FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE COIMBRA

TRABALHO FINAL DO 6° ANO MEDICO COM VISTA A ATRIBUICAO DO

GRAU DE MESTRE NO AMBITO DO CICLO DE ESTUDOS DE MESTRADO
INTEGRADO EM MEDICINA

FILIPE JOAO SANTOS ESTRELA

CARACTERIZACAO CITOGENETICA E GENOMICA
DE PACIENTES COM MAC (MICROFTALMIA,
ANOFTALMIA E COLOBOMA)

ARTIGO CIENTIFICO

AREA CIENTIFICA DE BIOMEDICINA: BIOLOGIA MOLECULAR,
CITOGENETICA E GENOMICA

TRABALHO REALIZADO SOB A ORIENTACAO DE:
PROFESSORA DOUTORA ISABEL MARIA MARQUES CARREIRA

FEVEREIRO/2012



CARACTERIZACAO CITOGENETICA E GENOMICA DE PACIENTES

COM MAC (MICROFTALMIA, ANOFTALMIA E COLOBOMA)

Filipe Jodo Santos Estrela

Mestrando da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra

Isabel Maria Marques Carreira, Professora Auxiliar com Agregacao
Regente das Unidades Curriculares de Biologia Molecular e Celular I e Il da Faculdade de
Medicina da Universidade de Coimbra e Diretora do Laboratério de Citogenética e Gendmica

da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra

Laboratorio de Citogenética e Gendmica,

Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra, Coimbra, Portugal

E-mail: filipestrela9@agmail.com




CARACTERIZACAO CITOGENETICA E GENOMICA DE PACIENTES

COM MAC (MICROFTALMIA, ANOFTALMIA E COLOBOMA)

RESUMO

MAC resume um conjunto de malformagdes congénitas do olho (microftalmia,
anoftalmia e coloboma), responsadveis por uma importante percentagem de perturbacdes
visuais nas criangas. Resulta de alteracfes nos processos da embriogénese e crescimento do
olho, sendo comum uma clinica em que ocorram concomitantemente alteragdes nao-oculares,
num contexto sindrémico. A grande variabilidade fenotipica associada a ndo identificacdo de
alteracbes gendmicas em muitos casos afigura-se como barreira a um aconselhamento
genético adequado. Embora varios genes tenham j& sido identificados como estando na
origem da MAC (SOX2, PAX6, SHH, entre outros), transparece uma necessidade em procurar
novas explicagcBes genéticas, ndo s6 para a MAC, mas também para as interacbes génicas
envolvidas na formacdo do olho. Foram estudados 5 pacientes com idades compreendidas
entre 0s 2 e 9 anos e diagnostico de MAC, com vista a pesquisa de novas regides gendmicas
possivelmente associadas a esta entidade, recorrendo para tal as técnicas de citogenética
convencional, citogenética molecular (FISH) e oligoarray-CGH. Foram encontrados
desequilibrios genémicos significativos em 2 dos 5 pacientes. Nos restantes pacientes, 0s
desequilibrios gendémicos detetados foram considerados variantes benignas e desprovidas de
impacto fenotipico. A paciente 1 apresentava uma delecdo em 2921.3 (160KDb), que incluia 1
gene relevante: RAB3GAPL. A paciente 2 revelou uma delecdo em 12p13.32p13.33 (cerca de
3.9Mb), de onde sobressairam os genes TULP3, KDM5A, WNT5B, PRMT8, CACNA2D4 e
IQSEC3, acompanhada por uma duplicacdo em 15026.2026.3 (cerca de 5Mb), de onde se
destacaram os genes ADAMTS17 e ALDH1A3. Na paciente 1, embora seja conhecida a
associacdo do RAB3GAP1 com MAC, salienta-se a necessidade verificada em prosseguir o



estudo da mesma com sequenciacdo e melhor caracterizacao clinica, visto poder tratar-se de
um primeiro caso em que alteracbes do RAB3GAP1 originam um possivel Martsolf Syndrome,

apoiando a no¢do de um hipotético “Warburg-Martsolf Syndrome”.

PALAVRAS-CHAVE: MAC, Microftalmia, Anoftalmia, Coloboma, Olho, Embriogénese,

Gene, Delecéo, Duplicacao, Oligoarray-CGH.



CYTOGENETIC AND GENOMIC CHARACTERIZATION OF PATIENTS

WITH MAC (MICROPHTHALMIA, ANOPHTHALMIA AND COLOBOMA)

ABSTRACT

MAC consists of a group of congenital malformations (microphthalmia, anophthalmia
and coloboma) responsible for an important number of visual impairment cases in children.
MAC results from defects occurring during the embryological development stages and growth
of the eye. It is also common the simultaneous presence of non-ocular signs and/or symptoms.
The large phenotypic variability, associated with the incapability of identifying genomic
aberrations in many cases, makes genetic counseling difficult. Although several genes have
already been identified as causative of MAC (SOX2, PAX6, SHH, amongst others), the need
to find improved genetic explanations for the genesis of MAC and the genetic interactions
that underlie the eye’s embryogenesis, is ever so present. Five patients with MAC and with
ages between 2 and 9 were studied using conventional cytogenetic techniques, FISH and
oligoarray-CGH, with the aim to search for novel genomic regions possibly correlated to that
pathological entity. We found relevant genomic imbalances in 2 of our patients. The other 3
patients had genomic imbalances, but those were normal variations without phenotypic
impact. Patient 1 presented a deletion at 29g21.3 (160Kb), which included 1 relevant gene:
RAB3GAP1. Patient 2 revealed a deletion at 12p13.32p13.33 (around 3.9Mb), within which
our attention was drawn to the genes TULP3, KDM5A, WNT5B, PRMT8, CACNA2D4 and
IQSEC3. This patient also had a duplication of 15q26.2926.3 (around 5Mb), within which the
genes ADAMTS17 and ALDH1A3 stood out. It is of interest to continue the study of patient 1
with genetic sequencing and clinical characterization, since there is a possibility that this
patient could be the first one to be reported with a RAB3GAP1 mutation causing a Martsolf
Syndrome, therefore supporting the concept of a hypothetical “Warburg-Martsolf Syndrome”.
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INTRODUCAO

A Microftalmia (MI), a Anoftalmia (AN) e o Coloboma (CO) — MAC no seu
conjunto — sdo um conjunto de malformacdes congénitas do olho responsaveis por uma
importante percentagem de anomalias visuais nas criancas. A prevaléncia de MI/AN em
Portugal (2005-2009) rondou os 7.3/100.000 nados-vivos, segundo dados da EUROCAT
(http://www.eurocat-network.eu/ACCESSPREVALENCEDATA/PrevalenceTables). Existe,
contudo, grande variabilidade mundial, com valores de prevaléncia desde os 19/100.000
nados-vivos, na Escocia (Morrison et al., 2002), aos 59/100.000 nados-vivos, em Estrasburgo
(Stoll et al., 1992). Ndo sdo encontradas diferencas na distribuicdo por sexo (Kallén et al.,
1996).

A MAC resulta de anomalias na embriogénese e crescimento do olho. A
degenerescéncia ou falha na formacdo das vesiculas Opticas esta na base da AN (Verma e
Fitzpatrick, 2007). J& um desenvolvimento anémalo do globo ocular (p.ex. producdo anormal
de fatores de crescimento, baixa pressdo intraocular, dimensdes reduzidas do calice 6ptico)
traduz-se em MI. O ndo encerramento da fissura dptica ectodérmica, embora ndo relna
consenso, parece ser a causa do fenotipo colobomatoso (Warburg, 1993).

Clinicamente, a AN define-se como auséncia de tecido ocular (tipicamente bilateral).
Considera-se MI quando o comprimento axial total (segmentos anterior e posterior) do olho
for inferior a dois desvios padrdo do comprimento adequado a idade (< 21mm, no adulto
(Bardakjian et al., 1993)), tendo a complexidade fenotipica da Ml levado a organizacdo da
mesma em 2 grandes grupos: total e parcial. Embora a presenca duma fenda no quadrante
infero-nasal da iris seja a manifestacdo mais comum, a clinica do CO pode chegar a cegueira
por acometimento corio-retiniano ou do nervo Optico, quando a agressdo a embriogénese
ocular ocorrer precocemente (Gregory-Evans et al., 2004). O CO ocorre frequentemente no

contexto de MI (Warburg, 1993).



Embora surjam isoladamente, € comum a associacdo a manifestacbes extraoculares,
num contexto sindromico em cerca 1/3 dos casos (Verma e Fitzpatrick, 2007). Entre as
manifestacdes extraoculares mais comuns apontam-se anomalias craniofaciais (p.ex. fenda
palatina), defeitos do tubo neural, atrasos de desenvolvimento psico-motor (ADPM),
problemas cardiacos, atrésias esofagicas e malformacdes génito-urinarias (Kallén et al., 1996;
Williamson et al., 2006; Makhoul et al., 2007)

A etiologia da MAC é complexa e ainda ndo muito bem esclarecida. Sdo reconhecidas
causas genéticas (alteracbes génicas e cromossémicas), mas também ambientais (na
gravidez — infecOes, défices de vitamina A, exposicdo a radiacdo ou talidomida), embora estas
ultimas tenham muito pouca representatividade na populacdo atingida. Varias alteracfes
cromossomicas e génicas (delecBes, duplicacdes, translocacbes; mutacdes de novo) estdo
reportadas na literatura, servindo como exemplo as mutacdes associadas a Ml e AN
verificadas nos genes SOX2, PAX6, OTX2, RAX e CHX10 (Verma e Fitzpatrick, 2007) e as
relacionadas com o CO nos genes SHH, PAX6, CHX10 e MAF1 (Gregory-Evans et al., 2004).
Sdo pois genes que, direta ou indiretamente, intervém na embriogénese e desenvolvimento
oculares.

Estudos recentes sugerem novos genes ou entdo novas mutagdes em genes ja
reportados (Zhou et al., 2008). O SOX2 é responsavel por 10-20% dos casos de MI/AN
(Fantes et al., 2003), sendo que uma mutacdo “frameshift” c.70del20 é a causa de 21% das
mutacdes nesse gene (Reis et al., 2010). Ja as mutacbes do PAX6 sdo mais relevantes no CO,
nomeadamente as “missense” com acometimento corio-retiniano (Gregory-Evans et al., 2004).

Apesar da multiplicidade de genes ja reportada, a grande variabilidade fenotipica
associada a ndo identificacdo de alteracdes genomicas em muitos casos de MAC apresentam-
se como barreiras a um aconselhamento genético adequado. Releva-se assim a necessidade

em procurar novas mutacGes e novos genes ou regides genomicas que ndo s6é melhor



caracterizem a MAC, como também melhor esclarecam as interacdes genicas envolvidas na
formacéo do olho.

Assim, este projeto teve por objetivo a realizacdo de um estudo em 5 casos de MAC,
visando a pesquisa de novas regides genodmicas possivelmente associadas a esta entidade,
recorrendo para tal as técnicas de citogenética convencional, citogenética molecular (FISH) e

oligoarray-CGH.



MATERIAIS E METODOS

Casos

Foram estudados 5 pacientes que sdo acompanhados no servi¢o de Oftalmologia dos
Hospitais da Universidade de Coimbra. Todos sdo de nacionalidade Portuguesa, sendo 4 do
sexo feminino e 1 do sexo masculino. As informacdes clinicas respetivas foram obtidas
através da consulta dos processos clinicos hospitalares.

Para além da recolha dos fenétipos microftalmicos, anoftalmicos e/ou colobomatosos,
foi prestada especial atencdo a existéncia concomitante de outras anomalias oculares (p.ex.
microcdrnea) e extraoculares, visto ser frequente a ocorréncia destas ultimas em simultaneo
com a MI (Lesnik Oberstein et al., 2006), AN (Makhoul et al., 2007) ou CO (Sanlaville e
Verloes, 2007), num contexto sindromico ou ndo. Toda essa informacdo, conjuntamente com

os dados dos exames fisico e oftalmoldgico, encontra-se organizada na Tabela I.

Obtencdo de DNA gendémico (DNA)

Foram colhidas amostras de sangue venoso periférico em EDTA e obtidos os
consentimentos informados dos progenitores legais dos pacientes para a realizacdo de estudos
de caracter genético. O DNA foi extraido de acordo com as instrucdes do fabricante (Jetquick
blood and cell culture DNA MIDIPREP - Genomed GmbH, L6hne, Alemanha), quantificado
e 0 seu grau de pureza determinado (NanoDropl000 — Thermo Scientific, Waltham,

Massachusetts, EUA).



Cariograma

Foi analisado o cariograma com bandas GTG de alta resolucdo em 15 metafases, a
partir das amostras de sangue periférico de todos os pacientes, respeitando as normas
estabelecidas na International System for Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN) (Shaffer
et al., 2009) e de acordo com os protocolos estabelecidos no laboratério de Citogenética e

Gendmica da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra.

Oligoarray-CGH

O DNA foi submetido a analise por oligoarray-CGH com slides de 4x180 K (Agilent
Technologies, Santa Clara, Califérnia, EUA). Foram utilizadas laminas com cerca de 180 000
sondas de 60 pares de bases cada e com um espacamento médio de 17 Kb entre sondas.

Sumariamente, e para cada caso, foram respeitados 0s passos que se seguem, de
acordo com o protocolo do fabricante (Agilent Oligonucleotide Array-Based CGH for
Genomic DNA Analysis, versdo 6.2.1 de Fevereiro de 2010). O DNA foi preparado de acordo
com o método direto descrito no protocolo, sem o recurso a digestdo por enzimas de restricdo
e com quantidades de DNA superiores a 500ng. O DNA de cada paciente foi marcado,
simultaneamente e em separado, com os fluorocromos Cyanine 3-dUTP (Cy3; verde) e
Cyanine 5-dUTP (Cy5; vermelho). A purificacdo do DNA marcado foi realizada utilizando
colunas de filtragem Amicon 30kDa e a marcacdo quantificada com recurso a um
espectrofotdmetro NanoDrop1000 (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA). Como
controlo, recorreram-se a amostras de DNA de outros pacientes ndo relacionados para
proceder a hibridizagdo em loop, na qual cada paciente marcado com os dois fluorocromos é
cruzado com outros dois pacientes ndo relacionados e marcados de modo inverso, tal como se
representa em esquema na Figura 1. ApoOs hibridizacdo e lavagem, as laminas foram

examinadas com o recurso ao Agilent C scanner, processadas com o Agilent Feature



Extraction Software (versdo 10.7) e analisadas no Agilent Genomic Workbench Software

(versdo 6.5) para detecdo de desequilibrios genémicos.
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Fig. 1. Esquema representativo das combinacdes de amostras criadas para hibridizacdo em loop, recorrendo a amostras de pacientes ndo
relacionados (PNR), isto &, sem fenétipo MAC. As laminas encontravam-se identificadas por codigos de barras proprios, aqui substituidos
pela designagdo “Lamina” seguida por um niimero. A numeragéo de cada area de 1.1 a 1.4 serviu pois como “coordenada” para a posterior
localizacéo dos nossos pacientes aguando da analise dos dados.

FISH

A analise por FISH foi realizada com o recurso ao sistema ToTelVysion (Vysis/Abbott
Molecular, Downers Grove, lllinois, EUA). Este sistema permite uma analise das regides
subteloméricas de todos os cromossomas num unico ensaio de hibridizagéo, recorrendo para
tal a um painel com 15 misturas de sondas especificas e de controlo. Cada mistura encontra-se
marcada com 3 fluorocromos, emitindo 4 sinais em cores diferentes (SpectrumOrange —
vermelho; SpectrumGreen — verde; SpectrumAqua — azul; combinacdo do SpectrumOrange

com o SpectrumGreen — amarelo).



RESULTADOS

TABELA |. Caracteristicas clinicas e exames fisico e oftalmoldgico dos pacientes em estudo.

Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3 Paciente 4 Paciente 5
Idade (anos) 2 4 2 7 9
Sexo Q Q ? ? 3
. . B +(B)
Microftalmia +(B) - +(0D) Grave + (OF)
Anoftalmia - - - - -
Coloboma - +(B) +(0D)** +(B) +(B)
Microcdrnea . . . .
Cémea ®) ) Microcérnea (OD)  Microcornea (B) i
g _________________________________________________________________________________________________________________
kS Cristalino Afaquia Luxacéo inferior OD
3 (catarata B operada) & Catarata (OD) - -
,§ Leucomas N
g OE - as 10h N . B
. £t A - - B
< Estrabismo - * * *
@ OE (endotropia) - Grave OE (endotropia)
d:—; _________________________________________________________________________________________________________________
(@] +
Nistagmo - * Bloqueio em *
Manifesto horizontal - A Manifesto horizontal
convergéncia
Binocular (6m) 4/10
Acuidade - . .
2 Visual Fixa e seque ODE Perto (dificil) OE (6m) 7/10 Fixa com OE Fixa com OD
5 20/200
O .
o
£ BM Sinéquias anteriores Coloboma inferior ~ Coloboma inferior ~ Coloboma infero- Coloboma
.f:: periféricas (B) iris (B) iris (OD) nasal fris (B) inferior fris (B)
e
g -Atrofia discreta difusa -Coloboma corio-
L% e do EPR retiniano (B)** Coloboma corio-  Coloboma corio- Coloboma corio-
-E/D 0.2-0.3 -Retina periférica retiniano (OD)** retiniano (B)** retiniano (B)*®
-Disco rosado assente
- Discreto
) ) hipertelorismo
Fécies - Hipotelorismo - Lébio superior fino - - -
- Filtro mal definido
@ _________________________________________________________________________________________________________________
< + + +
3 ADPM Grave Discreto*? Ligeiro i i
é _________________________________________________________________________________________________________________
T MC + - . . .
§ _________________________________________________________________________________________________________________
g Hipotonia N i i i i
8 axial
< _________________________________________________________________________________________________________________
Refluxo .
VU ) - - -
Outras + ) Persisténcia canal ) Rins poliquisticos
alteragdes arterial
+ = alteracdo presente; - = sem alteracdo; ADPM = atraso de desenvolvimento psico-motor; B = bilateral; BM = biomicroscopia;

D = direito; E = esquerdo; EPR = epitélio pigmentar retiniano; FC = fundoscopia; MC = microcefalia; OD = olho direito; OE = olho
esquerdo; ODE = olho direito e esquerdo; VU= vesico-ureteral.

*L Atingimento parcial da area macular, partindo do disco 6ptico; ** Motricidade fina, marcha de base alargada; ** Usa prétese de parede
fina; ** Atinge macula no OD; *° OE — envolve disco e centro da macula; OD — mécula parcialmente atingida, sem envolvimento do disco.



Analise Citogenética
Né&o foram detetadas quaisquer anomalias cromossdmicas numeéricas ou estruturais na

analise dos cariogramas dos 5 casos em estudo (ver Tabela II).

Analise por oligoarray-CGH

A andlise por oligoarray-CGH mostrou que todos 0s pacientes apresentavam regifes
com alteracao de dosagem gendmica. Assim, tendo em conta os objetivos deste estudo, foram
escolhidos os desequilibrios relevantes com base na riqueza da regido alterada em copy
number variations (CNVs) — por interpretacdo dos resultados obtidos na andlise de
oligoarray-CGH e consulta da base de dados Database of Genomic Variants
(http://projects.tcag.ca/variation/) — e na existéncia ou ndo de genes envolvidos em processos
fisioldgicos e/ou patologicos do olho — através da consulta da base de dados UCSC Human
Genome Browser (http://genome.ucsc.edu) (Kent et al., 2002), em 13 de Janeiro de 2012.

A luz dos critérios acima referidos, foram somente encontrados desequilibrios
gendémicos significativos nos pacientes 1 e 2 (ver Anexos I, 1l e Ill). O tipo, localizacdo,

dimensao estimada e extensdo daqueles é apresentado na Tabela II.

TABELA 1. Alteracdes encontradas nos pacientes

Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3 Paciente 4 Paciente 5
Cariograma 46,XX 46,XX 46,XX 46,XX 46,XY
Andlise FISH SN (ver Figura 3) SN SN SN
5 Localizacdo 2021.3 12p13.32p13.33 15026.2926.3 - -
% T Delecio Delecio Dwlicaglo - S
2 o 139056 10429 oastae - S
& Fmey  1momew sa14078 102465385 - S
B oo
2 E;:‘rizzzo 160Kb 39Mb 5Mb -

SN = sem necessidade de ser realizada; - = sem alterac@es significativas; pb = pares de bases.



Nos restantes pacientes, os desequilibrios genomicos detetados foram considerados
variantes benignas e desprovidas de impacto fenotipico devido a elevada frequéncia de CNVs
reportadas na Database of Genomic Variants (http://projects.tcag.ca/variation/) (Miller et al.,

2010).

Analise por FISH

A paciente 2 foi submetida a andlise por FISH (ver Figura 2), que comprova o
rearranjo cromossémico desequilibrado verificado por oligoarray-CGH. Os pais desta
paciente também foram sujeitos a estudo por citogenética convencional e FISH, néo

revelando contudo qualquer tipo de alteracdo numérica ou estrutural (dados nao apresentados).

der(12) .

der(12)

Fig. 2. Resultados da andlise por FISH da paciente 2. As imagens evidenciam um rearranjo subtelomérico envolvendo as regides 12pter e

15qter. (A) ToTelVysion Mix 12. A sonda marcada a verde marca as regides 12pter (locus SP6) e a sonda a vermelho marca as regides

12qter (locus V1IJyRM2196). A presenca de apenas um sinal verde evidencia a delecdo 12pter. Os sinais correspondem as regides

subteloméricas (locus ). (B) ToTelVysion Mix 10. A sonda marcada a verde marca as regides 10pter (locus 10p006) e a

sonda a vermelho marca as regides 10qter (locus D10S2490). Os sinais correspondem as regides subteloméricas (locus
). Os 3 sinais amarelos demonstram a duplicacdo 15qter, translocada para a regido terminal do braco curto do der(12).



DiscUssAO

Numa primeira analise dos resultados, a auséncia de desequilibrios genomicos
significativos em alguns dos casos (3 dos 5) limitou a pesquisa de potenciais novos genes
associados a MAC. Todavia, isto vai ao encontro da nogdo vigente de que sdo expectaveis
casos em que ndo se encontram alteracfes genéticas. Mesmo assim, levanta-se a questdo: sera
que ndo existem mesmo alteracbes, ou o método utilizado ndo teve a resolucdo e/ou
direccionalidade necessarias? Como sabemos, a técnica oligoarray-CGH pode deixar escapar
alteracdes genéticas, como sejam os single nucleotide polymorphisms (SNPs) que, alterando a
sequéncia codificante do gene, podem modificar a estrutura da proteina sintetizada ao ponto
de interferir com a sua funcdo e originar fendtipos patoldgicos, especialmente se forem
atingidos dominios criticos. Reitera-se assim a importancia de procurar novas regides
gendmicas e mutacBes que fornecam um melhor insight sobre as bases genéticas da MAC e as
interacdes génicas envolvidas na formacao ocular.

Focando a atencdo nas pacientes 1 e 2, foram encontrados 67 genes incluidos nos
desequilibrios detetados, sendo que a maioria daqueles (65) pertenciam a paciente 2. Cada um
desses genes foi explorado em termos de potencial para vir a ser associado ao fenétipo MAC,
tendo por base critérios como fungdo, patologias associadas, tecidos em que se expressa,
envolvimento no desenvolvimento embrionario, interagdes com outros genes e casos
reportados com alteracdes semelhantes. Foram assim escolhidos para discussdo 0s genes
evidenciados na Tabela Ill, tendo para tal sido necessaria a consulta das seguintes bases de
dados: OMIM Online Mendelian Inheritance in Man (http://www.omim.org/); Gene Cards
(http://www.genecards.org/); BioGPS  (http://biogps.org/#goto=welcome); STRING

Interaction Network (http://string-db.org/).
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TABELA I11. Genes que sugerem potencial envolvimento na MAC

Gene Posicdes Nucleotidicas (pb) Numero de Identificagio OMIM

Paciente 1
20213 RAB3GAP1 €52:135,809,835-135,928,279 602536
TULP3 ¢s12:3,000,033-3,050,306 604730
KDM5A €512:389,223-498,620 180202
Paciente 2 WNT5B cs12:1,726,222-1,756,377 606361
12p13.32p13.33 PRMT8 ¢s512:3.600,425-3,703,138 610086
CACNA2D4 ¢s12:1,901,123-2,027,870 608171
IQSEC3 €s12:176,049-287,625 612118
Paciente 2 ADAMTS17 ¢s15:100,511,643-100,882,183 607511
15426.2426.3 ALDH1A3 cs15:101,420,009-101,456,830 600463

pb = pares de bases; ¢s = cromossoma.

Reportemos entdo a paciente 1. Importa referir que o cromossoma 2 surge
frequentemente associado a alteracdes de fenotipo ocular, indiciando uma riqueza em genes
com influéncia ocular (Pallotta, 1991; Hirayama et al., 2005). Dos dois genes englobados pelo
desequilibrio gendémico da paciente 1, o RAB3GAP1 apresenta relacdo com MAC. A proteina
gerada é a subunidade catalitica (p130) do complexo heterodimérico Rab3gap. O RAB3GAP1
regula a atividade das proteinas Rab3 envolvidas no trafego membranar, nomeadamente na
exocitose de neurotransmissores e hormonas. Estd pois demonstrada a importancia do
RAB3GAP1 para o normal desenvolvimento do olho e do cérebro, visto que regula a
transmissdo e plasticidade sinapticas (Sakane et al., 2006). O RAB3GAP1 € pois um gene
documentado na literatura como causador da sindrome Warburg Micro 1 (WMS1). Trata-se
de uma sindrome que cursa com microftalmia, microcérnea, microcefalia, cataratas
congénitas, atrofia do nervo Optico, displasia cortical (principalmente do corpo caloso),
diplegia espastica, hipotonia, atraso de desenvolvimento psico-motor (grave a profundo) e
hipogonadismo, podendo cursar com dismorfismos faciais (Warburg et al., 1993). Embora
existam casos de WMS1 em que ndo sdo encontradas alteracbes genéticas, a maioria
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apresenta mutaces em homozigotia para 0 RAB3GAP1, com perda de funcdo (Abdel-Salam
etal., 2007; Yiksel et al., 2007; Morris-Rosendahl et al., 2010).

Como se pode verificar pela Tabela I, a clinica da paciente 1 parece muito bem
relacionar-se com a da WMSL1. Todavia, os resultados obtidos por oligoarray-CGH séo
compativeis com uma delecdo em heterozigotia do gene, 0 que, huma primeira analise, vai
contra a condicao autossomica recessiva da WMS1 (que implica o comprometimento das duas
copias do gene), tornando o caso mais interessante. Sugerem-se assim algumas hipdteses
explicativas desta situacdo. Desde logo, podemos pensar que poder-se-a tratar de uma
situacdo de heterozigotia composta para 0 gene em questdo, com delecdo de uma copia e
mutacdo pontual da outra. Estdo reportadas na literatura mutacdes pontuais causadoras de
WMS1 (Aligianis et al., 2005) e, como se sabe, a técnica de oligoarray-CGH pode ndo detetar
mutacdes pontuais. Ponderando este cenario, sugere-se uma prossecucdo do estudo da
paciente 1 com sequenciagdo genética, na tentativa de identificar mutagdes do outro alelo que
expliqguem o fenotipo apresentado. Considerando um cendario em que alelo remanescente ndo
tem alteracdes, poderdo colocar-se duas hipoteses. Por um lado, a clinica ser resultante de
mutacdes nos genes POMT1 ou POMT2, que teriam de ser pesquisadas, e que se associam a
formas suaves de Distrofia Muscular Congénita tipo Al (CMD-A1) (Kim et al., 2004;
Godfrey et al., 2007), cujas manifestacdes se assemelham as da paciente 1. Por outro lado, o
fendtipo poder resultar duma reducdo na quantidade de Rab3gap formada/funcional, embora
esta situacdo seja pouco provavel, porque contraria a caracteristica de autossomia recessiva da
WMS1 e porque ndo existe ate a data literatura que corrobore este postulado.

Porém, a hipotese mais interessante que se coloca é a seguinte. O WMS1 é conhecido
por se sobrepor em termos clinicos a uma outra sindrome, a de Martsolf (MS), sendo a
severidade do quadro neurologico e ocular o principal parametro para a sua distingdo (mais

grave na WMS1). Mutacdes do RAB3GAP2 (sintetiza a subunidade ndo-catalitica, p150, do
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Rab3gap) parecem ser a causa da MS. Ndao obstante, devido ao “overlapping” referido, tem
sido proposto que as duas sindromes sejam na realidade um continuum fenotipico, o qual se
poderia designar por “Warburg-Martsolf Syndrome” (Aligianis et al., 2006). Isso verifica-se
igualmente a nivel genético, visto existirem casos de WMS1 causados por mutacGes no
RAB3GAP2 (Borck et al., 2011), embora ndo existam casos reportados de MS devidos a
mutacfes RAB3GAPL. Surge entdo daqui o interesse em estudar a nossa paciente 1 de forma
mais aprofundada, uma vez que se trata de um possivel caso de perda de funcdo em
homozigotia do RAB3GAP1 — a esclarecer por sequenciacdo — que causa um possivel MS,
sugerido pelo fendtipo menos grave — a paciente nao apresenta atrofia do nervo optico nem
convulsdes. Pelo acima exposto, justificar-se-ia a realizacdo de eletrorretinografia (ERG),
potenciais visuais evocados (PEV) e ressonancia magnética cranio-encefalica (RMN-CE), por
forma a melhor caracterizar esta paciente que, verificando-se a possibilidade de se tratar de
um MS causado por alteracdo no RAB3GAPL, seria a primeira reportada deste género,
apoiando a nogdo do possivel espectro “Warburg-Martsolf Syndrome”.

Embora ndo seja um novo gene a associar ao fenotipo MAC, a discussdo anterior vem,
por um lado, abrir caminho a um estudo mais pormenorizado da paciente 1 e, por outro, ndo
se comprovando as hipéteses colocadas, deixar em aberto a possibilidade de pesquisar outros
genes responsaveis pelo fenotipo.

Quanto a paciente 2, sugere-se que 6 dos 34 genes incluidos no desequilibrio
encontrado no brago curto do cromossoma 12 possam ter alguma relacdo com o fendétipo
MAC (ver Tabela Ill), destacando-se o TULP3.

Este gene € pois reportado como sendo um gene critico para a embriogénese,
particularmente no desenvolvimento e funcdo neuronais (lkeda et al., 2001; Cameron et al.,
2009). Embora ndo esteja completamente esclarecida a funcdo da proteina que sintetiza

(TULP3), sabe-se tratar-se de um fator de transcricdo que se encontra acoplado ao
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fosfatidilinositol membranar, estabelecendo uma ligacdo direta entre a transducdo de sinal
mediada pelas proteinas G e a expressdo génica nuclear correspondente. Os seguintes 3
aspetos foram pois as principais raz6es que despoletaram o interesse no facto de este gene
poder estar relacionado com MAC: estudos em modelo animal; homologia com proteinas da
mesma familia; influéncia na via de sinalizacdo Hedgehog (Hh). Foi verificado no modelo
animal (rato) que o gene Tulp3 apresentava elevada expressdo no olho e tecido nervoso
durante o desenvolvimento embrionario (Sahly et al., 1998). Foi também evidenciada a
grande homologia (60 a 90%) existente entre 0 TULP3 e os genes TUB, TULP1 e TULP2, os
quais apresentam associa¢fes documentadas com patologias oculares tais como degeneracéo
retiniana precoce e progressiva, retinite pigmentosa e distrofia de cones e bastonetes,
respetivamente (North et al., 1997). Por Gltimo, diversos estudos tém caracterizado a funcéo
do TULP3 como regulador negativo do SHH e, consequentemente, da via Hh, que €
sobreativada quando existem muta¢fes em homozigotia do TULP3 (Norman et al., 2009;
Patterson et al., 2009). O SHH € pois um gene que esta envolvido no desenvolvimento do CO
(Gregory-Evans et al., 2004), havendo inclusivamente casos de CO isolado por mutacdes no
SHH. Para além disso, a via Hh reprime a expressao do PAX6, outro gene que vimos origina
CO quando mutado. Assim, a influéncia que tem sobre genes ja reportados como estando na
origem de MAC, associada ao facto de ainda ndo se conhecerem completamente as suas
fungdes, conferem potencial ao TULP3 para ser explorado no ambito da MAC. Quanto ao
ADPM da paciente 2, podera eventualmente ser explicado pelo facto de a delecdo ser
subtelomérica (Wu et al., 2010).

Outro gene com possivel interesse na MAC é o KDM5A. Este gene codifica uma
desmetilase de histonas de expressao ubiqua e especifica para a lisina, que se liga diretamente
a proteina do retinoblastoma (codificada pelo RBP1). Embora ndo se encontrem reportados

casos de MAC associados a alteracOes deste gene, a verdade é que 0 mesmo interage com
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outros genes que intervém na embriogénese, nomeadamente a nivel da ectoderme, como se
verificou apds consulta da STRING Interaction Network (http://string-db.org/). Como
exemplo desses genes interessantes temos 0 RARA, que por ser um recetor do &cido retindico,
podera associar-se a efeitos teratogenicos, o EED, envolvido no desenvolvimento da
ectoderme, e 0 EZH2, que desempenha um papel importante sobre a identidade e
diferenciacdo das células embrionarias. Assim, seria curioso aprofundar o estudo das
interacbes entre esses genes e 0s seus produtos, nomeadamente atraves de técnicas de
imunoprecipitacdo ou analise de expressao génica nas células embrionarias.

O WNT5B podera também apresentar algum interesse visto pertencer a uma familia de
genes que codificam proteinas envolvidas em processos de organizacdo e migracdo celular (da
neurectoderme, inclusive) durante a gastrulacdo embrionaria. As vias de sinaliza¢do do Wnt5b
e Wntll, sobreponiveis, sdo responsaveis por movimentaces de convergéncia e extensdo
celular durante a gastrulacdo (Kilian et al., 2003). AlteracGes destas vias foram reportadas em
associacdo com fen6tipo ciclopico (Goudevenou et al., 2011). E legitimo entdo inferir que o
WNT5B apresenta potencial como gene a ser estudado na MAC.

Os genes PRMT8, CACNA2D4 e IQSEC3 foram também escolhidos para discusséo,
embora ndo sejam tdo relevantes. O PRMT8 é apenas referido por apresentar um padrdo de
expressao especifico para o cérebro e olho, observado a partir de bibliotecas de cDNA de rato.
Trata-se de um gene com relevancia na diferenciacéo neuronal (Lee et al., 2005). Por sua vez,
0 CACNA2D4 sintetiza uma subunidade de canais de célcio que, quando mutada em
homozigotia, leva ao desenvolvimento de distrofia dos cones retinianos (Wycisk et al., 2006).
Ja 0 IQSECS3 ¢ referido apenas por ter elevada expressao no tecido cerebral do feto.

Passando agora a duplicacéo verificada no braco longo do cromossoma 15, sugere-se
que 2 dos 31 genes identificados tenham potencial para originar o fenotipo MAC (ver Tabela

[11). De um modo geral, as duplicagdes 15q terminais originam o chamado “Overgrowth
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Syndrome” (OS) (Tatton-Brown et al., 2009; Chen et al., 2011), caracterizado por uma clinica
de sobre-crescimento pré-natal, craniossinostose e dismorfismos faciais, em virtude da
incorporacdo do gene IGF1R na duplicacdo. Embora esteja reportada na literatura uma
duplicacdo semelhante em localizacdo (15026.2926.3) e dimensdo (4.71Mb) e que se traduz
num OS (Chen et al., 2011), este fendtipo ndo se verifica na nossa paciente. De notar também
que o IGF1R nédo sofre imprinting. Ja o ligeiro ADPM da paciente pode eventualmente
explicar-se por esta duplicacéo, tal como foi reportado num caso de dup15g26-ter (Faivre et
al., 2002). Embora seja frequente a presenca concomitante de monossomia 12p (Chen et al.,
2011), é sem duvida peculiar o facto de ndo ter resultado aparentemente de uma translocacao
desequilibrada herdada de pais equilibrados. Uma situacdo semelhante, mas sem o
componente monossomico, é reportada na literatura (Kim et al., 2011).

Comecando pelo ADAMTS17, este codifica uma proteina membro da familia das
proteinas Adamts, metaloproteases dependentes de zinco, cujas funcbes ainda ndo estdo
completamente esclarecidas (Porter et al., 2005). Porém, sabe-se gque tanto as metaloproteases
como as proteinas dependentes de zinco desempenham fungdes importantes na
fisiologia/patologia ocular (Morales et al., 2009). A Adamts17 apresenta 2 isoformas (a e b),
sendo a ultima altamente expressa a nivel do olho e retina em particular. Para além disso, sdo
reportadas mutacfes em homozigotia para este gene que produzem um fendtipo com
alteracbes oculares (Morales et al., 2009), no contexto da sindrome Weill-Marchesani-like
(WMLS). Assim, embora tenhamos encontrado na nossa paciente uma sobredosagem génica
ao invés de uma mutacdo homozigotica, o envolvimento documentado num fendtipo ocular
justifica a potencialidade deste gene ser relacionado com MAC.

Quanto ao ALDH1A3, codifica uma iso-enzima da familia das aldeido-desidrogenases.
Justifica-se a escolha porque se trata de um gene que codifica uma enzima-chave durante o

desenvolvimento inicial do olho, responsavel pela formacdo dum gradiente de concentracao
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de acido retindico ao longo do eixo embrionario dorsoventral. Foi igualmente demonstrada a
sua expressdo no neuroepitélio ocular em desenvolvimento (Grun et al., 2000).

Embora existam genes com uma associacao estabelecida com MAC, sendo o SOX2 o
exemplo mais paradigmatico, persiste a necessidade de encontrar novos genes ou regides
gendmicas que melhor caracterizem a MAC e aprofundem o conhecimento sobre 0s processos
envolvidos na formacdo do olho. Percorrendo o trilho dessa busca, e analisando 5 pacientes
com MAC, foram sugeridos 8 novos genes com potencial para se explorar uma possivel
relacdo com esse fendtipo, destacando-se o TULP3, o ADAMTS17 e o ALDH1A3. E na
paciente 1, embora 0 RAB3GAP1 ja esteja reportado em associacdo com um fenétipo MAC,
constatou-se a necessidade de prosseguir o estudo da mesma, nomeadamente com
sequenciacdo e melhor caracterizacdo da clinica, na perspetiva de se poder tratar de um
primeiro caso em que alteracbes do RAB3GAP1 estejam na origem de uma possivel MS,

apoiando a no¢do de um hipotético “Warburg-Martsolf Syndrome”.
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Anexo 1. Delecdo do brago longo do cromossoma 2 detetada na paciente 1. (A) Imagem obtida pelo Agilent Genomic Workbench
Software (versdo 6.5), onde se ilustra a delecdo em questdo. Barras azuis = genes; Barras vermelhas = CNVs; (+) verdes = DNA do
PNR 1, marcado com Cy3; (+) vermelhos = DNA do PNR 2 marcado com Cy5. (B) Imagem obtida por consulta da base de dados
UCSC Human Genome Browser, em 13 de Janeiro de 2012. Encontram-se apenas 2 genes nesta regido, um deles reportado no OMIM
Morbid Map (a verde). A vermelho e a azul encontram-se, respetivamente, delecoes (4) ou duplicacdes (5) reportadas em casos na
base de dados online DECIPHER (https://decipher.sanger.ac.uk) (Firth et al., 2009), afetando a regido estudada.

18



CAs0_2 Cys/PNR_3 Cy3 PNR_4_Cys )/ CASO_2 Cy3 TV |
plam_[3 1 [ 1 3 4 ] 2 ] ] 3 4 |
27 : :

o i .

2 I ;
i TS e
? L I

£

8 ;

= 3 B

p1ag2] - = -

-] |

g_ i

Ll
| ne
: C
-

£

]

7

B J Chromosome Bands Localized by FISH Mapping Clones
12p13.33
DECIFHER: Chromosomal Imbalance and Phenotupe in Humans
2568916 4664
256777
253153
e —
1457
]
as32s1 P e =5
B ——
OMIM Genes — Dark Green fre Disease-causing
NINJ2 ERC1 DCPLE FKEF4 PRMTS
WNK 1 FBXL14 cARcNAIC I e
RADS2 WNTSE FI EFCRB4E
B4GALNTS ADIFOR2 c1
cACNAzZD4 I TULF
TERD4
RefSeq Genes
IGSEC3 44 NINJ2 f=o ERC1 bé-H34-b=4434 LRTMZ | LOC168652846 1  TSPANS b4 PARP11 H
IQSECS e WNK1 44l LOC1062926881 LRTM2{ LOC2834401 PRMTS B
LOCS74538 WNK1 - FBXL14}§ DCP1B 4 FKEF4 | EFCAB4E s
SLCBA12 ) WNK1 b4 WNTSE ] CACNALC o=  TSPANS k-={=
sLceAt2 ) WNK1 - WNTSB | CACNALC |dossessasaiiff- R EFCAB4E P
SLC6A12 ] RADSZ fj MIRSE491 CACNALC bdsss==s={{}HIHE
SLCEA12 ] ERC1 b#==d-B+bb=4444  LRTMZ | ITFG2 |
SLCBAL3 H ERC1 BB+ CACNALC
stesA1s ERC1 pHHE-HH CACNALC st HH
sLceA1s | ERC1 ri-tHH-HH CACNALC bR
KDMSA [} 1] ADIFORZ NRIF2 |
ccoc7?? ) CACNAZD4 HIH LOC1086507424 H
ccoc?7 LOC1862717621 FOXM1 )
ccoc77 i) CACNALC ]
ccoc77 i CACNALC ]
B4GALNTS |4 CACNALC i
CACNALC A
CACNALC +EE
CACNALC o
CACNALC ]
CACNALC R
CACNALC 4l
CACNALC ]
CACNALC a4l
CACNALC R
CACNALC e
CACNALC ]
CACNALC a4
CACNALC R
CACNALC ]
FOXmM1 B
FOXM1 B
FOXM1 §
FOXM1
Ci2orf321
cCi2orf32§
Ci2orf32 §
TULFS |
TULF3 |
TEAD4 HH
TEAD4 HH
TEAD4 4

Anexo I1. Delecdo do brago curto do cromossoma 12 detetada na paciente 2. (A) Imagem obtida pelo Agilent Genomic Workbench
Software (versdo 6.5), onde se ilustra a delecdo em questdo. Barras azuis = genes; Barras vermelhas = CNVs; (+) verdes = DNA do
PNR 3, marcado com Cy3; (+) vermelhos = DNA do PNR 4 marcado com Cy5 (B) Imagem obtida por consulta da base de dados
UCSC Human Genome Browser, em 13 de Janeiro de 2012, encontrando-se 34 genes nesta regido, 3 deles reportados no OMIM
Morbid Map (a verde). A vermelho e a azul encontram-se, respetivamente, delecoes (6) ou duplicacdes (4) reportadas em casos na
base de dados online DECIPHER (https://decipher.sanger.ac.uk) (Firth et al., 2009), afetando a regido estudada.
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Anexo I11. Duplicacdo do brago longo do cromossoma 15 detetada na paciente 2. (A) Imagem obtida pelo Agilent Genomic Workbench
Software (versdo 6.5), onde se ilustra a duplicagdo em questdo. Barras azuis = genes; Barras vermelhas = CNVs; (+) vermelhos = DNA
do Caso 2 marcado com Cy5; (+) verdes = DNA do Caso 2, marcado com Cy3 (B) Imagem obtida por consulta da base de dados UCSC
Human Genome Browser, em 13 de Janeiro de 2012, encontrando-se 31 genes nesta regido, 5 deles reportados no OMIM Morbid Map
(a verde). A vermelho e a azul encontram-se, respetivamente, delectes (14) ou duplicacdes (17) reportadas em casos na base de dados

online DECIPHER (https://decipher.sanger.ac.uk) (Firth et al., 2009), afetando a regido estudada.
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