Modificadores Genéticos da Instabilidade da
Repeticao (CAG),na Doen¢a de Machado-
Joseph/Ataxia Espinocerebelosa do Tipo 3

Dissertacao de Mestrado

Sara Raquel Rebelo Pavao

Mestrado em

Ciéncias Biomédicas

Ponta Delgada
2017



Modificadores Genéticos da Instabilidade da Repeti¢do (CAG). na
Doen¢a de Machado-Joseph/Ataxia Espinocerebelosa do Tipo 3

Dissertacdo de Mestrado

Sara Raquel Rebelo Pavao

Orientador (es): Prof.2 Doutora Maria Manuela de Medeiros Lima

Doutora Mafalda Sofia Bastos Raposo

Dissertag¢ao submetida como requisito parcial para obtencao do grau de

Mestre em Ciéncias Biomédicas




“VALEU A PENA? TUDO VALE A PENA
SE A ALMA NAO E PEQUENA.”
FERNANDO PESSOA



AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar a prof2 Doutora Manuela Lima, por ter aceitado ser minha orientadora
e por ter acreditado sempre nas minhas capacidades. Agradecgo-lhe a oportunidade que
me deu de poder trabalhar na drea da Genética Humana, assim como a sua
disponibilidade em ajudar e partilhar comigo os seus conhecimentos. Agradeco cada
momento que me motivou a continuar! E para mim uma grande referéncia de
profissionalismo, tanto como investigadora como docente. Obrigada!

A doutora Mafalda Raposo, também minha orientadora, que sempre mostrou
disponibilidade em todas as etapas da elaboracdo deste trabalho. Obrigada por ter
partilhado comigo o seu conhecimento e, sobretudo, obrigada pela paciéncia comigo em
momentos que eu prépria ndo teria.

A doutoranda Ana Rosa Melo, que me acompanhou nas etapas laboratoriais, no processo
de escrita e analise de resultados e pela motivacao nos momentos mais dificeis. Agradeco
as conversas nas horas de almoco e a sua amizade, assim como a partilha de
conhecimentos.

A doutoranda Ana Ferreira, a disponibilidade para me ajudar em determinados
momentos deste percurso, bem como a partilha dos seus conhecimentos. Agradeco,
também a amizade e a boa disposicdo que sempre tornaram os dias melhores.

A minha amiga Filipa Medeiros, pelo carinho, pela motivacdo que me deu e pela amizade
gue sempre nos acompanharam. Agradeco, também a ajuda no laboratdrio que me deu
em determinados momentos deste trabalho.

Ao senhor Pedro Mantua, meu amigo, que tem vindo a acompanhar o meu percurso
académico. Pelas suas palavras, pelos seus conselhos e por também acreditar em mim. A
sua ajuda tem sido fundamental no meu percurso.

Aos meus melhores amigos Francisco Santos, Horacio Dutra e Pedro Carvalho, obrigada
pela paciéncia, por terem acreditado em mim e pelo apoio incondicional.

Ao Jodo, pelo tempo que ndo passamos juntos, pela sua paciéncia, pelo carinho, pelo
amor e apoio incondicionais que sempre recebi. Obrigada por ndo teres desistido de mim!

As minhas irm3s, Rita e Teresa, pelo carinho, pela amizade e cumplicidade que temos.
Pela vossa paciéncia quando precisei conversar, pelo vosso apoio na minha caminhada.

Por ultimo, e ndo menos importantes, aos meus pais, a eles que sdo o pilar da minha vida
e que sempre me motivaram a continuar. Pela educacdo que pude ter, pelo esforco que
fizeram para que eu pudesse terminar. Foi um percurso dificil, mas sem eles jamais teria
conseguido.



(ndice

INICE DO FIBUIAS cv.vevveeeeeeeeeeee ettt ettt et st et e e et ereeteseseeteaeseeseseeteeeae et eseeeeneaene e 6
INAICE A TADEIAS ....veveveeeetteeeectcte ettt ettt a e a et es s naeses 7
RESUMO ..ttt e 8
ADSEFACE .ttt et s 10
R | 1 o e [T ot 1o PR 13
Repeticoes TrinUCIeotidiCas.......ccveeecciiie i 13
Doencgas de Poliglutaming .......cccuviiiieeii e e 15
Doenca de Machado-Joseph/ Ataxia Espinocerebelosa do tipo 3 .................... 16
Mecanismos de Reparacdo do DNA e Instabilidade das Repeticdes ................. 20
Objectivos do trabalNo .........uuviiiiiee e 23
2. SUJEItOS @ MELOTOS.........ooeeiiiieeeee e et 25
R LU= 0PN 25
AMOSTIAS oiiiiiiiiii e e 26
Trabalho EXperimental .........eeiiiiiiiieiee e 26
Extragao de DNA de mucosa buCal........eeviviiiiiiiiiiiiiciee e 26

Determinacdo do Numero de Repeticdes CAG do Gene ATXN3 em amostras de

Sangue e de MUCOSa BUCAl .......ccuviiiiieii e 27
PCR CONVENCIONA ittt ettt ettt st e e e saeees 27
Triplet Repeat Primed PCR (TP-PCR)......coioiiiiiee et e 27



Analise de Fragmentos por Electroforese Capilar......cccccecovveeeciiiiecccceeecce, 28

Andlise das Variantes Alélicas dos Genes PMS2, ERCC6 e FAN1 por Sequenciacao

............................................................................................................................ 28
DeSeNho dOS PriMErS.......eciiiiiieie e 28
Otimizagdo das Condigdes da PCR..........ouviieii i 29
Sequenciagao por Eletroforese Capilar ......ccceeveeeieicciiiiiiieee e 30
Tratamento dOs DAdOS ......coocuiiiiiiiiiiiieiieccceee e 31
3. Resultados € DiSCUSSA0...........ccocuiiiiiiiiiiiiiiie ettt 34
Caracterizacdo da Populagdo de EStUdO.......ccceveeiuirreeeeieeiceiecireeeee e 34
Caracterizacdo do Padrao de Instabilidade Somatica .........cccccvvveeeiieiiiiciinnen.n. 35
Caracterizacado do Padrao de Instabilidade Intergeracional.........cccccoeeennnneeeeen. 37

Caracterizacdo das Variantes Alélicas dos Genes ERCC6 g.19868 G>A, FANI1

9.3228531 C>G € PMS2 §.26796 C3A ... s 41
Estudo Populacional das Variantes.........cccccvvvveee i eccei e 41
Relagdo entre as Variantes Alélicas e a Instabilidade Somatica............ccceeeee. 42
Relacdo entre as Variantes Alélicas e a Instabilidade Intergeracional............... 43
Correlagdes Gendtipo-FENOLIPO .....coecueiiiiieiee e 43
B, CONCIUSA0 ....c.eeiiiiieiiie ettt st e st s b e s sbe e e bt e e saneeas 47
5. REFEIENCIAS .....oooueiiiiiie e e s 49



[NDICE DE FIGURAS

Figura 1. Diferenca entre o nimero de repeticdes CAG para o alelo expandido obtida nas
amostras de sangue e nas amostras de mucosa bucal para os 26 individuos seleccionados.
Os resultados estdo apresentados por frequéncia absoluta do nimero de individuos. 35
Figura 2. Comparacdo do indice de mosaicismo entre amostras de mucosa bucal e de
L ] 74U [T OO PPPPTRTPPR N 36
Figura 3. Classificagcdo e direc¢ao da instabilidade da repeticdo CAG no alelo expandido do
gene ATXN3. A: classificagdo das 31 transmissdes estudadas. B: direccdo das 21
EraNSMISSOES INSTAVEIS. ..eueeiiiieiiie ettt e 38
Figura 4. Variacdo do numero de repeticoes CAG entre progenitor e descendente, no alelo
eXPandido dO SENE ATXINS. .. ... bbb r b r s abersrarasssars e s ssasnassssnsasnnssnsnses 40
Figura 5. Relacdo entre a idade de inicio da doenca e a frequéncia alélica dos genes ERCC6
e FAN1. A média da idade de inicio dos sintomas foi estimada tendo em consideragado o
numero de repeticdes CAG no alelo expandido (67,94 repeticdes). ....cceeeevveeeeecrereenns 44
Figura 6. Relacdo entre a idade de inicio da doenca e os genétipos obtidos para o gene
FAN1; # p<0,05. A média da idade de inicio dos sintomas foi estimada tendo em
consideragao o numero de repeticdes CAG no alelo expandido como co-varidvel (67,94

=TTy olo T=T) RO OSSP RPN 45



[NDICE DE TABELAS

Tabela 1. Doencas de poliglutamina, respectivos loci e proteinas, bem como numero de
repetices CAG (adaptado de Fan et al., 2014)......ccovveeeeeeieeiciiiieeeee et 16
Tabela 2. Sequéncias dos primers utilizados na reaccdao de PCR e sequenciacdo, para
analise das variantes alélicas nos genes PMS2, ERCC6 e FAN1. As temperaturas de
annealing estdao representadas na tabela. As sequéncias a negrito indicam os primers
utilizados Nna reacgao de SEQUENCIACA0. ...uvviieeeeiiiciiieeeeee e e e et e e e e e e e e searrr e e e e e e e e saenneees 29
Tabela 3. Descricdo demografica, molecular e clinica dos 54 individuos DMJ seleccionados
Para 0 Presente ESTUO. ..o e e e e aarae s 34
Tabela 4. Dados genéticos e idade média de concepgdo das transmissoes utilizadas neste
ESTUO. Lot esbr e e eae e 39
Tabela 5. Frequéncias alélicas e genotipicas das variantes PMS2 g.26796 C>A, ERCC6
£.19868 G>A € FANI 83228531 C3G. cviiiiieieeiieeieeiteit ettt st s 41
Tabela 6. Resultados do teste exacto de diferenciagcdo populacional entre a coorte DMJ
acoriana (N=108) e as restantes popula¢des descritas na tabela. N: numero de
cromossomas; (-): diferencgas ndo significativas; (+): P<0,05. ....cccccvrieiviiiieeciiieeeeieen. 42

Tabela 7. IM para cada tecido de acordo com as variantes para os genes estudados.. 42



RESUMO

A doencga de Machado-Joseph (DMJ), também conhecida por ataxia espinocerebelosa do tipo 3
(SCA3), é uma doenca autossémica dominante causada pela expansdo de motivos repetitivos CAG
no exao 10 do gene ATXN3, localizado em 14g32.1. O tamanho das repeti¢cdes é o principal
condicionante da idade de manifestacdo e severidade da doenga. Os alelos normais tém um
comportamento estdvel, mantendo-se inalterado o nimero de repeticGes aquando da mitose e
da meiose. Todavia, na DMJ, a semelhanca do que acontece noutras doencas de poliglutamina
(poliQ), os alelos expandidos apresentam instabilidade somatica e intergeracional. O papel dos
mecanismos de reparacdo do DNA na instabilidade das repeticGes permanece por esclarecer. Os
principais objectivos da presente dissertacdo foram: (1) caracterizar a instabilidade somatica e
intergeracional em sujeitos DMJ acorianos; (2) analisar a associacdo entre as variantes PMS2
g.26796 C>A (rs1805323), ERCC6 g.19868 G>A (rs2228528) e FAN1 g.3228531 C>G (rs3512) e a
instabilidade somatica e intergeracional; (3) analisar a associacdo entre as variantes referidas em
(2) e a idade de inicio da DMJ. No presente estudo foram utilizadas amostras de DNA de 54
sujeitos DMJ. Para o estudo da instabilidade intergeracional usaram-se 50 amostras de DNA de
sangue (num total de 31 transmissdes). Para o estudo do mosaicismo somatico utilizaram-se 26
amostras de DNA de sangue e 26 amostras de DNA de mucosa bucal, representando 26
individuos. A determinacao das repeticdes CAG no alelo expandido do gene ATXN3 foi efectuada
utilizando PCR convencional e TP-PCR (Triplet repeat primed PCR), seguidas de andlise de
fragmentos por electroforese capilar. As amostras foram genotipadas para as variantes alélicas
dos genes PMS2, ERCC6 e FAN1 por sequenciacdo de Sanger. Para a analise da instabilidade
somatica, apds o calculo dos gendtipos obtidos por AF, foi calculada a diferenga entre o tamanho
da repeticdo CAG obtido a partir do DNA extraido das 26 amostras de sangue e do DNA extraido
de mucosa bucal, para cada individuo (CAGexp (sangue) — CAGexp (mucosa bucal)). A partir da

andlise do padrdo de picos obtido na TP-PCR, determinou-se o indice de mosaicismo (IM). O



gendtipo obtido por PCR convencional foi utilizado para classificar as transmissGes em estdveis e
instaveis, calculando-se a diferenca no numero de repeticdes CAG entre o descendente e o
progenitor (CAGexp (descendente) — CAGexp (progenitor)). A presenca/auséncia de instabilidade
somatica e intergeracional foi correlacionada com as variantes alélicas ERCC6 g.19868 G>A, FAN1
g.3228531 C>G e PMS2 g.2696 C>A. Cinquenta por cento dos individuos ndo apresentam
mosaicismo somatico nos 2 tecidos estudados. O valor médio de IM para cada um dos tecidos foi
semelhante, apesar de ligeiramente superior no sangue, indicando uma maior instabilidade neste
tecido relativamente ao epitélio da mucosa bucal. Das transmissdes estudadas, 70% foram
instaveis e 30% estdveis, sendo que nas instaveis 66,7% corresponderam a expansodes e 33,8% a
contracgOes. Nao foi observada nenhuma associacdo entre as variantes ERCC6 g.19868 G>A e
FAN1 ¢.3228531 C>G e a instabilidade somatica e intergeracional. De acordo com a correlacdo
genotipo-fendtipo efectuada entre o gene FAN1 e a idade de inicio da DMJ observou-se que os
doentes FAN1*GG apresenta uma idade significativamente mais tardia que os doentes FAN1*CC.
Este resultado estd de acordo com o previamente reportado numa série extensa de doentes com
varias doengas de poliQ. A confirmagdo do papel do FANI na patogénese da DMJ permitird
compreender a interligacdo da via de reparacdo de Fanconi Anemia, na qual o gene FAN1 esta
envolvido, e a patogénese molecular da DMJ, assim evidenciando um potencial papel desta via

enquanto alvo terapéutico.



ABSTRACT

Machado-Joseph disease (MJD), also known as spinocerebellar ataxia type 3 (SCA3), is an
autosomal dominant disease and is caused by an abnormal number of CAG repeats in exon 10 of
the ATXN3 gene, located on 14g32.1. Age at onset and severity of the disease is mainly explained
by the size of the CAG motifs in the expanded allele. Normal alleles present a stable behavior, in
which the number of repeats remains unchanged in mitotic and meiotic divisions. However, in
MID, similarly to the observed in other poliQ diseases, alterations in the size of the expanded
alleles present mitotic and meiotic instability. The role of DNA repair in the instability of CAG
repeats remains to be clarified. The main goals of the present dissertation were: (1) characterize
the somatic and intergenerational instability in Azorean MJD subjects; (2) analyze the association
between PMS2 g.26796 C> A (rs1805323), ERCC6 g.19868 G> A (rs2228528) and FAN1 g.3228531
C> G (rs3512) and somatic and intergenerational instability; (3) analyze the association between
the variants mentioned in (2) and the age at onset in MID. In the present study, a total of DNA
samples from 54 MID subjects were used; DNA from 50 blood samples (for a total of 31
transmissions) and from 26 blood and buccal swab samples were used in the intergenerational
and somatic instability analysis, respectively. The number of CAG repeats in the ATXN3 gene
expanded allele was determined using conventional PCR and TP-PCR (Triplet repeat primed PCR),
followed by fragment analysis by capillary electrophoresis (FA). Allelic variants of the PMS2,
ERCC6 and FAN1 genes were genotyped by Sanger sequencing. The difference between the size of
the CAG repeats in blood and in buccal swab samples (CAGexp (blood) - CAGexp (buccal swab)) as
well as the calculation of the mosaicism index (MlI) by TP-PCR were used to characterize somatic
instability. The difference between the number of CAG repeats in the offspring and in the
transmitting parent (CAGexp (offspring) - CAGexp (transmitting parent)) was calculated to
characterize intergeracional instability. The presence/absence of the alelic variants ERCC6

g.19868 G> A, FAN1 g.3228531 C> G and PMS2 g.2696 C> A was correlated with somatic and
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intergeracional instability. Somatic instability was not observed in 50% of the individuals analyzed.
Furthermore, although slightly higher in the blood, MI was similar in both tissues. Seventy percent
of the transmissions were unstable and from this 66,7% were expansions and 33,8% were
contractions. These findings are in accordance with previous reports for MJD. Associations
between ERCC6 g.19868 G> A and FAN1 g.3228531 C> G variants and somatic and
intergenerational instability were not observed. Genotype/phenotype analysis revealed that
patients presenting FAN1*GG have a significantly late onset than patients with FAN1*CC, a result
in accordance with a previous larger study including patients with polyQ diseases. The
confirmation of FAN1 as MJD modifier will allow to understand the link between Fanconi Anemia
repair mechanisms, in which FAN1 is involved, and MID pathogenesis, thus evidencing the

potential of this pathway as a therapeutic target.
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