de facto, excluir a possibilidade de contribuir para o fenotipo desta
familia, em conjunto com a mutagdo E1317Q previamente identificada no gene APC.
Em relacdo a mutacdo P290S, a frequéncia relativamente baixa na populacéo
europeia (2%) e no grupo de individuos saudaveis analisados no presente estudo
(3%), aliada a andlise in silico ndo sdo suficientes para excluir o seu envolvimento,
pelo que seria importante realizar uma andlise de segregacdo da mutacdo com a
doenca na familia.

A mutacdo V98I, de acordo com a analise in silico, conduz a criacdo de um
local de splicing 2pb a jusante do local da mutacdo e depois de ser identificado o
possivel local de splicing wt e constatando-se que este local tem valores de
probabilidade de splicing mais baixos do que o do local criado pela mutacéo, pode-se
sugerir um eventual efeito patogénico para esta mutacdo, podendo a mesma originar
uma proteina que perde parte do exdo 1. Serd necessario estudar esta possivel
alteracdo ao nivel do RNA, de modo a avaliar se existe uma delecdo parcial do
referido exdo. Este facto é reforcado, tendo em conta que esta mutacdo parece

segregar com a doenga na familia, apesar desta avaliagdo ainda néo ser conclusiva.
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Envolvimento de LOH e alteragbes de copy number em 13g32-33 na
tumorigénese associada ao FCCTX

A andlise de copy number dos tumores FCCTX, na regido 13932-33, permitiu
esclarecer quanto a natureza da LOH na maioria dos tumores que apresentavam esta
alteracdo. De facto, na maioria dos casos, a LOH correspondeu a
ganhos/amplificacdes ou entdo eventualmente a LOH com manutencdo do numero de
copias (copy-neutral),

No caso das amostras de adenoma e carcinoma da familia L55, alguns
adenomas que apresentavam LOH revelaram manutencdo do numero de copias (2
ATDBG e 1 ATDAG), o que podera ser explicado por copy-neutral LOH devido a
recombinagdo ou n&o disjungédo. No caso do ATVDBG (1777) a LOH foi confirmada
como ganho. Os outros dois ATVDBG (2861A1 e 2861A2) também apresentaram
ganho/amplificacdo, com a particularidade de a mucosa normal respectiva apresentar
ja ganho/amplificacdo, o que revela ser um evento bastante precoce. E de notar que
esta mucosa normal apresentava perda total de um dos alelos para o marcador
D13S1256, em relagédo aos alelos observados na linha germinal (sangue) (resultados
ndo apresentados neste estudo), o que podera sugerir que possa ter ocorrido
duplicacdo/amplificacdo de um dos alelos, enquanto o segundo alelo era eliminado,
num mecanismo com uma génese semelhante ao copy-neutral. De acordo, também
foram observados ganhos nesta regido noutras mucosas normais de individuos de
outras familias (438, 948 e 1542), 0 que sugere que este podera ser um mecanismo
frequente na tumorigénese associada ao FCCTX. Também frequente nestes tumores
em particular é a existéncia de uma ligeira MSI em um ou mais marcadores de
microssatélites, apesar de classificados como MSS para 0s marcadores de Bethesda,
0 que evidéncia também uma assinatura molecular especifica. Estes
ganhos/amplificacdes e ligeira MSI muito precoces (mucosa normal e adenomas)
sugere um elevado grau de instabilidade gendmica, o que pode ser importante em
termos de seleccdo de genes candidatos para a susceptibilidade para este sindrome.

O Unico carcinoma da familia L55 (1871), ndo apresentou LOH mas, pelo
facto de apresentar um ligeiro aumento de copy-number, devera ser repetido. Desta
forma parecem observar-se diferentes resultados para a mesma familia, os quais

parecem estar associados a diferentes histologias.
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Também foram detectados ganhos/amplificacbes em casos que néo
apresentavam LOH, no caso da mesma familia, como no caso do carcinoma 595, que
devera por isso corresponder a amplificagdo desta regido nos dois alelos, alteracéo
esta que podera ser compativel com a amplificacdo frequente em 13q observada em
carcinomas  colorectais  (Angelis et al. 1999). Aparentemente, 0s
ganhos/amplificagdes em mucosa normal e adenoma néo deverdo corresponder a esta
amplificagdlo em 13qg, a qual se encontra associada a progressdo tumoral.
Adicionalmente, neste grupo de tumores FCCTX, estes ganhos/amplificacGes foram
mais frequentes em adenoma do que em carcinoma, 0 que pode sugerir que podem
ndo conferir vantagem selectiva para a progressao tumoral.

Apenas um unico caso (569/570) apresentou delecdo no carcinoma e
respectiva mucosa normal nas regifes dos genes DOCK9 e TPP2. No entanto, devido
a reducdo do valor de copy-number ndo ser significativa, este caso tera de ser
repetido, principalmente por ndo apresentar LOH. A confirmar-se uma delecéo
podera ser explicada por deleccdo em ambos os alelos.
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6. Conclusao

Aproximadamente metade das familias de cancro do colon e recto hereditario ndo
associado a polipose (HNPCC) (que preenchem os CA) ndo apresentam mutacao
germinal nos genes MMR e os tumores sdo MSS. Estes casos sdo por isso designados
por cancro do colon e recto do tipo X (FCCTX), cuja causa molecular é ainda
desconhecida.

No presente estudo foi avaliado o envolvimento de genes especificos na
susceptibilidade para o FCCTX. Com base nos resultados de Nieminen e
colaboradores foi realizada uma analise de mutacdes pontuais germinais no gene
BMPR1A. Na regido 21qll, estudou-se o envolvimento dos genes HSPAL3 e
SAMSN1 na susceptibilidade para esta patologia, através da pesquisa de mutacoes
pontuais, grandes delecBes/insercdes e alteracdes de expressdo, ao nivel germinal. No
caso da regido 13g32-33, o envolvimento de alguns genes candidatos, ja estudados
previamente, ndo estava excluido por completo, nomeadamente o gene TEX30 ao
nivel da alteracdo de expressdo ou de grandes delecOes/insercdes e levantou-se a
hipétese de algumas alteracBes nos genes TPP2 (expressdo de um transcrito
alternativo) e SLC10A2 (mutacGes p. V98I, p. P290S e p.Al71S) poderem estar
associadas a este sindrome. Ainda na regido 13g32-33 foi realizada uma analise de
copy number em tumores FCCTX de forma a esclarecer a natureza da LOH,
detectada num estudo prévio.

Quanto ao envolvimento do gene BMPR1A, a pesquisa de mutacfes germinais
neste gene, ndo revelou quaisquer mutacdes com potencial evidentemente patogénico
nem foram identificadas as mutacdes do estudo de Nieminen em nenhum dos
individuos analisados. No entanto, foram identificadas 2 mutacGes (A380T e
€.1599+847 G>A), para as quais ainda ndo € possivel excluir por completo a sua
possivel patogenicidade, sendo por isso recomendada uma analise de segregacdo com
a doenca na familia respectiva. O estudo dos genes HSPA13 e SAMSNL1 localizados
na regido 21qll ndo revelou qualquer alteracdo com caracter patogénico que possa
ser associada com a susceptibilidade para o FCCTX. Foram apenas detectadas
alteracbes de expressdo nos genes HSPA13 e SAMSN1 que sugerem estar
relacionadas com uma eventual resposta inflamatdria.

No que diz respeito aos genes localizados em 13g32-33, a conclusdo da analise

do gene TEX30 revelou um transcrito alternativo presente com um padrédo e
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frequéncia semelhante em familias FCCTX e em individuos saudaveis e por isso nao
estd associado a este sindrome. Relativamente ao gene SLC10A2 conclui-se que a
mutacdo A171S ndo contribui para o fen6tipo da familia e a mutacdo P290S, apesar
de ndo ser potencialmente patogénica, devera ser efectuada analise de segregacédo da
mutacdo com a doenca na familia, de modo a poder exclui-la. A mutacdo V98I
revelou na analise in silico e de segregacdo indicios de caracter patogénico sendo
necessario avaliar a sua relevancia, ao nivel da andlise de expressdo de eventuais
transcritos aberrantes. A andlise de expressdo do gene TPP2 revelou um aumento de
expressao de um transcrito especifico (13a) deste gene maioritariamente em
individuos FCCTX e individuos com SL, o que podera sugerir uma eventual relacdo
com a tumorigénese nestas duas entidades moleculares ou com a resposta imune.
Esta Gltima hipotese assume maior relevancia uma vez que este transcrito também é
sobreexpresso em alguns individuos saudaveis e tendo em conta a funcéo da proteina
TPP2 na apresentacgdo de antigénios mediada pelo MHC-1. Assim, fica por esclarecer
0 papel do transcrito 13a. A andlise de copy number na regido 13g32-g33 nos
tumores FCCTX permitiu esclarecer que parece existir mais do que um fenémeno
molecular na base das perdas de heterozigotia detectadas na analise de LOH, sendo
necessario efectuar mais estudos de forma a perceber se algum dos fenémenos se
encontra directamente relacionado com a tumorigénese do FCCTX. No que diz
respeito a LOH frequente em 13(32-g33, a identificacdo de ganhos/amplificacBes
frequentes em lesdes precoces sugere uma assinatura molecular especifica nestes
tumores, aliada a um elevado grau de instabilidade genomica.

Em resumo, este trabalho exclui os genes localizados em 21qll, HSPA13 e
SAMSNL1, e em 13¢32-33, TEX30, como possiveis genes candidatos para o FCCTX,
no entanto ainda nao é possivel excluir o gene SLC10A2 nem o gene TPP2. No que
diz respeito ao gene BMPR1A, mutagdes neste gene ndo parecem contribuir com
frequéncia para a susceptibilidade para o FCCTX, podendo mesmao ser raras.

Foi ainda identificada uma assinatura molecular especifica em lesGes precoces
FCCTX, com ganhos/amplificacbes frequentes, aliada a um elevado grau de

instabilidade genémica.
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Anexo |. Sequéncias e temperaturas de annealing dos primers
utilizados para os genes incluidos neste estudo

1) BMPR1A
Localizacdo (tamanho) Sequéncia (5" —3") Tm (°C)

Fwd: GGCATTTGTTTCCCTTTTAG 56

Ex&o 3 (369pb) Rev: AAGAACAGAAGCAAGAAATAGTG 62

Fwd: GCTTAACAACTTTTTCTCATT 54

Ex&o 4 (574pb) Rev: TTTTGGTAACCTCTAAGTTTTC 58

Fwd: CCTGTTCACATTCAGACTCA 58

Ex&o 5 (274pb) Rev: TACACCAGGCATGTTTCTC 56

Fwd: TCACTCACTGAAATAGAAATTG 58

Ex&o 6 e 7 (547pb) Rev: AGGAGATATACAACCAGAGAATAC 66

Fwd: TTCTGAGGGAAGGATAATGG 58

Ex&o 8 (299pb) Rev: GAGGACACATTCTAAATCAACAC 64
Fwd: GATGGACTACCCCTTTG 52

Ex&o 9 (327pb) Rev: CCTGTACCTCACTAGCCTTG 62
Fwd: CCTAAGTTTTTCTCAGTATCCAG 64

Ex&o 10 (524pb) Rev: CCCCCAACTATACATTTATG 52
Fwd: AATGCTAAATTCCACAATGC 54

Exao 11 (454pb) Rev: TCCTTATCCAATAATATATACACC 58
Fwd: CGTTTTAGTTCCATAGTTTAGC 60

Ex&o 12 (280pb) Rev: TATATTTGGTGGCATTTACG 54
Fwd: ACAGTGATGAAGTGAGTGGAAC 64

Ex&o 13 (1905pb) Rev: ATTTTGGTAATGGGTGGAC 54
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2) HSPA13

Localizacéo (tamanho) Sequéncia (5" —3") Tm (°C)
Fwd: GTTGAATGGAGGCTCTTTGC 60
Ex&o 1 (249pb) Rev: CCGCAAGAGCAACAAGGAC 60
Fwd: TTGCTGTCTGAGAGGAGTGC 62
Exé&o 2 (567pb) Rev: GAAGCCAAAGCATTAACTAAAAGA 64
Fwd: TTTTGTAAAGATAAGGGTAAGTTCTCA 70
Ex&o 3 (385pb) Rev: GAAGGTTTTCAACCCAACACA 60
Fwd: TGTTCGGTTTGTGACTGCTC 60
Ex&o 4 (355pb) Rev: GATTACAGGCGTGAGCCACT 62
Fwd: AAAATTGTAATGATACATGAAACAGG 66
Exdo 5 e regido 3'UTR (499pb) Rev: GGGTATCAAAGAGTTTCCGTGA 64
Fwd: TGACACTGAACTGCCAAAAGA 60
Regido 3'UTR (496pb) Rev: TGGGAAGAGATCATCAGACAAG 64
3) SAMSN1
Localizacéo (tamanho) Sequéncia (5'—3") Tm (°C)

Fwd: GACACACTGCATCCATACATCTC 66

Exdo 2 (984pb) Rev: CTATCTGTTTCTTTCCCGACA 64

Fwd: CCAAGGTGCTTACTTAACGCTATG 70

Ex&o 3 (500pb) Rev: GTGACAAGAACCCATTGCTTTCC 68

Fwd: CTGAGTTCGTAACACAAGCAACC 68

Ex&o 4 (483pb) Rev: GTTCTGGGCATAATGACTGAGG 66

Fwd: CATCTCTGTGGAAATCTTCTCTCTG 72

Ex&o 5 (296pb) Rev: CCATTTCTCTTATCAAGTAGCTGGA 70

Fwd: CATCCAGTGTTCCAGCATTATC 64

Ex&o 6 (344pb) Rev: CACTGTCTTCCCACTGCTTAT 62

Fwd: CCA CCAGCC TGAACTTTT GAA 62

Ex&o 7 (431pb) Rev: ACT CCC TTC GGT GTT TCC AT 60
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Fwd: CCC ATG TGC ATC TCT ATACTT TC 66

Ex&o 8 (328pb) Rev: ACT GGG GCTTTG TTT CTAATG A 62
Fwd: GAT GCG GGA AGT TCA CAT GA 60
Ex&o 9 (554pb) Rev: CTTATCTTCCTC TCC TATTTG ACG 68
4) SLC10A2
Localizacdo (tamanho) Sequéncia (5'—3") Tm (°C)
Exdo 1 (536pb) Fwd: AAGTTTGATGGGGTAGAAG 54

Rev: GAAGGATTACTCCAAGGTGA 58
Exdo 3 (224pb) Fwd: AGGCTGCTTGTTCTTCTGTT 58

Rev: ACCCTATGGTTTTGATTGTC 56
Ex&0 5 (274pb) Fwd: CCTAACACTGTGGTAAATGAC = 60

Rev: GATAATATGACGGTGGCTT 54

5) Primers para amplificagdo de cDNA

Localizac¢éo (tamanho) Sequéncia (5" —3") Tm (°C)
TPP2 transcrito do exdo 13 e 14 | Fwd: AATAACCGTGGCATCTACCT 58
(Fragmento 5 — 577pb) Rev: CTTCAGTCAGTGTTCCTTTCTC 64
TPP2 transcrito do exdo 23 e 24 Fwd: ACCAGCCATTCTTTGTTACT 56
(Fragmento 8 — 528pb) Rev: TACGAGGGTGGATTTTTGT 54
TEX30 transcrito wt (950pb) Fwd: GAGATGTCCTTTGCTTCTCA 58

Rev: ACAACTGTAACAGTGCTTTCAA 60

SAMSNI transcrito wt (1281pb) | Fwd: GCACACTGCTGACTGTTTTCA 62
Primer Reverse para analise mutacional do ex&o 9

GAPDH transcrito wt ( 226pb) Fwd: GAAGGTGAAGGTCGGAGTC 60

Rev: GAAGATGGTGATGGGATTTC 58
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6) Primers para estudo de expressédo por gPCR

Localizacdo (tamanho) Sequéncia (5'—3") Tm (°C)

HSPA13 transcrito wt Exdo 3 Fwd: GGAATGCCAGTTGCCAATGCTGTC 74
(109pb)

Exdo3e4 Rev: CCCTCAAAATCTTCAGTCCTGC 66

SAMSNL1 transcrito wt Exdo 2 Fwd: GCACTCACTAGGAGTAGTCAG 64
(162pb)

Exdo3e4 Rev: GTGCCTCAGTTGAATCATCTGG 66

TPP2 transcrito wt Exdo 13 e 14 Fwd: CCGGAGAACACAGAAAACTCTG 66
(93pb)

Exdo 14 Rev: CAAATGGCTGGGACACTGAAC 64

TPP2 transcrito Exdo 13 Fwd: GATCATGGCGTTGGCATTGAAC 66

alternativo 13a (114pb)
Exdo alternativo 13a Rev: CCTAATGAGCTGCAGTTCTCC 64
TEX30 transcrito wt Fwd: CTTACACATGGAGCATCAGGAG 66
(64pb) Exao 3

Rev: CAAGATGGGATGCCAGTGAC 62

SDHA transcrito wt Exdo 13 e 14 Fwd: TACAAGGTGCGGATTGATGA 58
(90pb)

Exdo 14 Rev: GGTGTGCTTCCTCCAGTGCT 64

RPS13 transcrito wt Exao 2 Fwd: CAGTCGGCTTTACCCTATCG 62
(95pb)

Exdo 3 Rev: CCCTTCTTGGCCAGTTTGTA 60
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7) Primers para estudo de copy number por gPCR

Localizacéo (tamanho) Sequéncia (5" —3") Tm
0
HSPA13 (116pb) Ex&o 3 Primer forward para analise de expresséo

Intrdo 3 Rev: GCATCTCAGTCAAGGGTACTG 64

SAMSNL1 (132pb) Exdo 5 Fwd: GGATAGTCTCTACAGTGGACAG 66
Intrdo 5 Rev: CAAGTAGCTGGAACCTTGTGG 64

TPP2 (65pb) Intrdo 6 e exdo 7 Fwd: AGGAGCTCATGGGACACATGT 64
Exédo 7 Rev: TCCGTTCAGGTTCTTCTGGAA 62

TPP2 (69pb) Intréo 21 Fwd: AAATCACTGCTTTTGTCATTCTCAA 66
Intréo 21 Rev: AACGACAGAATACTCCCACACTTTT 70

DOCK?9 (65pb) Intrdo 2 Fwd: TGGTGACTGGCTTCCAAGAAG 64
Intrdo 2 Rev: GCCCAAATCTAGCCTTTAGAAAAA 66

CHR12 (100pb) Fwd: GCTTGCCCTGTCCAGTTAAT 60

(Regido cromossémica 6585217-6585317) Rev: TAGCTCAGCTGCACCCTTTA 60
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Anexo Il. Condicdes de PCR utilizados na amplificacdo dos exdes
dos genes incluidos neste estudo

1) Condicdes de PCR para amplificacdo dos exdes do gene BMPR1A

Localizacao Temperatura MgCl. primer (ul) Ciclos Reagentes
°C) (ui)
Exéo 3 61 0,75 0,15 35 Bioline
Exéo 4 52,5 0,75 0,15 35 Bioline
Exdo 5 58 0,5 0,15 35 Bioline
Ex0es 6/7 62 1 0,15 35 Bioline
Ex&o 8 58 1 0,15 35 Bioline
Ex&o 9 63 1,75 0,15 35 Bioline
Ex&o 10 61,5 1 0,15 35 Bioline
Ex&o 11 60 1,25 0,15 35 Bioline
Exéo 12 56 1 0,15 35 Bioline
Ex&o 13 e regiéo 62 1,25 0,2 40 AmpliTaq Gold
JUTR (Applied

Biosystems)

2) Condicdes de PCR para amplificacdo dos exdes do gene HSPA13

Localizacao Temperatura MgCl2 | DMSO | primer | Ciclos Reagentes
(°C) (1) (HD)
Exdo 1 65 0,75 - 0,3 35 Bioline
Exdo 2 67 1,25 - 0,3 35 Bioline
Exao 3 64 1,75 - 0,3 35 AmpliTaq Gold
(Applied
Biosystems)
Ex&o 4 61,5 15 4% 0,3 35 Bioline
Ex&o 5 e regido 60 1,5 4% 0,3 35 AmpliTaq Gold
3'UTR (Applied

Biosystems)

Regido 3'UTR 64,5 1 - 0,3 35 Bioline
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3) Condig0es de PCR para amplificacio dos exdes do gene SAMSN1

Localizacéo Temperatura MgCl. | DMSO | primer (ul) Ciclos Reagentes
(°C) (ul)
Exéo 2 71 1,25 — 0,3 35 Bioline
Ex&o 3 71 0,75 — 0,3 35 Bioline
Exéo 4 69 0,75 — 0,3 35 Bioline
Exdes 5 70 1,75 — 0,3 35 Bioline
Exdo 6 70 1 — 0,3 35 Bioline
Exéo 7 66 0,75 — 0,3 35 Bioline
Ex&o 8 66 1,5 4% 0,3 35 Bioline
Ex&o 9 66 1,5 4% 0,3 35 Bioline

4) Condigdes de PCR para amplificacio dos exdes do gene SLC10A2

Localizacao Temperatura MgCl: primer (ul) Ciclos Reagentes
(°C) (u1)
Exé&o 1 64 1 0,3 35 Bioline
Ex&o 3 59,5 1 0,3 35 Bioline
Exdo 5 63 1,25 0,3 35 Bioline

5) Condicgbes de PCR para amplificacdo de cDNA

cDNA Temperatura (°C) MgClz (ul) | primer (ul) | Ciclos Reagentes
TEX30 transcrito wt 61,5 0,5 0,3 40 Platinum
TPP2 transcrito do exao 55 1,25 0,9 35 Bioline
13e 14
TPP2 transcrito do exao 53,5 2,5 0,3 35 Amplitaq Gold
23e24
(Applied
Biosystems)
SAMSNL transcrito wt 64 1,25 0,3 35 Bioline
GAPDH transcrito wt 49 15 0,3 35 Invitrogen
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Anexo I1l. Programas de PCR utilizados na amplificacdo dos exdes
dos genes incluidos neste estudo

1) Programa utilizado na amplificacdo por PCR dos genes presentes neste

estudo utilizando os reagentes do kit Bioline

Etapa Temperatura (°C) | Tempo | Namero de ciclos
Desnaturacéo inicial 95 3 min 1
Desnaturacao 94 50 seg
Annealing Variavel 30 seg 35a40
Extensdo 72 50 seg
Extenséo final 72 7 min 1
Pausa 15 - -

2) Programa utilizado na amplificacdo por PCR dos genes presentes neste
estudo utilizando os reagentes do kit AmpliTag Gold (Applied

Biosystems)

Etapa Temperatura (°C) | Tempo | Namero de ciclos
Desnaturacdo inicial 95 7 min 1
Desnaturacao 95 25 seg
Annealing Variavel 25 seg 40
Extenséo 70 1 min
Extensdo final 70 10 min 1
Pausa 15 - -
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3) Programa utilizado na amplificacdo por PCR dos genes presentes neste

estudo utilizando os reagentes do kit Platinum PCRx (Invitrogen)

Etapa Temperatura (°C) | Tempo | Namero de ciclos
Desnaturacéo inicial 94 30 seg 1
Desnaturacao 94 30 seg
Annealing Variavel 30 seg 40
Extenséo 72 1 min
Pausa 15 - -

4) Programa utilizado na amplificacéo por PCR de cDNA (RT-PCR)

Etapa Temperatura (°C) | Tempo | Numero de ciclos
Desnaturacéo e ligacdo dos hexédmeros 70 10 min
Pausa 10 o0
Sintese de cDNA 42 60 min 1
Extenséo 70 15 min
Pausa 4 0 -
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Anexo IV. Condicbes e programa de qPCR utilizados na
amplificacdo dos genes incluidos neste estudo

1) Programa utilizado na amplificacéo por gPCR

Etapa NuUmero de ciclos | Modo de anélise
Pre-incubacao 1 Nenhum
Amplificacdo 45 Quantificacdo
Curvas de melting 1 Curva de melting
Arrefecimento 1 Nenhum
Etapa Temperatura Modo de Tempo Ramp rate Aquisicles
(°C) aquisicéo (°Cls) (por °C)
Pre-incubagio 95 Nenhum 10 min 4,4 —
Amplificagéo 95 Nenhum 10 seg 4,4 —
65 Nenhum 15 seg 2,2 —
72 Simples 35 seg 4,4 —
Curvas de 95 Nenhum 5 seg 4,4 —
melting
65 Nenhum 1 min 2,2 —
97 Continuo — — 10
Arrefecimento 40 Nenhum 10 seg 15 —
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2) Condicdes de gPCR para estudo de expressao

Localizacao [cada primer] Reagentes
(pmol)
SAMSNL1 transcrito wt 4 SYBR Green |
Master (Roche)
HSPA13 transcrito wt 6 SYBR Green |
Master (Roche)
TEX30 transcrito wt 5 SYBR Green |

Master (Roche)

TPP2 transcrito wt 5 SYBR Green |
Master (Roche)

TPP2 transcrito alternative 13a 5 SYBR Green |
Master (Roche)

SDHA transcrito wt 5 SYBR Green |
Master (Roche)

RPS13 transcrito wt 5 SYBR Green |
Master (Roche)

3) Condicdes de gPCR para estudo de copy number em sangue periférico

Localizacao [cada primer] Reagentes
(pmol)

SAMSN1 2 SYBR Green |
Master (Roche)
HSPA13 4 SYBR Green |
Master (Roche)
TPP2 intréo 6 5 SYBR Green |
Master (Roche)
TPP2 intréo 21 3 SYBR Green |
Master (Roche)
CHR12 10 SYBR Green |

Master (Roche)
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4) Condicgdes de gPCR para estudo de copy number em tecido incluido em
parafina

Localizacao [cada primer] Reagentes
(pmol)
TPP2 intrdo 6 5 SYBR Green |

Master (Roche)

TPP2 intrdo 21 8 SYBR Green |
Master (Roche)

DOCK9 8 SYBR Green |
Master (Roche)

CHR12 5 SYBR Green |

Master (Roche)
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Anexo V. Preparacdo dos reagentes utilizados na analise
electroforética dos produtos de PCR

1) Preparacao do tampao de electroforese

TBE 1x: diluido a partir de TBE 10x (0,89M Tris Borato pH8,3 + 20mM Na; EDTA
— National Diagnostics) para um volume final de 2000ml, em &gua bidestilada.

2) Preparacéo do gel de agarose a 2% (p/v)

1.

w

Pesar 5gr de agarose (Seaken® LE Agarose — Lonza), para um erlenmeyer de
500ml;

Adicionar 250ml de tampé&o TBE 1Xx;

Dissolver a solucdo no micro-ondas;

Adicionar 12,5ul de brometo de etidio (10mg/ml, MP biomedicals) e agitar
para homogeneizacdo;

Colocar a solugdo num molde com 4 pentes e deixar arrefecer até a
solidificacdo do gel.

Durante este estudo foi necessario utilizar outras concentra¢des ou volumes de
gel de agarose apresentando-se no quadro seguinte:

Concentracéo Volume de Quantidade de | Volume de brometo
de agarose tampéo (ml) agarose (gr) de etidio (ul)
0,8% 150 1,2 7,5
250 2 12,5
1,2% 150 2,25 7,5
250 3,75 12,5
1,5% 150 1,8 7,5
250 3 12,5

3) Preparacéo do Orange G (Sigma) 5x e 1x

Orange G 5x: preparado a partir de 12ml de Ficoll (Sigma), 125gr de Orange G
(Sigma) e 50ml de agua bidestilada. Dissolver com agitacao.

Orange G 1x: diluido a partir de Orange G 5x (Sigma) para um volume final de 1ml
em agua bidestilada.
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4) Preparacao do marcador de peso molecular GeneRuler 50bp DNA Ladder
(Thermo Scientific)

Adicionar 50ul de GeneRuler 50bp DNA Ladder (Thermo Scientific) a 250ul de
Orange G 5x e perfazer o volume para 1ml com agua bidestilada.

5) Preparacdo do marcador de peso molecular 1kb DNA Ladder (Promega)

Adicionar 20ul de 1kb DNA Ladder (Promega) a 20ul de Orange G 5x e perfazer o
volume para 80ul com agua bidestilada.

Anexo V1. Protocolo de extraccéo e purificacdo de DNA a partir de
banda em gel de agarose — QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen)

1. Excisar a banda de interesse do gel de agarose, com uma lamina de bisturi
limpa e coloca-la dentro de um tubo de 1,5ml vazio;

2. Adicionar 300pl de tampdo QG ao tubo de 1,5ml que contém a banda
excisada;

3. Incubar a 50°C, durante 10min, misturando a cada 2-3minutos, para ajudar a
dissolver a agarose;

4. Adicionar 100pul de isopropanol e agitar no vortex;
5. Colocar uma coluna num tubo colector de 2ml;

6. Adicionar todo o volume, contido no tubo de 1,5ml a coluna e centrifugar a
13000rpm, durante 1 min;

7. Descartar o volume contido no tubo colector e recolocar a coluna no mesmo;

8. Adicionar 500ul de tampdo QG a coluna e centrifugar a 13000rpm, durante 1
min;

9. Descartar o volume contido no tubo colector e recolocar a coluna no mesmo;

10. Adicionar 750l de tampéo PE & coluna, incubar 2-5min & temperatura
ambiente e centrifugar a 13000rpm, durante 1min;

11. Descartar o volume do tubo colector e centrifugar novamente durante 1 min;
12. Colocar a coluna num novo tubo de 1,5ml,

13. Adicionar 30l de tampédo EB ao centro da membrana da coluna e incubar
durante 1 min a temperatura ambiente;

14. Centrifugar durante 1 min a 13000 rpm, para eluir o produto purificado;

15. Armazenar o produto purificado a -20°C.
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Anexo VII. Protocolo de precipitagdo e purificacdo do DNA
Etanol/EDTA/Acetato de sddio — BigDye® Terminator v1.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems) apds a reac¢do de sequenciacao

1. Num tubo de 1,5ml, devidamente identificado adicionar 2ul de EDTA
(125mM), 2ul de acetato de sddio (3M) e 50l de etanol absoluto;

2. Adicionar o produto da reaccdo de sequenciacao e agitar em vortex;

3. Incubar durante 15min a temperatura ambiente;

4. Centrifugar a 14000rpm durante 30min a 4°C;

5. Retirar completamente o sobrenadante com uma micropipeta;

6. Adicionar 100l de etanol a 70%(v/v) e agitar ligeiramente em vortex;
7. Centrifugar a 14000rpm durante 15min a 4°C;

8. Retirar completamente o sobrenadante;

9. Secar o pellet a 37°C durante 10min;

10. Guardar o pellet a 4°C.
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Anexo VII. Resultados

1) Analise mutacional do gene HSPA13 em individuos de familias FCCTX

. Ex8o 1 e regido | Ex80 2 e regido | Ex&o 3 e regido . o Ex&o 5, regido flanqueadora e regido

Familia [ DNA flanqueadora flanqueadora flanqueadora Exdo 4 e regido flanqueadora ’ 3’U'CII'R ’
7 L5 N N N Het N
24 L48 N N N Het N
37 L108 N N N Homo N
L295 N N N Homo N
55 L926 N N N N N
L950 N N N N N
56 L801 N N N Homo N
63 L451 N N N Het N
69 E436 N N N Het N
71 L467 N N N Homo N
84 L484 N N N Homo N
86 L499 N N N Homo N

106 L701 N N N Het Het

148 1984 N N N Het N
173 L1038 N N N Homo N
236 L1200 N N N N N
P2209 | L1121 N N N N N

Ex&o 4 e regido flanqueadora: ¢.581-46 G>T; Exdo 5 e regido 3'"UTR: ¢.749-56 G>A.
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2) Analise mutacional do gene SAMSN1 em individuos de familias FCCTX

- Ex&o 2 e regido Ex&o 3 e regido Ex&o 4 e regido Ex&o 5 e regido Ex&o 6 e regido Ex&o 7 e regido Ex&o 8 e regido Exdo 9, regido x
Familia DNA flanqueadora e regido
flanqueadora flanqueadora flanqueadora flanqueadora flanqueadora flanqueadora flanqueadora JUTR
7 LS Homo 2; Homo3 N N N N N N N
24 L48 Homo 3 Het 1; Het 2 N N N N N N
37 L108 Homo 3 N N N N N N Het
L295 Homo 1; Homo 3 Het 1; Het 2 N N N N N N
55 L926 Homo 1; Homo 3 Het 1; Het 2 N N N N N N
L950 Het 1; Het 2; Homo3 Het 1; Het 2 N N N N N Het
56 L801 Het 1; Het 2; Homo3 N N N N N N N
63 L451 Het 1; Het 2; Homo 3 N N N N N N Het
69 E436 Homo 2; Homo3 Het 1 N N N N N N
71 L467 Het 1; Het 2; Homo 3 Het 1 N N N N N N
84 L484 Het 3 N N N N N N N
86 L499 Homo 1; Homo 3 Het 1; Het 2 N N N N N N
106 L701 Homo 2; Homo3 N N N N N N N
148 1984 Het 1; Het 3 Het 1 N N N N N N
173 11038 Het 1; Het 2; Homo 3 Homo 1; Het 2 N N N N N N
236 L1200 Homo 2; Homo3 N N N N N N N
P2209 L1121 Het 3 Het 1; Het 2 N N N N N N

Exdo 2 e regido flanqueadora: 1 —c.71 C>T, 2 — ¢.190 C>T, 3 — ¢.58 A>G; Exdo 3 e regido flanqueadora: 1 — c.262-52 A>G, 2 —¢.262-25 T>A; Exdo 9, regido
flanqueadora e regido 3'UTR: c.920-124 C>T.
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3) Analise mutacional do gene BMPR1A em individuos de familias FCCTX

- Exdo 3 e regido Ex4o 4 e regido Exdo5e regido |Exdo6e 7e regides| Exao 8e regido Ex&o 9 e regido Ex&o 10 e regido Ex&o 11 e regido Exao 12 e regido Exdo 13, reglaom
Familia DNA flanqueadora e regido
flanqueadora flanqueadora flanqueadora flanqueadoras flanqueadora flanqueadora flanqueadora flanqueadora flanqueadora FUTR
7 L5 N N N N N N N N N Het 2; Het 3
24 L48 N N N N N N N N N Het 2; Homo 3
37 L108 Het N N Het N N N N Het N
L295 Het N N N N N N N Het Het 4
55 1926 Het N N N N N N N Het Het 4
L950 N N N N N N N N N Het 2
56 L801 N N N N N N N N N N
63 L451 N N N N N N N N N N
69 E436 N N N N N N N N N Het 2; Het 3
71 L467 Het N N N N N N N Het Het 1; Het 5
84 L484 N N N N N N N N N N
86 1499 Het N N N N N N N Het Het 4
106 L701 Het N N N N N N N Het N
148 1984 Het N N N N N N N Het Het 2; Het 5
173 L1038 N N N N N N N N N N
236 L1200 N N N N N N Het N N Het 2
P2209 L1121 Het N N N N N N N Het Het 2; Het 5

Exdo 3 e regido flanqueadora: c.4 C>A; Exdao 6 e 7 e regides flanqueadoras: c.431-26 T>A; Exao 10 e regido flanqueadora: ¢.1140 C>T; Exdo 12 e regido
flanqueadora: c.448-11 T>C; Exdo 13, regido flanqueadora e regido 3'UTR: 1 — c.1599+847 G>A, 2 —¢.1599+886 C>T, 3 — c.1599+1497 T>C, 4 — c.1599+764
T>C,5—c.1577_delTTTA.
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