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RESUMO

O gene PAX6 € o principal gene para o controle da organizacdo do sistema ocular
durante a embriogénese. Este gene pertence a uma familia de reguladores de transcri¢do
denominada PAX, sendo que seus membros compartilham um dominio funcional de 128
aminodcidos chamado de paired domain. O PAX6 é o mais bem estudado dessa familia. O
gene PAX6 estd localizado na banda 13 do braco curto do cormossomol1l em humanos, e
apresenta 14 exons sendo que os trés primeiros e parte do quarto exon nao sdo traduzidos. A
proteina do PAX6 possui dois dominios funcionais: o paired domain € o homeo domain,
que sdo separados por um segmento de ligacdo denominado LNK e seguidos por uma
regido com importante fung¢do na ativacao transcricional denominada PST. A proteina do
gene PAX6 ¢ um fator de regulacdo transcricional altamente conservado com fungdes
importantes para o desenvolvimento normal dos olhos e do sistema nervoso. Alteracdes no
gene PAX6 em humanos foram associadas ao fen6tipo de aniridia, da sindrome de Morning
Glory (MGS) e também de doencgas associadas ao desenvolvimento ocular. A aniridia é um
defeito congénito raro, a qual provoca uma formacdo incompleta ou a auséncia da fris.
Embora seus efeitos variem entre os individuos, pode causar perda de visdo. A doenca pode
ser de heranca autossdOmica dominante ou de manifestacdo esporddica. MGS € uma
anomalia congénita do nervo 6ptico, comumente unilateral, podendo encontrar-se associada
a estrabismo, ambliopia e nistagmo. Freqlientemente essa sindrome pode encontrar-se
associada a anomalias enddcrinas, renais € do sistema nervoso central. Sendo assim, o
projeto teve por objetivos a andlise molecular do gene PAX6 através de seqiienciamento e
da técnica de MLPA em pacientes com aniridia e pacientes portadores da sindrome de
MGS, a fim de se detectar mutacOes e/ou polimorfismos que pudessem estar ligados ao
quadro clinico dos individuos. A casuistica do projeto foi de trés familias com segregacao
aniridia, um individuo esporadico com aniridia e quatro individuos portadores da sindrome
de Morning Glory. O grupo controle consistiu de 50 individuos triados como ndo tendo
alteracOes oftalmoldgicas. Foi encontrada uma mutagdo p.R240X no gene PAX6, que causa

uma troca de uma arginina por um stop codon, segregando nos individuos afetados da
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Familia 1 e assim explicando o fen6tipo dos individuos. Essa mutagcdo € a mais freqiiente
associada a aniridia, porém € a primeira vez que ela foi descrita na populacdo brasileira.
Também foram encontradas diversas alteracdes descritas e ndo descritas que necessitam de
mais estudos para que possam ser associadas a manifestacdo do fenétipo dos individuos
afetados. Além disso, foi observada pela técnica de MLPA, uma possivel micro-delecao ou
alterac@o nucleotidica no exon 1 do gene RCNI encontrada nos filhos das Familias 1 e 3
podendo estar envolvida na regulacao 5° do gene PAX6. Outra possivel micro-delecao ou
alteracdo nucleotidica foi também observada no exon 9 do gene ELP4, que pode estar
associada a regulagdo 3’ do gene PAX6. Esse estudo demonstrou que para a etiologia de
aniridia e sindrome Morning Glory devem existir outros genes cuja expressao possa estar

alterada durante o desenvolvimento.
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ABSTRACT

PAX6 gene is the major gene in the control of eye organization during development. It
belongs to a family of transcription regulators called PAX, formed by several members
which share a 128 aminoacid functional domain called paired domain. PAX6 is best studied
within this family. In humans, it is located on chromosome 11p13 and is formed by 14
exons; the first three and part of the fourth are not translated. PAX6 protein comprises two
functional domains: the paired domain and the homeo domain which are separated by a
linker called LNK and followed by an important region with trancriptional activity called
PST. The PAX6 protein is a highly conserved transcriptional regulator factor that is
important for normal ocular and neural development. Mutations on human PAX6 gene were
associated to aniridia, Morning Glory Syndrome and other ocular diseases. Aniridia is rare
birth defect which leads to an incomplete formation or the absence of the iris. Although
their effects vary between individual, aniridia can cause loss of vision. The disease may be
autosomal dominant or sporadic event. The Morning Glory Syndrome (MGS) is a
congenital optic disk dysplasia, generally unilateral, which can be associated with
strabismus, amblyopia and nystagmus. This syndrome may be often associated with
endocrine, renal and central nervous system abnormalities. Thus the aim of this
investigation was to evaluate the molecular composition of PAX6 gene using direct
sequencing and MLPA technique in patients with Aniridia and Morning Glory Syndrome,
to detect mutations and/or polymorphisms associated with the patient’s phenotypes. Were
included in the study 1 family with segregation of aniridia, 1 family with Axenfeld-Rieger
Syndrome, 1 sporadic individual with aniridia and 4 individuals carrying MGS. The control
group comprised 50 individuals considered ophthalmologically normal. The nonsense
mutation p.R240X was found in the PAX6 gene, segregating with the affected members in
family 1, what explains their phenotypes. This mutation is one of the most frequent
nonsense mutations associated with the aniridia, however this is the first report on a PAX6
gene mutation familial case of aniridia in Brazil. Several described and non-described

nucleotide variations were found, but additional studies are required to correlate them to the
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phenotype of affected individuals. Furthermore, the MLPA technique showed possible
micro-deletions or mutations in exon 1 of RCNI gene, located 5’ to PAX6. This result was
observed in both male children of families 1 and 3. Other possible micro-deletion or
mutation was observed in exon 9 of ELP4 gene, which can be associated to 3’ regulation of
PAXG6 gene. This study demonstrated that the involvement of other gene whose expressions
may be altered during the development cannot be excluded for the etiology of aniridia and

Morning Glory Syndrome.
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Os genes PAX fazem parte de uma grande familia de reguladores de transcri¢do. As
proteinas codificadas por esses genes caracterizam-se por compartilhar um dominio de 128
aminodcidos de ligacdo ao DNA (paired box) e sdo os principais controladores dos
processos de desenvolvimento, especialmente do desenvolvimento do sistema nervoso
central tanto em vertebrados quanto em invertebrados. Nove membros da familia sdao
conhecidos em camundongos e humanos, dos quais o0 PAX6 ¢ um dos mais estudados
(Wang et al., 2008). Os genes PAX dividem-se em quatro sub-familias de acordo com a
presenca ou auséncia de um octapeptideo e do homeobox e também pelo tipo do homeobox
como mostra a Figura 1.

Uma caracteristica comum entre todas as proteinas Pax é um paired-domain (PD)
N-terminal, que compreende um motivo de ligacdo ao DNA que reconhece uma seqiiéncia
consenso especifica, (G/T)T(T/C)(C/A)(C/T)(G/C)(G/C) (Lang et al., 2007), sendo que o
PAXG6 se liga especificamente ao motivo (TTCACGC).

Gene Cromossomo Dominios
Paired Ocupeptidec Homeo

PAX1 20p [ T Fa ]
PAX9 14g [ T Fa |
PAX2 10q T T F 1 ]
PAXS op C | 1 | S | |
PAXS 2q [ i | S |
PAX3 24 [ . O T 1 E W ]
PAX7 1p (. | | | i | |
PAX4 74
PAXG 11p [ ==

Figura 1: Estrutura modular dos membros da familia PAX. Todos os membros dessa
familia compartilham um dominio de ligagdo ao DNA de 128 aminoacidos
denominado paired-box. Essa familia € dividida em quatro grupos: I (PAX1/9),
IT (PAX?2/5/8), Il (PAX3/7) e IV(PAX4/6). Os trés primeiros grupos possuem
um octapeptideo, e apenas os grupos III e IV possuem um homeodominio. O
grupo II apresenta um homeodominio parcial (retirado de Béland e Bouchard,

2006).
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Todos os genes PAX estdo envolvidos com o desenvolvimento embriondrio € a
maioria para de se expressar ao nascimento. Cada subfamilia forma uma rede complexa de
regulacdo de transcri¢do sendo que o PAX6, além de regular varios genes, também pode se
auto-regular, como mostra o esquema abaixo (Figura 2).

A familia génica Pax codifica um conjunto de fatores de transcricdo que
compartilham um paired-domain, que desempenham papel essencial regulando a
proliferacdo, diferenciacio, apoptose, migracdo celular e manuten¢do de células-tronco. A
expressdo dos genes Pax € fortemente controlada e estd associada com a demarcacio de
fronteiras durante a especificacdo e o desenvolvimento tecidual. Auto-regulacdo e inter-
regulacdo sdo mecanismos freqlientemente empregados para realizar um controle preciso da
expressdo dos dominios Pax em uma variedade de tecidos incluindo o olho, o sistema
nervoso central, os rins, o pancreas, o sistema esquelético, os musculos, os dentes e o timo.

Mutacdes nos genes PAX causam distirbios que envolvem o desenvolvimento
incompleto de tecidos em que um determinado gene PAX é expresso. Além disso, a
superexpressdao de genes PAX foi observada em uma variedade de canceres. Acredita-se
que a func¢do de protecdo celular dos genes PAX possa evitar a morte celular e permitir o

crescimento tumoral.
S-C ry
u—Cry

A \

Pax-1 Pax-9 Pax-2 Pax-5 Pax-8 Pax—4 Pax—

CAML1

Figura 2: Esquema demonstrando as interagdes dos varios membros da familia PAX. Além
de interagir com outros genes o PAX6 pode se auto-regular (retirado de

http://www.gene-regulation.com/images/relation.png).
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O PAX6 tem sido considerado como o principal gene para o controle da organizacao
do sistema ocular. Uma proposta de origem monofilética sugere ser ele o responsavel pelo
desenvolvimento do olho de insetos, ocelos de acidias e também por olhos complexos de
cefalépodes e vertebrados (Halder ef al., 1995; Gehring, 1996) (Figura 3). De acordo com
pesquisas recentes, deficiéncias no gene PAX6 resultam ndo apenas em anormalidades do
olho, mas possivelmente do cérebro e do pancreas (Glaser et al., 1994; Talamillo et al.,

2003; Yasuda et al, 2002; Fischbach et al., 2005).

Olho de Vertebrado Olho de Cefalépodes

retina t

cristalino

iris 1

nervo dtico

célula pigmetar 1

célula fotoreceptora

Olho de Artripodes

Olho de Arca

molusco bivalve)

omatideos -

individuais &

estrutura — omatideos
receptora

da lente

Olho de Pectinideo (vieira) Olho de Cardium (molusco)
cristalino

retina distal cristalino
retina retina
proximal | ! \ E

= — = -1 ; itélio pigmentar
nervo dtico - = 4 P plgm

Figura 3: Propde-se que o olho tenha evoluido em 65 ocasides diferentes, porém evidéncias
genéticas recentes sugerem que 1ssO ocorreu apenas uma vez na histdria
evolutiva. Um olho ancestral (centro da figura) teria dado origem as diversas
formas de olhos atuais (adaptado de:

http://www.newscientist.com/data/images/archive/2494/24941701.jpg).

Logo apds a identificagdo do Pax6 em camundongos, o homodlogo PAX6

humano foi isolado por clonagem posicional como candidato ao gene responsavel por


http://www.newscientist.com/data/images/archive/2494/24941701.jpg
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uma anomalia do olho humano, a aniridia (Ton ez al., 1991). O fenétipo Small eye em
camundongos j4 havia sido considerado como uma condi¢do similar a aniridia humana,
através de dados de mapeamento (Glaser et al., 1990). Tanto a aniridia quanto o Small
eye t€tm em comum a heranga autossOmica dominante e o fendtipo compreendendo
hipoplasia da iris e opacificagdo da cérnea com freqiiente associacdo a catarata. Em
camundongos esses fendtipos sdo acompanhados da redu¢do do tamanho do olho, a

chamada microftalmia (Figura 4).

S

Figura 4: O gene Pax6 controla o desenvolvimento do olho em diversas espécies.

(A) Embrido de camundongo wild-type com o olho normal. (B) Embrido
heterozigoto de um alelo mutante do Pax6 (a condicdo causada é chamada de
Small-eye [Sey] em camundongos) que apresenta o olho com tamanho
reduzido. (C) Um embrido homozigoto para a mutacdao Sey, no qual os olhos,
juntamente com o nariz estdo completamente ausentes. (D) Humanos
heterozigotos para mutagdes no PAX6 podem apresentar uma condicao
chamada aniridia, que tem como uma de suas caracteristicas principais a mal
formacdo ou auséncia da iris (modificado de Halder et al., 2005 e Gehring,
2005).
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Uma vez que o PAX6 foi identificado como gene candidato para a aniridia em
humanos e, por analogia, para Small eye em camundongos, mutacdes de ponto nesse gene
foram identificadas em individuos com este fenétipo. A primeira muta¢do no Pax6 foi
definida em dois alelos Small eye de camundongo (Hill ef al., 1991). Subseqiientemente,
foram identificadas mutagdes em pacientes com aniridia (Jordan et al., 1992; Glaser et al.,
1992). Camundongos homozigotos para Small eye morrem pouco depois do nascimento e
ndo desenvolvem olhos, nem cavidades nasais, além de apresentarem defeitos cerebrais
(Hill et al., 1991). Mutantes homozigotos humanos de mutacdes no gene PAX6 apresentam
um fenétipo parecido em recém-nascidos, com completa auséncia de olhos e das aberturas

nasais (Figura 5) (Hodgson e Saunders, 1980; Glaser ef al., 1994).

Figura 5: A, B, C e D apresentam aniridia com as seguintes associagdes - (A) esclerocornea
e nistagmo, (B) hipoplasia foveal, (C) microcérnea e catarata e (D) lente
ectopica. (E) Apresenta um individuo com auséncia dos olhos e cavidades nasais.

(F) Camundongo sem os olhos.
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O padrao de expressdo deste gene em mamiferos € principalmente estudado em
camundongos. A primeira evidéncia de sua atividade é detectada na neuroectoderme no
oitavo dia do desenvolvimento embriondrio. Com 8,5 dias, a expressdo ja é observada em
uma depress@ao do prosencéfalo, que eventualmente dard ascensdo ao copo Optico.
Subseqiientemente, a expressdo € vista no nariz e olhos em desenvolvimento e em regides
especificas do prosencéfalo, rombencéfalo e tubo neural (Haubst et al., 2004; Grindley et
al., 1995; Walther et al., 1991). No adulto, a expressdo tem sido observada no olho,
cerebelo e pancreas (Ton et al., 1992; Turque et al., 1991; Stoykova e Gruss, 1994).

Genes homologos ao PAX6 humano foram identificados em ratos e outros
vertebrados como peixe-zebra ou paulistinha (Brachydanio rerio), codorna (Coturnix
coturnix), galinha (Gallus gallus), sapo (Xenopus laevis) e, também nos invertebrados:
ourico do mar (Paracentrotus lividus), mosca (Drosophila melanogaster), verme
(Caenorhabditis elegans), verme (Lineus sanguineus), plandria (Dugesia tigrina), lula
(Loligo opalescens) e ascidia (Phallusia mammilata) (Prosser e Heyningen, 1998).

Baseadas nos conhecimentos atuais sobre o gene PAX6, duas hipdteses sao
consideradas para seu possivel papel no desenvolvimento. Uma propOe ser esse o gene
responsavel pela organogénese e pela regulacdao do desenvolvimento do olho, enquanto a
outra, o vé como um gene modulador, expresso na cabeca, freqlientemente auxiliando na
regulacdo do desenvolvimento do olho, possivelmente por ser a cabeca a regido onde os
olhos evoluiram na maioria dos animais (Harris, 1997). Ndo existem evidéncias suficientes
para definir qual hipdtese € correta, entretanto sabe-se que o gene PAX6 tem um papel
fundamental no desenvolvimento dos olhos em diversos organismos.

Localizado no cromossomo 11pl3 em humanos, esse gene € transcrito da fita
antissense cuja fita sense € transcrito os genes ELP4, RCN1 e WT1 que sdo seus vizinhos
mais proximos. O PAX6 apresenta 14 exons numa extensdo gendmica de 23 kb e seu cDNA
¢ de 2,7 kb, determinado por estudo de Northern Blotting (Prosser e Heyningen, 1998)
(Figura 6). Sua transcri¢do pode dar origem a uma gama de nove transcritos diferentes
devido a splicings alternativos, sendo que os trés primeiros exons € uma parte do quarto nao

sdo traduzidos (Figura 7).
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Figura 6: Estrutura do cromossomo 11 humano (A). Em detalhe parte da banda 13 do
cromossomo 11, mostrando os genes PAX6, ELP4, RCNI e WT1.
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Figura 7: llustracdo dos nove transcritos diferentes gene do PAX6 produzidos por splicings

alternativos. Os trés primeiros exons e parte do quarto ndo sdo traduzidos.

A proteina do PAX6 humana tem 422-436 aminoécidos, dependendo da inclusdo ou
nio de um exon alternativo. Possui dois dominios funcionais: o paired domain (PD) que é
composto por 128 aminodcidos (cddon 4-131) e o outro é o homeodomain (HD) de 60
aminodcidos (cédon 210-269). Esses dominios sdo separados por um segmento de ligacao
(LNK) de 78 aminodcidos (c6don 132-209) e seguido por 153 aminodcidos (cédon 270-
422) ricos em prolina, serina e treonina na regido C-terminal (PST) com importante fungao
na ativacao transcricional, uma vez que alteragdes dessa regido podem apresentar tanto uma
atividade negativa, quanto positiva (Figura 8) (Glaser et al., 1994; Glardon et al., 1997,
Prosser e Heyningen, 1998; Tzoulaki et al., 2005).
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Figura 8: Dominios da proteina PAX6. A) PAI (corresponde ao sub-dominio N-terminal do
paired-domain composto por 1 folha e 4 a-hélices), RED (corresponde ao sub-
dominio C-terminal do paired-domain composto por 3 a-hélices) e B) Foto da
estrutura tridimensional da proteina PAX6, mostrando seus dominios de ligagdao

ao DNA (adaptado de Jun et al., 1996).

Proteinas PAX também podem se ligar a outras proteinas através do paired-domain.
Um importante exemplo disso € a interacdao do paired-domain com o dominio HMG das
proteinas SOX (Inoue et al., 2007).

O desenvolvimento do tecido do cristalino € induzido pela estreita aposi¢ao de
rudimentos da retina (copo Optico) e esse processo indutivo corresponde a ativagdo do Sox2
no dominio da superficie da ectoderme ja expressando Pax6 (Kamachi et al., 1998).
Anteriormente a isso o gene lente-especifico d-crystallin € ativado pela ligacdo cooperativa
de PAX6 e SOX2 ao seu elemento acentuador especifico (Kamachi et al., 2001). Essas
linhas de evidéncias indicam a contribui¢do principal das algas co-regulatdrias formadas
pelos genes Pax6 e Sox2 na regulagdo do desenvolvimento do cristalino (Kondoh et al.,
2004) e sugere o envolvimento de algas regulatérias andlogas no desenvolvimento da
retina.

O gene PAX6 comumente produz duas isoformas da proteina por splicing

alternativo do pré-mRNA, denominadas PAX6(-5a) e PAX6(+5a) (Azuma et al., 2005). A
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forma PAX6(+5a) difere da PAX6(-5a) pela insercdo do exon 5a que codifica 14
aminodcidos no paired-domain (Xu et al., 1995; Czerny et al., 1993). As duas isoformas,
PAXG6(-5a) e PAX6(+5a), apresentam propriedades distintas de ligacdo ao DNA (Epstein et
al., 1994a; Yamaguchi et al., 1997) e suas seqiiéncias consenso de ligacdo sdao POCON e

5aCON, respectivamente (Figura 9) (Epstein et al., 1994b; Pinson et al., 2005).
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Figura 9: (A) Estrutura do gene PAX6, delimitando-se os exons e também as regides da

proteina — PB (paired-box), LNK (segmento de ligacdo), HB (homeobox) e PST
(regido rica em prolina, serina e treonina). A linha horizontal fina mostra as
regides ndo traduzidas, mostrando também a possivel insercdo do exon 5a no
paired-domain. (B) Esquema da proteina PAX6 - PST (dominio PST), HD
(homeodominio), PD(C) (paired-dominio subdominio C-terminal), PD(N)

(paired-dominio subdominio N-terminal). (retirado de Tzoulaki et al., 2005).

Estudos in vitro e in vivo da atividade de PAX6(-5a) e PAX6(+5a) evidenciam que
essas isoformas apresentam funcdes distintas em mamiferos e que devem estar em um

equilibrio estequiométrico; quando super-expressas agem sobre diferentes conjuntos de
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genes. Por exemplo, no olho murino, a delec@o constitutiva do exon Sa, portanto a super-
producdo de PAXG6(-5a), leva a hipoplasia da iris, acompanhada de defeitos no
desenvolvimento da cdrnea, cristalino e retina (Pinson et al., 2006; Singh et al., 2002).
Inversamente, a super-expressdo do PAX6(+5a) no cristalino de camundongos leva a
formacdo de catarata e ao aumento do nimero de moléculas de adesdo celular (Pinson et
al., 2006; Duncan et al., 2000). Por outro lado, células cerebrais de mamiferos reduzem sua
proliferacdo em resposta a super-expressdo de ambas as isoformas, entretanto ocorre uma
diminui¢do no processo de neurogénese quando a proteina PAX6(-5a) é super-expressa
(Pinson et al., 2005).

Um estudo da regulacdo transcricional do PAX6 identificou multiplos elementos
regulatérios de acdo cis com funcdes variadas em diferentes linhagens de células de
camundongos (Xu et al., 1997). A andlise da seqiiéncia gendmica de DNA mostrou que o
promotor tem uma TATA like-box a -26 pares de base e duas CCAAT posicionadas a -70 e
-100 pares de base, além de uma regido de 92 pares de base (-62 a +30), necessdria para a
atividade basal do promotor (Xu et al., 1997).

Dois promotores sdo responsdveis pela expressdao majoritdria do PAX6. Eles sao
conhecidos como PO e P1 em codorna e camundongo (Pinson et al., 2006; Anderson et al.,
2002) e seus homoélogos em humanos sdo PA e PB (Pinson et al., 2006; Okladnova et al.,
1998). Uma série de experimentos indicou que, ao serem isolados e clonados em
plasmidios reporteres, esses elementos podem ser limitados pelas proprias proteinas PAX6.
Quando introduzidos em células da neuro-retina de codorna, construgdes expressando
homdlogos de PAX6 aumentaram a atividade de construcdes contendo genes reporteres
dirigidos pelos promotores PO ou P1 (Pinson et al., 2006; Plaza et al., 1993 e Plaza et al.,
1995). Similarmente, proteinas PAX6 humanas afetaram a atividade do promotor PB,
embora a natureza dos efeitos seja varidvel entre as linhagens celulares (Pinson et al., 2006;
Okladnova et al., 1998). Esses estudos sugerem que as proteinas PAX6 podem regular
positivamente o proprio gene.

Elementos de controle upstream e intragénicos tém sido definidos geralmente por
transgenesis, entretanto casos de aniridia onde o gene PAX6 permanece intacto, enquanto

ocorre rearranjo cromossdmico downstream, sugerem que uma regido adicional de controle
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de acdo cis seja requerida para uma correta expressdo génica. Kleinjan e colaboradores
(2001) identificaram que a regido de cerca de 150 kb distal ao promotor P1 de PAX6
contém elementos regulatérios, indicando assim que o dominio funcional do gene ndo
envolve somente a regido transcrita.

O gene PAXG6 usa trés sitios de poliadenilacdo principais no tecido ocular do feto
localizados a 573 pb, 800 pb e 967 pb depois do inicio do exon 13, que podem estar
associados ao ponto de quebra 3’ terminal do transcrito do PAX6 (Lauderdale et al., 2000).

De acordo com um estudo recente, que comparou o genoma de Homo sapiens € Fugu
rubripens, foi identificado um elemento funcional altamente conservado no gene ELP4
(elongation protein 4) que esté localizado downstream ao PAX6 (Woolfe et al., 2005).

Em outra andlise comparativa entre a seqiiéncia gendOmica humana e a do baiacu
(Fugu sp.) foram encontradas similaridades em trés regides do intron 7, localizacdo
importante entre o paired-domain e o homeodomain. A anélise comparativa deste intron
entre 0 gene humano e o murino apresentou quatro elementos conservados (trés dos quais
encontrados na primeira andlise comparativa). Estudos in vifro determinaram que o
elemento conservado 1 (CEl) regula a expressao génica no desenvolvimento ocular tardio,
CE2 regula a expressdo génica no diencéfalo, CE3 regula a expressio génica no
romboencéfalo e o transcrito do CE4 nao apresenta funcdo definida. O estudo de CE4
demonstrou que juntamente com os outros elementos conservados, este pode interferir no
aparecimento de um novo transcrito iniciado em uma metionina no exon 8, anterior ao
homeodomain, formando uma proteina de 221 aminoécidos. Apesar de indefinida a
importancia desse transcrito o estudo em camundongo indicou que o sitio de
reconhecimento para o inicio da transcricdo localiza-se em uma citosina a 839 pb
downstream do inicio do exon 7 (Kleinjan et al., 2004). As fung¢des isoladas e combinadas
do paired domain e do homeodomain ndo estdo claramente determinadas para o gene
PAX6, o que ndo permite determinar a funcdo de proteinas truncadas na regido N-terminal
(Kleinjan et al., 2004).

Mutacgdes em vdrias posi¢oes dentro do PAX6 dao origem a efeitos de dose do gene
que apdoiam a hipétese em que o PAX6 regularia a expressdo génica durante o

desenvolvimento por meio de gradientes de concentracdo com outros fatores de transcri¢ao.
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Em uma familia, a interrupcdo da proteina PAX6 no dominio PST causada por uma
mutacio de ponto no exon 12 levou a manifestacdo de catarata e a diminui¢ao da acuidade
visual no pai; a interrup¢ao do paired-domain causada por uma mutacao de ponto no exon 6
levou a auséncia da fris, catarata, diminui¢do severa na acuidade visual e outras mal
formacdes oculares na mae; e uma filha heterozigota composta, com a cdpia mutada do
PAX6 de cada um dos pais morreu 8 dias apds o nascimento com graves defeitos no sistema
nervoso central, defeitos craniofaciais e auséncia dos olhos (Glaser et al., 1994).

A andlise molecular do gene PAX6 tem demonstrado que 89,9% das mutagdes estdo
associadas a pacientes com aniridia e, 10,1% das mutacdes estdo associadas a pacientes
com outros fendtipos, incluindo hipoplasia foveal, microftalmia e defeitos no nervo 6tico
(Tzoulaki et al., 2005).

A aniridia pode ser causada por seis diferentes categorias de mutacdes no gene
PAX®6, incluindo mutagdes nonsense, splicing, insercdes e delecdes com mudanca no
quadro de leitura, inser¢des e delecdoes sem mudanca no quadro de leitura, mutagdes
missense e mutacoes run-on (Tzoulaki et al., 2005). Normalmente o quadro mais grave esta
associado as mutagdes nonsense, splicing, frameshift, sendo a grande maioria das mutacoes
missense responsdvel por quadros menos graves ou por quadros diferentes de aniridia

(Figura 10).
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Figura 10: Distribuicdo de diferentes tipos de mutagdes encontradas no banco de dados
(PAX6 Allelic Variant Database). (A) Todas as mutagdes associadas a doengas
do banco de dados. (B) MutagOes associadas a aniridia. (C) Mutagdes

associadas a outros fenétipos (retirado de Tzoulaki et al., 2005).
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Amplos rearranjos cromossomicos também podem ser atribuidos como causa do
fenétipo (Prosser e Heyningen, 1998). No entanto, uma propor¢do significante deste tipo de
anormalidades consiste de delecdes submicroscOpicas, que podem ser observadas em
alguns casos usando a técnica de FISH (fluorescence in situ hybridization) (Crolla e
Heyningen, 2002).

Além de mutagdes localizadas dentro do PAX6 e dele¢des incluindo o gene ou parte
dele, casos esporddicos de aniridia tém sido associados a dele¢des que ndo envolvem a
estrutura do gene, mas estdo associadas a remo¢do de elementos com fungdes
transcricionais (Lauderdale ef al., 2000). Tais dele¢des foram encontradas na regido 3’ do
gene PAX6, que foram consideradas importantes para sua expressdo por conter,
provavelmente, seqii€éncias reguladoras de transcri¢do e/ou organizadoras de cromatina
(Lauderdale et al., 2000). Mais tarde, D’Elia e colaboradores (2007) descreveram um caso
familial de aniridia com delecdo submicroscopica envolvendo a remog¢do do gene ELP4,
associando assim a haploinsuficiéncia deste ao fenétipo de aniridia.

Por outro lado, delecdes submicroscopicas na regido 5’ do gene PAX6 envolvendo o
gene RCNI tém sido relacionadas com o fendtipo de microftalmia em camundongos
(Favor, 2009). O gene RCNI codifica uma proteina de ligacdo ao CA(+2) (Hilioti e
Cunninghan, 2003), localizada no reticulo endoplasmdtico e participa da via secretdria
sendo expresso no olho.

Em humanos, um ponto de quebra no cromossomo 11 foi detectado em paciente
com a sindrome WAGR (Wilms' Tumor — Aniridia - Genitourinary Anomalies - Mental
Retardation Syndrome) e a sindrome de Potocki-Shaffer entre os genes PAX6 e RCNI,
sendo que o PAX6 permaneceu intacto (Almind e al. 2009). Sugere-se que a delegdo do
gene RCNI estd associada a regulagdo 5° do gene PAX6, podendo contribuir para os
fendtipos oculares desse individuo que incluem catarata e ptose palpebral (Almind et al.,
2009).

Como j4 citado anteriormente, a aniridia € um defeito congénito bastante raro, com

freqiiéncia populacional de cerca de 1 em 64.000 a 1 em 96.000 (Yuan et al., 2007). Na
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maioria dos casos provoca uma formag¢do incompleta ou mesmo a auséncia da iris e, quase
sempre, € uma condi¢do bilateral (Figura 5) (Prosser e Heyningen, 1998; Zhu et al., 2006).

Os sintomas principais sao a fotofobia e a diminuicdo da acuidade visual para
valores entre 10-20%, que se agrava no caso de estar associada a outras lesdes oculares.
Embora seus efeitos fenotipicos variem entre os individuos, a aniridia pode causar perda de
visdo, usualmente bilateral. Pode também encontrar-se associada a nistagmo, catarata,
degeneracdo da cérnea, estrabismo, ambliopia, luxacdo do cristalino e hipoplasia do nervo
optico. Muito ocasionalmente, o glaucoma pode estar presente ao nascimento, porém se
desenvolve em maior freqiiéncia da pré-adolescéncia em diante e, se ndo tratado, pode levar
a perda da visdo residual e até a necessidade de remog¢do dos olhos (Hanson et al., 1994a).
No primeiro congresso internacional em aniridia realizado em Madrid, Espanha, no ano de
2002, um estudo da associacdo Espanhola (www.aniridia.com) demonstrou que 60% dos
casos deste defeito congénito estdo associados a catarata, 30% ao glaucoma, 20% as
alteracdes da cérnea, 15% ao estrabismo, 2% ao tumor de Wilms e 5% a outros problemas.

A aniridia pode ser herdada na forma autossOmica dominante ou surgir de forma
esporddica. Aproximadamente dois tercos dos casos reportados sdo de familiares com alto
grau de penetrancia, mas com expressividade varidvel (Prosser e Heyningen, 1998). O terco
restante corresponde aos casos esporddicos, sem histérico familiar prévio, porém alguns
desses individuos podem manifestar a heranca dominante em geracdes subseqiientes
(Prosser e Heyningen, 1998). A aniridia tem sido descrita como uma condi¢cdo semi-
dominante, em que o mutante heterozigoto € afetado menos gravemente do que o
homozigoto (Prosser e Heyningen, 1998).

Primeiramente, Ferrell e colaboradores (1980) haviam definido que a aniridia tipo |
(AN1) era resultante de alteracdes no braco curto do cromossomo 2. Entretanto, em um
estudo posterior o mesmo grupo de pesquisa verificou por andlise de ligacdo que o fendtipo
de aniridia estd associado a alteragcdes no cromossomo 11pl3 (Lyons et al, 1992).

Realmente havia sido registrado em 1991 que a doenca fora associada a alteragdes no gene

PAXG6 que esta localizado neste segmento cromossomico (Ton et al., 1991).
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Outras sindromes genéticas t€m a aniridia ou a mal formagdo da iris como sintoma
associado: a sindrome WAGR (Wilms' Tumor — Aniridia - Genitourinary Anomalies -
Mental Retardation Syndrome), a sindrome de Gillespie e a sindrome de Axenfeld-Rieger.

A associagdo entre tumor de Wilms, aniridia, anormalidades urogenitais e retardo
mental foi descrita pela primeira vez em 1964 por Miller e colaboradores (Miller et al.,
1964). A sindrome WAGR é uma condi¢cdo genética muito rara, onde os principais
sintomas sdo resultado da dele¢ao da banda 13 do brago curto do cromossomo 11 (11p13)
(Riccardi et al., 1978; Francke et al., 1979). Essa delecdo normalmente abrange diversos
genes contiguos, incluindo o gene PAX6 (responsdvel pelo desenvolvimento ocular) e o
gene WT'1 (gene do tumor de Wilms), resultando tanto em aniridia quanto em aumento do
risco para o tumor de Wilms (Almind et al., 2009). As anormalidades no gene WT/
também podem ser responsdveis pelas anormalidades genitais e nefropatites
freqiientemente vistas nessa condi¢do (Fantes et al., 1992; Hanson et al., 1994a; Tzoulaki et
al., 2005).

A sindrome de Gillespie é uma doencga genética extremamente rara que afeta o
cérebro e os olhos em individuos de ambos os sexos. As principais caracteristicas da
sindrome sdo a aniridia parcial bilateral, hipoplasia foveal, nistagmo e hipoplasia cerebelar.
Foi identificada pela primeira vez em 1965 e desde entdo apenas 21 casos foram
reportados, sendo nove casos esporddicos e 12 casos familiares divididos em cinco familias.
Pacientes com a sindrome de Gillespie apresentam aniridia parcial bilateral, entretanto ndo
foram encontradas mutacdes no gene PAX6, o que sugere uma condi¢do clinica similar,
mas com origem diferente (Dollfus et al., 1998). Como as bases genéticas para essa
sindrome permanecem indeterminadas e os casos familiares demonstram-se heterogéneos,
as duas formas de heranca autossdmica sdo consideradas para essa sindrome, a heranca
autossOmica recessiva e a dominante.

Outra anomalia que pode ser associada a dele¢des no gene PAX6 é a sindrome de
Axenfeld-Rieger que € uma condi¢do multi-sist€émica rara transmitida sob padrio de
heranca autossOmico dominante, com penetrancia completa, mas expressividade varidvel

(Hjalt et al., 2005).
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Os defeitos oculares classicos da sindrome de Axenfeld-Rieger incluem a hipoplasia
da fris, além de outras caracteristicas menos freqiientes como a catarata, descolamento da
retina e microcérnea (Figura 11) (Spallone, 1989; Kaminska et al., 2007). Ha também casos
de individuos portadores da sindrome de Axenfeld-Rieger descritos na literatura, onde além
de outras anomalias oculares os pacientes apresentavam aniridia associada aos demais
sintomas (Gould e John, 2002; Dandan et al., 2008).

Dentre as anomalias sistémicas associadas a sindrome estd a mal formagao facial,

anormalidades dentais e pele periumbilical sobressalente. Aproximadamente metade dos

individuos afetados pela sindrome de Axenfeld-Rieger também desenvolvem glaucoma
(Shields, 1983; Alward, 2000).

Figura 11: Caracteristicas oculares e sistémicas de um individuo com sindrome de
Axenfeld-Rieger. (A) Fotografia de 1ampada de fenda mostra hipoplasia da fris
e corectopia associada com aniridia parcial no olho direito. (B) Atrofia da fris
associada com catarata congénita no olho esquerdo. (C) Anomalia sist€mica:
pele periumbilical sobressalente. (D) Anormalidades dentdrias e ldbio inferior

protundente. (E) Telecanto (retirado de Dandan et al., 2008).
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A incidéncia da sindrome de Axenfeld-Rieger é estimada em 1: 200.000
(Alkemade, 1969). Mutacdes associadas com a expressdo do fenétipo da sindrome de
Axenfeld-Rieger foram encontradas predominantemente nos genes PITX2 (paired-like
homeodomain transcription factor 2; 4q25) e FOXCI (forkhead box C1; 6p25) (Semina et
al., 1996; Lines et al., 2004; Perveen et al., 2000; Komatireddy et al., 2003; Honkanen et
al., 2003). Porém a delecdo do gene PAX6 foi descrita por Riise e colaboradores (2001).
Além destes, o gene MAF (v-MAF avian musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene
homolog; 16g24) e um gene ainda ndo identificado no cromossomo 13 (13q14) t€m sido
implicados como responséveis pela sindrome (Lines et al., 2002; Jamieson et al., 2002).

Uma interagcdo importante que ndo pode deixar de ser citada é a repressao reciproca
da transcricao dos genes PAX2 e PAX6 (Azuma et al., 2003). Essa repressdo foi observada
quando uma quantidade crescente das construgdes repérteres de PAX2 e PAX6 foram
transfectadas em células P19 de carcinoma embriondrio de camundongo. A expressdao da
construcdo repdrter de um dos genes diminuia conforme a dose transfectada do outro fosse
aumentada, sugerindo a repressdo reciproca da expressdo génica (Schwarz et al., 2000;
Azuma et al., 2003). MutacOes no gene PAX2 foram previamente descritas em pacientes
com hipoplasia do nervo 6tico e coloboma, o que sugere que a falha da regulacio PAX6-
PAX?2 pode afetar a manifestac@o fenotipica dessas anomalias. Vdérias etapas sdo requeridas
para a formacdo do nervo 6tico, assim os genes PAX2 e PAX6 podem cooperar na formagao
deste e, ocasionalmente compartilhar as funcdes, como por exemplo, a abertura e
fechamento da fissura embriondria, sugerindo assim que mutagdes em cada um dos genes
podem causar mudangas fenotipicas similares (Azuma et al., 2003).

Exemplificando essa interagdo PAX6-PAX2, estd descrita na literatura a sindrome
Morning Glory (MGS), nome dado em analogia a flor de mesmo nome, a qual se trata de
uma displasia Optica congénita que € caracterizada por um aumento da papila Optica, disco
optico em forma de funil e uma pigmentacado elevada do anel do tecido peripapilar, descrita

pela primeira vez em 1970 (Figura 12) (Kindler, 1970).
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Figura 12: (A) Flor Morning Glory. (B) Olho apresentando o fenétipo de Morning Glory.

Freqiientemente afeta individuos do sexo feminino, sendo comumente unilateral. O
diagnédstico pode se estabelecer pela apresentagdo de estrabismo, ambliopia, nistagmo ou
leucocoria. Estd freqiientemente associada a anomalias graves do sistema nervoso central e
também a anomalias enddcrinas, renais e respiratorias, como coloboma, defeitos cardiacos,
crescimento retardado e anomalias auditivas. Em alguns casos pode-se, também, observar
hipertelorismo ou fenda de palato. H4 o aumento do risco de descolamento de retina. A
sindrome Morning Glory pode, ainda, estar associada com encefalocele basal e
hipopituitarismo. A encefalocele basal € uma mal formacdo oculta e esporddica, descrita em
67,7% dos casos de Morning Glory, geralmente associada com defeitos da linha média, tal
como fenda palatal e agenesia do corpo caloso, anomalias do disco Optico e cerebrais e
distdrbios hormonais (Minotto et al., 2007). Mutagdes no gene PAX6 foram identificadas
em familias com sindrome de Morning Glory. Uma substituicdo C/T foi identificada no
gene de um paciente com MGS, resultando na alteragdo P68S (Azuma et al., 2003). Um
estudo verificou que o gene PAX6 com a alteracdo P68S em homozigose, ndo reprimiu o
promotor do PAX2, ao contrdrio do PAX6 normal (wild-type). Falhas na repressao PAX6-
PAX2 podem sugerir a manifestacdo dessa anomalia (Azuma et al., 2003), uma vez que
PAX2 controla o padrdo de expressdo de genes incluindo outros membros da familia PAX
(Benetti et al., 2007).

Mutacgdes no gene PAX6 t€m sido descritas em um nimero crescente de pacientes

com fenétipos variados de aniridia e em um caso de Anomalia de Peters. Sdo 408 registros
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de alteracdes do gene PAX6 humano que foram coletadas e colocadas em um banco de
dados interativo (http://pax6.hgu.mrc.ac.uk/), para andlise das mutagdes (Brown et al.,1998;
Tzoulaki et al., 2005). A maioria dessas mutagdes resulta em término prematuro da
traducdo em um dos alelos, sugerindo que a haploinsuficiéncia do gene pode causar o
fenétipo de aniridia (Fisher e Scambler, 1994; Martha et al., 1994). Desses 408 registros,
307 se referem a mutacdes Unicas, dentre essas 267 sdo mutacdes na regidao codificante do
gene, estando associadas a malformacdes congénitas do olho e divididas em seis categorias:
mutacdes nonsense, mutagdes de splicing, dele¢des ou inser¢des de mudanca de frame,
delecdes e insercdes em frame, mutacdes missense e mutagdes run-on (Tzoulaki et al.,
2005), sendo 45,0% destas mutagdes no paired domain, 11,7% no homeodomain, 13,0% na
regido LNK e 17,3% na PST (http://pax6.hgu.mrc.ac.uk).

Diversos métodos tém sido empregados para detec¢do de mutacdes no gene PAX6:
SSCP (single-strand confor mation polymorphism), anélise de heteroduplex (Jordan et al.,
1992), clivagem quimica, mismatch, PTT (teste de proteina truncada) (Axton et al., 1997) e
RT-PCR (reverse transcription polymerase chain reaction) (Hanson et al., 1994b).

A técnica denominada Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification
(Amplificagdo de Multiplas Sondas Dependente de Liga¢do) ¢ um método sensivel,
econdmico, rapido e simples, que visa a quantificacio relativa, quanto ao nimero de copias,
de mais de 50 sequéncias de dcidos nucléicos em um dnico experimento, sendo capaz de
detectar delecdes e duplicacdes de diversos genes, além de mutacdes de ponto conhecidas
(Schouten et al., 2002; Sgrensen et al., 2008).

Em pacientes com aniridia, a técnica de MLPA tem sido empregada para aumentar
o poder de diagndstico para esses individuos, uma vez que nem todos os casos de aniridia
podem ser explicados por mutagdes no gene PAX6, permitindo a busca por micro € macro
delecdes no gene e na regido cromossdmica onde se localiza (Redeker et al. 2008).

Apesar de ndo ser possivel a cura de pacientes com doencas ligadas aos defeitos do
gene PAX6, o estudo molecular do gene PAX6 nesses pacientes torna-se fundamental para o
aconselhamento genético das familias. Considerando que a andlise desses pacientes no
Brasil esta concentrada em estudos clinicos, o estudo do gene complementard e consolidara

o diagndstico. Como o gene pode apresentar varios transcritos, a identificacdo de variantes
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nucleotidicas em pacientes com aniridia pode indicar possiveis alteracdes na producio de
alguns desses transcritos e auxiliar na elucidacdo da importancia desses transcritos para o
fendtipo. Além disso, vdrias alteragcdes vém sendo descritas como polimorfismos,
entretanto a maioria ndo apresenta valida¢do nem estudo de freqiiéncia em populacdes. Por
conseguinte a andlise de freqii€éncia torna-se fundamental para se determinar se a alteragdao

realmente pode ser considerada um polimorfismo sem implica¢gdes no fendtipo.
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O objetivo central do projeto € identificar mutagcdes e/ou polimorfismos no gene
PAX6 de familias com individuos portadores de aniridia, pacientes portadores da Sindrome
de Morning Glory e em um grupo controle considerado oftalmologicamente normal
visando a estimativa da freqiiéncia das variagdes nucleotidicas na populagdo e/ou a

deteccao de desvio de ligacdo de alguma variagcdo especifica com os quadros clinicos.

Objetivos especificos:

Analisar a sequéncia do gene PAX6 através de:

e Desenho de primers especificos para todos os transcritos do gene PAX6;

e Amplificacio por PCR (polymerase chain reaction) e sequenciamento dos exons
codificantes e nao codificantes;

e Andlise da variacdo do nimero de cOpias génicas dos pacientes utilizando a técnica de
MLPA;

e Estimativa da freqiiéncia de alteracdes nucleotidicas (SNPs, Single Nucleiotide
Polymorphisms) previamente descritas e/ou novos polimorfismos nos alelos dos
pacientes e dos grupos de controles;

e Estimativa de ligacdo destas alteracdes com alelos afetados.
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II1- CASUISTICA
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Foram incluidas inicialmente duas familias (Familia 1: pai-AN1P, mae-AN1M, filha
ANI1- ANIXI1, filha 2- AN1X2 e filho- AN1Y. Familia 2: pai-AN2P, mae-AN2M e filha-
AN2X) com suspeita de aniridia, porém o diagndstico clinico posterior da familia 2 revelou
se tratar de casos da Sindrome de Axenfel-Rieger associada a distrofia endotelial de Fuchs;
e 4 pacientes com a Sindrome de Morning-Glory (MG 1, 2, 3 e 4). Posteriormente, foram
incluidos uma familia (Familia 3: pai-AN3P, mae-AN3M e filho-AN3Y) e um paciente
esporddico com aniridia (AN4). O grupo controle consistiu de 50 individuos considerados
normais oftalmologicamente, totalizando 100 alelos.

A Familia 1, proveniente do Departamento de Oftalmologia da Universidade Federal
de Uberalandia (UFU — Brasil), foi encaminhada para a anélise molecular do gene PAX6
por apresentar diagndstico de aniridia em duas geragdes (Mae e filhos). Os dados clinicos
desta familia estdo apresentados no quadro 1.

A familia 2, proveniente da Departamento de Oftamolologia da Faculdade de
Ciéncias Médicas da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ — Brasil), foi
encaminhada para investigacdo do gene PAX6, porém o diagndstico clinico confirmado
posteriormente nos individuos afetados (mae e filha) foi da Sindrome de Axenfeld-Rieger
associada a distrofia corneana endotelial (distrofia endotelial de Fuchs). Os demais dados

clinicos sao apresentados no quadro 2.

Familia 1 Familia 2 Familia 3

e O O

‘OI 3@@& ()

Figura 13. Heredograma das familias da casuistica. Os individuos enquadrados em

vermelho ndo foram analisados durante a execugdo do projeto.
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Pressio
Data de
. AV Befracio Biomicroscopia Fundoscopia intraccular
nascimento
(mmHg)
R OD: compromatido
OD:+11,50 L
OD:mm Demm OD = OF: aniridia, pela opacificagio OD: 18
MEe 09/20/1968 afacia, opacificagio | T
OE.+12,00 | -ormesns
OE:1m OE: escavagio 03 DE: 16
D-20/200
OD:+3,00D
OD:1m | 20400 | OD=OE:amiridia, | 0D2OE:
Filha 1 | 04/17/1987 catarata cortical OD=0E:13
OE:+.00D i ascavagdo 0.3
OE:-21m . postarior
-20/200
oD:
0D = OE: aniridia,
0OD:pl impossival — ] OD: NE
nistasmo
pl
Filha 2 | 06/25/1983 OD=0E: 12
OE: H),50=
QE: )
201200 -2.50 85" - OD: catarata OE: escavagio 03
- 20/80p
OD:3m | OD:+2,50D | ODzOE: aniridiz. | oD 20E:
Filho 04/13/1988 subluxagiodo OD=0E: 12
OE:3m | OE:42,50D | cristalino, nistazme | #5cavagio 04

Quadro 1. Dados clinicos dos membros afetados por aniridia da Familia 1. AV: acuidade
visual; m: metros mm: movimento de mao; pl: percep¢ao de luz; D: diotropia;

NR: ndo realizado; OD: olho direito; OE: olho esquerdo.
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Idade Pressao
AV Biomicroscopia Gonioscopia intraocular Fundoscopia
(anos)
(mmHg)
OD e OE:
OD: embriotoxo
20/25 posterior, guttata oD: 12 Sem sinais de
Mae 56 OE: com edema Impossivel danos do
’ corneano e dobras OE: 14 nervo 6ptico
20/50 na membrana
Descemet
Vertente
ODe toeg eo?a]i:“ nasal e Iridocorneal e oD: 15 Sem sinais de
Filha 27 OE: embriio t0XO linha de danos do
20/20 . Schawalbe OE: 16 nervo optico
posterior .
proeminente

Quadro 2. Dados clinicos dos membros afetados pela Sindrome de Axenfeld-Rieger da
Familia 2. AV: acuidade visual; OD: olho direito; OE: olho esquerdo. Nao foi

possivel a leitura da gonioscopia devido ao edema corneano.

A Familia 3, proveniente do Depto. Oftalmologia da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP — Brasil) foi encaminhada para a andlise molecular do gene PAX6
por apresentar individuos com fendtipo de aniridia. O pai e mae dessa familia sdo
oftalmologicamente normais, sem alteragdes na cornea, iris, fundo de olho e sem catarata.
No filho da Familia 3, por sua vez, foi constatada a aniridia parcial bilateral sendo que ao
nascimento apresentava-se buftalmo (tamanho do olho aumentado) e com didmetros da
cornea de 13 e 13,5 mm no olho direito e no esquerdo, respectivamente, apresentando
opacidades estromais bilateralmente. A pressao intraocular era de 26 mmHg no olho direito
e 28 mmHg no olho esquerdo. Aos oito anos de idade realizou uma trabeculectomia
bilateral controlando a pressdo intraocular que passou a ser de 12 mmHg em ambos os
olhos. Porém, as outras caracteristicas se mantiveram.

O individuo esporadico com Aniridia, proveniente da Universidade Federal de Sao
Paulo (UNIFESP/EPM — Brasil), foi encaminhado para andlise molecular apds apresentar
um histérico de aniridia bilateral e catarata congénita aos sete meses e 25 dias de idade.

Dos pacientes com a sindrome Morning Glory, dois sdo provenientes da Universidade
Federal de Sao Paulo (UNIFESP/EPM — Brasil) (MGl e MG3) e um proveniente da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP — Brasil) (MG2), foram encaminhados a
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clinica de endocrinologia pedidtrica devido a baixa estatura. Os exames oftalmolégicos e
retinografia mostraram anormalidades tipicas de MGS, compreendendo um disco 6ptico
com uma coandide aumentada e aspecto de taga, com uma pigmentaciao rosa € uma massa
central branca, o que esconde o caminho dos vasos ao interior do disco.

Todos os pacientes nasceram a termo apds o periodo de gestacdo. Os pacientes MG1
e MG3 tinham histérico médico sem registros de eventos anteriores, mas o paciente MG2
apresentou falha de crescimento e retardo no desenvolvimento psicomotor, comecando no
primeiro ano de vida. O paciente MG2 ainda mostrou uma disfuncdo ocular progressiva e
perdeu a visdo no olho direito. Nenhum dos familiares apresentou histérico de distdrbios
hormonais ou anomalias congénitas. Os demais dados clinicos estdo apresentados no
quadro 3.

O paciente MG4 proveniente da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP —
Brasil) foi encaminhado pela primeira vez aos 32 anos com hipogonadismo
hipogonadotréfico e hipotireoidismo central. Este paciente apresentou glaucoma aos trés

anos de idade e nefrite aos nove anos. A hipétese diagnodstica foi de Sindrome de Morning-

Glory.
MG1 MG2 MG3
Idade (anos) 8 8 12,2
Acuidade Visual 20/400 15/400 20/400
Estrabismo + + -
Hipertelorismo

ocular

Microftalmia

+

Quadro 3: Dados clinicos dos pacientes com a sindrome Morning Glory.
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IV- METODOS
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4.1- Obtencao das amostras de DNA
Foram utilizadas amostras de DNA gendmico extraidas a partir de sangue total
periférico dos pacientes e de seus familiares. Foram colhidos de 10 a 20 mL de sangue

periférico em tubos conicos, contendo 10% do anti-coagulante etilenediaminotetracetato

dissodico 2H20 (EDTA) 0,5 M pH 8,0.

4.2- Extracao de DNA genomico a partir de sangue total periférico

Para a extracio de DNA foi empregado o método de lise com Proteinase K
(Boehringer Mannhein, Germany) padronizada no laboratério de Genética Molecular
Humana - CBMEG:
- Para lise das hemécias foi adicionada solu¢do A ao sangue coletado até completar o
volume de 50 mL (adiciona-se de 30 a 40 mL da solugdo A), permanecendo o
homogeneizado em gelo por 30 minutos;
- Centrifugou-se a 2.000 rpm por 15 minutos a 4°C;
- O sobrenadante foi descartado e o precipitado (pellet) ressuspendido em 35 mL de solucao
A. Esta operacgdo foi repetida até o pellet ficar livre de hemécias lisadas;
- O pellet entdo foi ressuspendido em solucdo B diluida 1x;
- Acrescentou-se 250 pL de solugao C recém-preparada, contendo proteinase K;
- O pellet com as solugdes foi incubado a 37°C por aproximadamente
18 horas;
- Para extracdo de DNA dos leucdcitos foram adicionados 1,25 mL de TE 1x (Tris-HCI1 10
mM pH 8,0; EDTA 1 mM pH 8,0) e igual volume de fenol saturado com Tris-HCl 10 mM
pH 8,0;
- Homogeneizou-se a mistura por inversao lenta do tubo durante 5 minutos;
- Para separacdo e recuperagdo da fase aquosa (superior) o tubo foi centrifugado a 2.500
rpm por 15 minutos a temperatura ambiente;
- Acrescentou-se a fase aquosa igual volume de fenol saturado com Tris-HCl 10 mM
pH 8,0, apds leve agitacdo por 5 minutos, foi novamente centrifugado;
- O procedimento foi repetido com solucdo fenol:cloroférmio:élcool isoamilico (25:24:1,

v:v:v) e por dltimo com cloroférmio:dlcool isoamilico (24:1, v:v).
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- Para precipitacdo do DNA, acrescentou-se 0,1 volume de acetato de sédio 3 M pH 5,5 e
2,5 volumes de etanol absoluto gelado.
- O DNA precipitado foi entdo recuperado com auxilio de uma haste plastica esterilizada e
lavado com etanol 70%, para retirada do excesso de sal, antes de ser ressuspendido em
TE 1x (200 a 500 pL).

A concentragdo de DNA foi obtida através de leitura de absorbancia dptica a 260
nm em espectrofotometro e a integridade do DNA foi verificada por eletroforese em gel de

agarose 0,8% em TBE (Tris, dcido bérico e EDTA 0,2 M pH 8,0).

Solucao A Solucao B Solucao C
MgCl, — 5 mM Na,EDTA - 20 mM Solu¢do B — 0,5x
Sacarose — 0,32 M NaCl - 20 mM SDS - 5%

Tris-HCl1 pH 8,0 — 10 mM Tris-HCI pH 8,0 — 20 mM Proteinase K — 1 mg/ml

Triton X100 — 1%

Quadro 4. Composicdo das solugdes utilizadas durante a extracdo de DNA gendmico a

partir de sangue total (item dos Métodos).

4.3- Quantificacao do DNA genomico extraido

A quantificagdo do DNA extraido foi obtida por leitura de absorbancia Optica a
260 mm em espectrofotdmetro DU-65 Spectrophotometer (Beckman, Estados Unidos).
Agua destilada foi utilizada como amostra referéncia (branco) para calibrar o aparelho, 10
pL da amostra de DNA foi diluida em 490 pL de 4gua destilada (fator de diluigdo = 50),
para anélise.

A concentracdo das amostras foi obtida por:

[DNA (ng/ mL)] =50 x Absorbancia 260 x fator de diluicao
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4.4- Verificacao da integridade do DNA genomico extraido

A integridade do DNA gendmico extraido foi verificada por meio da realizagdo de
eletroforese em gel de agarose 0,8% em TBE 1x, preparado segundo protocolo descrito por
Sambrook et al. (1989).

As amostras foram aplicadas no gel juntamente com tampao de corrida (0,25% de
azul de bromofenol; 50% glicose) na razao de 6:1. As condicdes de eletroforese variaram
entre 90 a 110 V. Os marcadores de peso molecular utilizados foram DNA ladder de 1 Kb,
1 Kb plus ou 100 pb (Invitrogen Corporation, Estados Unidos), em concentragdo de
0,15 pg/uL. O gel foi imerso em solucdo diluida de brometo de etidio (0,5 pL/mL de 4gua
destilada) durante 15 minutos, sendo visualizado em transluminador de luz ultravioleta e
fotografado utilizando uma camera digital acoplada a um computador (Kodak
Electrophoresis Documentation and Analysis System-EDAS, Kodak Digital Science,
Estados Unidos).

4.5- Amplificacao de fragmentos de DNA por reacio de polimerase em cadeia - PCR
As reagOes de polimerizacdo em cadeia (PCR) foram realizadas para amplificagdao
de todos os fragmentos do gene para o posterior seqiienciamento. A reagcdo bdsica utilizada

esta detalhada no Quadro 5.
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Reagentes [ ] final Ciclo geral

DNA gendmico 1,0-2,0 pg | 94°C — 5 minutos

Tampao Invitrogen (10x) 1x 30 ciclos de:

MgCL, 50 mM (Invitrogen) 1,5 mM 94°C — 1 minuto

dNTP 2 mM (Invitrogen) 0,1 mM Tmédia do par de primers — 1 minuto
Primer direto 20 pmoles | 72°C - 2 minutos

Primer reverso 20 pmoles | 72°C - 10 minutos

Enzima Tag DNA polymerase

recombinant (5 U/pl, Invitrogen) | 2,0 U

H,O deionizada g.s.p. 50 ul

Quadro 5. Reagentes utilizados para reacdo de PCR com enzima recombinant Tag DNA
polymerase (Invitrogen Corporation, Estados Unidos), e ciclo utilizado para

amplificacdo.

4.6- Amplificacao do gene PAX6

Neste trabalho foram utilizados os primers mostrados no quadro 6 para a
amplificacdo de todos os 14 exons e jungdes exon-intron do gene PAX6. O intron 4 do gene
PAXG6 foi dividido em 5 fragmentos de amplificagdo devido a sua longa extensdo. Os exons
6 e 7 e os exons 11 e 12 foram reunidos, respectivamente, em dois fragmentos de
amplificacdo devido as suas pequenas extensoes.

Os ciclos utilizados para as PCRs dependeram do fragmento a ser amplificado e dos
pares de primers utilizados (tempo de extensdo e a ligacdo dos primers ao fragmento

variaram com base na temperatura média de melting cada par de primers).
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Tm" Tamanho

Primer | Sequéncia do primer (5°—3°) (°C) | Localizacao Fragmento
Inicio promotor

POs' ACTCTAGCCGCCATGACGTC 61,5 | PO

POas' | GCACACTCGGCAAAGACAAG | 60,5 | Fim promotor PO | 451 pb’
Inicio promotor

Pls GCTGTCCTGGAGTTGGCAAG 61,8 | Pl

Plas TCAAACCCACTAATCACTCCG | 59,3 | Fim promotor P1 | 423 pb

Ex1s TCATATTCAAACAAACGGACC | 57,1 | Inicio do exon 1

Exlas | AAGAGTGTGGGTGAGGGAAGT | 59,1 | Final do exon 1 368 pb

Ex2s TTATCTCTCACTCTCCAGCCG 58,7 Inicio do exon 2

Ex2as | GGAGACCTGTCTGAATATTGC | 55,4 | Final do exon 2 306 pb

Ex3s TGTGGGTGTAATGCTGGGACT | 61,6 | Inicio do exon 3

Ex3as | GAATATCCCCAATCTGTTTCCC | 61,5 | Final do exon 3 407 pb

Ex4s TTGGGAGTTCAGGCCTACCT 60,4 | Inicio do exon 4

Exd4as | CCAGTATCGAGAAGAGCCAAG | 58,6 | Final do exon 4 323 pb

Ex5.1s | TCAAACTTGACGTGCAGCTAG |58,3 | Intron4 391 pb

Ex5.1as | ATAGTGTTCCCCATCCCTCCT 60,9 | Intron 4

Ex5.2s | CTAAGGTTGGACCACAGGGAT |59,9 | Intron4 415 pb

Ex5.2as | TCCAGAAATGTTTCCATCACC 58,8 Intron 4

Ex5.3s | ACATACTGGCTGCTCTGGTTG 59,3 | Intron 4 358 pb

Ex5.3as | CTACAGCCATAACCCCAGCAG | 61,6 | Intron4

Ex5.4s | TGGCTGCAGTGTTTATGAAGA | 584 | Intron4 450 pb

Ex5.4as | CACCACCGAGCTGATTCACTC | 61,6 | Intron4

Ex5s TCTTCTTCCTCTTCACTCTGC 55,2 | Inicio do exon 5 391 pb

Ex5as TGAAAGAGATAGGGAAGGATG | 55,5 Final do exon 5

Ex6s ATTTATCTACTTCGTTTTGATGC | 56,0 | Inicio do exon 6

Ex7as | AGAGGGTGGGAGGAGGTAAAG | 61,0 | Final do exon 7 632 pb

Ex8s AGCTGAGATGGGTGACTGTGT | 57,8 | Inicio do exon 8 280 pb
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Ex8as | AAGGGATGCACATATGGAGAG | 58,3 | Final do exon 8

Ex9s GGGAATGTTTTGGTGAGGCT 60,6 | Inicio do exon 9

Ex9as | ACCTCCAACCAATTCCCTTTA 60,1 | Final do exon 9 697 pb

Ex10s | GGAACCAGTTTGATGCACAGT | 58,8 | Inicio do exon 10

Ex10as | GCAGCAGAGCATTTAGCAGAC | 59,7 | Final do exon 10 | 301 pb

Exlls | GTCTGCTAAATGCTCTGCTGC 59,7 | Inicio do exon 11

Ex12as | AGCTCTCAAGGGTGCAGACAC | 60,6 | Finaldoexon12 | 578 pb

Ex13s | TGGCTGTGTGATGTGTTCCTC 59,9 | Inicio do exon 13

Ex13as | AGAAAACTTGCAGTCTCAGGC | 58,2 | Final doexon 13 | 462 pb

Ex14s | CCATGTCTGTTTCTCAAAGGGA | 61,0 | Inicio do exon 14

Ex14as | CCCCAGTGGTACAATACAGGA |59,0 | Finaldoexon 14 | 294 pb

Quadro 6. Seqiiéncia e localizagc@o dos primers utilizados para selecao do gene PAX6. s =
sense ou direto; as = antisense ou reverso. “Tm = temperatura de melting do

primer, >pb = pares de bases.

4.7- Reacao de seqiienciamento

Os produtos das PCRs do gene PAX6, foram purificados utilizando o Kit Wizard SV
Gel and PCR Clean-UP System (Promega Corporation, Estados Unidos). Apds a
purificacdo as amostras foram quantificadas usando o marcador de peso molecular Low
mass DNA ladder (Gibco®Invitrogen Corporation, Estados Unidos) para serem
seqlienciadas.

Os fragmentos do gene PAX6 que foram gerados a partir da amplificagdo por PCR
foram seqiienciados utilizando os primers mostrados no quadro 6.

As reacdes de seqiienciamento foram realizadas utilizando o kit ABI PRISM Big Dye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystem-Applera Corporation, Estados

Unidos), conforme descrito a seguir:
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DNA (produto de PCR purificado).......ccccceeeveuveenuneennne 40 - 80 ng
Tampao Big Dye 5x (fornecido pelo fabricante).................... 2 ul
Big Dye (fornecido pelo fabricante)..........c.ccccevveeveveeenreeennee. 2ul
Primer direto ou reverso (5 mM/pl).....cooiveeciiieiieeeiieeee, Il
HoO ultra-pura.........cocceeeeieeiienieeiiecieeeece e g.s.p. 10 ul

Ciclo geral da reacdo de seqiienciamento:
96 °C — 1 minuto
30ciclos: { 96 °C — 10 segundos

57 °C — 5 segundos

60°C — 4 minutos }

Apoés a reacdo de seqlienciamento as amostras foram precipitadas com 80 pl de
etanol 80% gelado e incubadas a temperatura ambiente por 15 minutos. Foi realizada,
entdo, uma centrifugacdo de 45 minutos a 3.700 rpm, apds a qual o sobrenadante foi
descartado, sendo adicionado 150 pl de etanol 70% gelado. Uma nova centrifugacdo foi
realizada com as amostras, desta vez por 10 minutos a 3.700 rpm. Para finalizar, o
sobrenadante foi descartado e as amostras armazenadas a -20°C. O produto da reacdo de
seqlienciamento purificado foi ressuspendido em 10 pl de Hi-Di Formamide (Applied
Biosystem-Applera Corporation, Estados Unidos), sendo em seguida vigorosamente
agitado e posteriormente desnaturado a 94°C por 5 minutos. As seqiiéncias dos fragmentos
amplificados foram obtidas em um seqiienciador automético ABI PRISM 3700 DNA
Analyzer ou ABI PRISM 310 DNA Analyzer (Applied Biosystem-Applera Corporation,
Estados Unidos).

As seqiiéncias obtidas foram analisadas e comparadas com as seqiiéncias normais
dos genes com 0 auxilio dos programas Chromas Lite®
(http://www.technelysium.com.au/chromas_lite.html, versdo reduzida de livre acesso) para

visualizacdo do eletroferograma e Gene Runner® v3.01 (http://www.generunner.net/,

software livre) ou CLC Viewer 6.1 (CLC bio A/S, software livre) para comparacio das


http://www.generunner.net/
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seqliéncias obtidas com a seqiiéncia padrdo do gene PAX6 (Ensembl, no.

ENSGO00000007372).

4.8- Reacdo de Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification — MLPA

A técnica denominada Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification
(Amplificagdo de Multiplas Sondas Dependente de Liga¢do) € um método sensivel,
econdOmico, rapido e simples, que visa a quantificac¢do relativa, quanto ao nimero de copias,
de mais de 50 seqiiéncias de 4dcidos nucléicos em um utnico experimento, sendo capaz de
detectar delecdes e duplicacdes de diversos genes, além de mutacdes de ponto conhecidas
(Schouten er al., 2002; Sgrensen et al.,2008).

Descrita por Schouten e coloboradores em 2002 e posteriormente comercializada
pela empresa MRC Holland (143), a técnica de MLPA se baseia em um principio simples,
em que a amostra de DNA gendmico € hibridizada a uma mistura de sondas, com
amplificacdo posterior dos produtos de ligagdo por PCR, utilizando um par universal de
primers. Os fragmentos finais sdo separados e lidos em aparelho de eletroforese capilar,
sendo possivel a quantificacdo relativa de copias génicas (Schouten et al., 2002).

O método de MLPA é constituido por quatro fases: Desnaturacdo, Hibridizacgao,
Ligacdo e Amplificacdo. Nas duas primeiras fases, o DNA gendmico é desnaturado a uma
determinada temperatura e hibridizado a uma mistura de sondas (cada uma especifica para
a regido a ser estudada). Cada sonda € formada por dois oligonucleotideos, constituidos da
seguinte maneira:

Oligonucleotideo A: possui um tamanho varidvel de 50-60 pb e contém um marcador
fluorescente (para reconhecimento), seguido de uma sequéncia homodloga ao primer
universal X (correspondendo a regido pela qual esses primers universais serdo anelados,
posteriormente), além da seqiiéncia de hibridizagdo homoéloga ao DNA-alvo.

Oligonucleotideo B: possui um tamanho varidvel entre 60-450 pb e contém uma seqii€ncia
homdloga ao primer universal Y, seguido de uma seqiiéncia-coringa (com extensao
diferente para cada sonda, o que definird o tamanho a partir do qual o fragmento final
podera ser diferenciado dos demais) e uma seqiiéncia de hibridizacio homdloga ao DNA-

alvo.
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N

Esses oligonucleotideos, quando submetidos a temperatura de anelamento,
hibridizam-se a sequéncias complementares ao DNA-alvo e, a seguir, em temperatura
ambiente, sdo unidos por uma enzima ligase dependente de temperatura (Fase de Ligacao),
formando um fragmento dnico.

Dessa forma, como resultados da reacdo de ligacdo sdo obtidos fragmentos tnicos,
com a seguinte disposicdo: fluoréforo — regido de ligacdo ao primer universal — seqiiéncia
complementar ao DNA alvo — seqiiéncia-coringa — regido de ligacdo ao primer universal
(Schouten et al., 2002).

Apo6s a ligacdo, inicia-se a fase de amplificacdo, na qual os fragmentos formados
pelas duas sondas, agora unidas, sdao amplificados por PCR, utilizando-se primers
universais que se anelam as seqiiéncias nao-homologas situadas nas duas extremidades dos
produtos de ligacdo (Schouten et al., 2002).

Em seguida, tais produtos sdo separados em aparelho de eletroforese capilar e
podem ser analisados em relacdo aos controles sem alteracdo, a partir de programa
especifico de genotipagem. Dados de drea ou altura de pico de cada produto de
amplificacdo podem ser utilizados na normalizacdo, e refletem o niimero relativo de copias
de cada seqiiéncia-alvo, permitindo, por exemplo, que o nimero de cOpias localizadas nas
extremidades cromossdmicas que sofreram delecdo ou duplicacdo seja identificado

(Schouten et al., 2002).

4.8.1- Amostra inicial
Inicialmente, para a padronizacdo da técnica de MLPA, foram utilizadas amostras
de DNAs de controles clinicamente sem alteracdes oftalmoldgicas e de controles do

Laboratério de Genética Humana — CBMEG.

4.8.2- Técnica de MLPA
O kit utilizado para a realizacdo deste experimento foi o SALSA MLPA P219-Bl1,
composto por 43 sondas que geraram fragmentos de 130 pb a 463 pb, divididas em sete

sondas de referéncia, 33 sondas para o braco curto do cromossomo 11, dessas, 13
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especificas para o gene PAX6 e, trés sondas para o gene SOX2, localizado no cromossomo

3 (MRC-Holland, Amsterda, Holanda; http://www.mrc-holland.com).

O protocolo utilizado encontra-se em conformidade ao descrito por Schouten et al.,

(2002) com modificagdes minimas.

4.8.3- Desnaturacio do DNA genomico e hibridizacio com sondas SALSA MLPA

O DNA gendmico foi diluido com TE 1X para que atingisse a concentragdo final de
400 ng em 5 pL. Os DNAs diluidos foram aquecidos a 98°C e resfriados a 25°C, em
seguida foi adicionada a mistura de 1,5 pul SALSA Probe-mix e 1,5 pul de MLPA buffer em
cada tubo. Em seguida as amostras foram misturadas cuidadosamente e incubadas a 95°C
por um minuto € 16 horas a 60°C no termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient

(Eppendorf North America Inc) (Figura 13, item A e B).

4.8.4- Reacao de Ligacao

A temperatura do termociclador foi reduzida a 54°C, quando 32 ul de Mix Ligase-
65 foram acrescentados a cada amostra, com posterior ressuspensdo da mistura. Para a
obtencdo do Mix Ligase foram misturados 3 ul de Ligase-65 buffer A, 3 ul Ligase-65 buffer
B, 25 ul de H,O e 1 pl Ligase-65.

Em seguida, as amostras permaneceram incubadas a uma temperatura de 54°C por

15 minutos e a 98°C por 5 minutos.

4.8.5- Reacoes da PCR Multiplex

Foram adicionados 4 uL. 10X SALSA PCR buffer, 26 ul de H,O, 10 pl da reacdo de
ligacdo de MLPA a novos tubos (para cada amostra), que ficaram mantidos em
termociclador a 60°C.

Em seguida, 10 ul de Mix Polymerase foram acrescentados a cada tubo, para assim

iniciar a reacdo de PCR, segundo o protocolo de 30 segundos-95°C; 30 segundos-60°C; 60
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segundos-72°C, por 35 ciclos. Por fim, as amostras foram incubadas a 72°C, durante 20
minutos.

Para o Mix Polymerase foram necessarios 2 pul de SALSA PCR-primers, 2 ul SALSA
Enzyme Dilution buffer, 5,5 nl de H,O e 0,5 ul de SALSA Polymerase.

A T —
N —

Oligonuclectides DNA Gendmico

B - Reagdo Hibridizagdo

L — E
ALVO N ALVO B
ALVOD

C - Reagdo de Ligagdo

L‘— g
ALVOD N ALVO B

ALVO
D - Reagdo PCR
ALVO
— S ALVO B
ALVD

E - Separagdo dos produtos amplificados por Eletroforese

Figura 14: A) Oligonucleotideos sintéticos que compdem o kit P219-B1 e DNA gendmico;
B) Hibridizacao adjacente dos pares de sondas de MLPA nas seqii€ncias alvo;
C) Reacdo de Ligacao onde ocorre a unido das sondas adjacentes com a enzima
ligase; D) Reacdo de PCR Multiplex amplificagdo com primers universais
gerando 33 fragmentos de tamanhos diferentes, somente o primer direto é
marcado com o corante FAM; E) Separacgdo por eletroforese Capilar dos

fragmentos amplificados.
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4.8.6- Separacio dos produtos amplificados por eletroforese capilar

Os produtos de PCR foram identificados por meio do equipamento ABI-Prism 310
Genetic Analyser (Applied, Biosystems), com filtros de fluorescéncia especificos, seguindo
o protocolo desenvolvido por MRC Holland b. v2; 1-6-2007: Salsa 6-FAM PCR primer-
dNTP mix.

Posteriormente a reacdo de PCR foram misturados as amostras 0,75 pl da reacdo de
PCR, 0,75 pL de 4gua, 0,5 pL de 500 ROX, 13,5 pul Formamida Hi-Di, em seguida,
desnaturados a 95°C por 5 minutos e resfriados em gelo. A leitura foi realizada no
equipamento de eletroforese capilar ABI-Prism 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems
— Applera Corporation, Estados Unidos) com as seguintes configuracoes:

e Padrio Interno: conjunto de filtros D - S00ROX* (ABI nr. 401734)
e Comprimento do capilar: 47 cm (ABI nr. 402839);
e Polimero: POP-4

e Tempo de eletroforese: 30 min;

e Voltagem de eletroforese: 15 kV;

e Temperatura de eletroforese: 60°C;

e Volume de preenchimento do capilar: 184 vezes;
e Voltagem de pré-eletroforese: 15 kV;

e Tempo de pré-eletroforese: 180 s;

e Voltagem de injecdo: 3.0 kV;

e Tempo de injecdo: 10-30 s;

e Tempo de espera: 1 s.

Os tamanhos dos fragmentos foram visualizados utilizando-se o software GeneScan

(Applied Biosystems) (Figura 13, item E).

4.8.7- Analise dos dados obtidos por MLPA

Foi utilizado o software Coffalyser MLPA DAT desenvolvido e recomendado pelo

fabricante especialmente para a andlise de vdrias amostras. E um software baseado em
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planilhas do Microsoft Excel que pode ser usado com a versdao 2003 ou superior do
Microsoft Office. Todos os passos para a normalizacdo dos dados estdao incluidos além de
corregdes para efeitos caracteristicos da maioria das misturas de sondas que € o decréscimo
na altura/drea do pico dependente da sonda. Esse software é constantemente aprimorado e
pode ser obtido gratuitamente no sitio WEB da empresa.

Tecnicamente, os dados foram normalizados dividindo-se a drea do pico de cada
sonda pela soma das dreas dos picos de todas as sondas na amostra. Em seguida, esse valor
normalizado foi dividido pela drea do pico da sonda correspondente, obtida a partir do
DNA controle. Quando da presenca de delecdes e duplicagdes em heterozigose, os valores

teoricamente serdo de 0,5 e 1,5, respectivamente, se considerado 1,0 como valor normal.
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Inicialmente os pacientes e familiares, quando presentes, tiveram as seqii€éncias do
DNA gendmico correspondentes aos exons e jungdes exons-introns analisadas por
seqlienciamento, bem como parte das regides 5S’UTR e 3’UTR, utilizando os primers
descritos na Quadro 2. O ndmero 1 da numeracdo gendmica aqui utilizada foi a partir da

posicdo localizada no nucleotidio 16.351 antes do cddon de inicio da traducdo ATG.

5.1- Mutacao p.R240X

O estudo molecular revelou, na familia 1, uma heterozigose para a troca nucleotidica
C>T na posi¢do 2.28892 do gene PAX6 no exon 9 (Figura 14). Essa alteracdo provoca a
troca do aminodcido 240 de uma arginina (CGA) por um stop cédon (TGA) consistindo,
portanto na mutacao nonsense p.R240X.

Essa mutacdo foi encontrada no alelo materno e segrega em heterozigose com o0s

individuos com fenétipo de Aniridia da familia 1 (mae, filha 1, filha 2 e filho).

il Ell] 100 110
T4TCCA G AT &TGCGTT TGO L NG AGC A ALEALGEECTAEGCREGEC CAA

Figura 15: Eletroferograma de parte da seqiiéncia do exon 9 do gene PAX6. E mostrada a
seqliencia obtida da filha 2 da familia 1. A seta denota a heterozigose

2.28892C>T que provoca a mutagdo p.R240X.

Além da mutacdo p.R240X, foram identificadas variagdes nucleotidicas, algumas ndao
descritas e outras que ja constam no banco de SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) do
National Center for Biotechnology Information (NCBI) que € parte do National Institutes

of Health (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=snp).
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5.2- Alteracoes nao descritas na literatura

Na amostra da méae da familia 1 as heterozigoses g.12083A>G e g.18914C>A no exon

2 e no intron 4 (Figuras 15 e 16), respectivamente, foram observadas. Ambas sdo alteragcdes

que ndo constam dos bancos de seqiiéncias de SNPs nem foram descritas como altera¢des

freqiientes

no gene PAX6. A troca 2.12083A>G no exon 2 ndo foi encontrada em nenhum

outro individuo da casuistica. O seqiienciamento do exon 2 de 40 individuos controles, isto

€, 80 alelos, demonstrou o gendtipo A/A em todos, portanto essa variagdo € bastante rara.

Exon 2— mae
Familia 1

2. 12083A>G

Exon 2 — Pai
Familia 1

2. 12083A/A

Figura 16: Eletroferograma de parte da seqiiéncia do exon 2 do gene PAX6. A seta denota a

Intron 4 - Mae
Familia 1

g-18914C>A

Intron 4 - Pai
Familia 1

£.18914C/C

Figura 17:

heterozigose g.12083A>G em heterozigose na mée da familia 1 e no pai desta

familia observa-se a homozigose g.12083A.

/\

Eletroferograma de parte da seqiiéncia do intron 4 do gene PAX6. A seta denota

a heterozigose g.18914C>A na mae da familia 1; no pai desta familia observou-

se a homozigose g.18914C>C.
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Além de encontrada na mae da familia 1, a transversdo g.18914C>A no intron 4 foi
observada em heterozigose também no paciente MG3. Essa troca nucleotidica foi
investigada em 36 individuos controle perfazendo 72 alelos e o gendtipo observado foi
sempre C/C, indicando que essa variacdo, além de nao ter sido encontrada em outros
estudos, ndo € freqiiente no Brasil.

Outra troca nucleotidica encontrada em heterozigose foi a transversao g.19207C>A
no intron 4 do gene PAX6 (Figura 17). Foi observada apenas no paciente MG3. Da mesma
forma que as anteriores, essa alteracdo ndo apresenta registros na literatura e também

nenhum outro gend6tipo de individuos da casuistica demonstrou sua presenga.

A '\/\_ ) ‘

Figura 18: Eletroferograma de parte da seqiiéncia do intron 4 do gene PAX6. E mostrada a

seqiiéncia obtida do paciente 3 portador da Sindrome Morning Glory (MG3). As
setas denotam as heterozigoses g.19206T>G (SNP - rs3026368) e g.19207C>A

(alteracdo nao descrita) respectivamente.

No paciente MG3 foi observada a alteracdo na posi¢do g.20130T>C do intron 4 do
gene PAX6 (IVS4-41T>C) (Figura 18).

DA Ry

Figura 19: Eletroferograma de parte da seqiiéncia do intron 4 do gene PAX6. E mostrada a

seqiiéncia obtida do paciente 3 com a Sindrome Morning Glory (MG3). A seta
denota a alteracdo ndo descrita em heterozigose g.20130T>C (IVS4-41T>C).
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Ainda se tratando de alteragdes ndo descritas, no paciente MG3 foi identificada a
alteracdo IVS11+33T>A (g.29343T>A) em heterozigose (Figura 19). Na tentativa de
estimar a freqiiéncia da alteracdo IVS11+33T>A, foi realizada a triagem no grupo controle,
sendo que o total analisado de individuos desse grupo foi de 41. Porém essa alteracdo ndo

foi encontrada nesses individuos o que sugere ser esta rara na populagdo brasileira.

440 470 480 430

Wi | ) sl

Figura 20: Eletroferograma de parte da seqiiéncia do intron 11 do gene PAX6. E mostrada a
seqiiéncia obtida do individuo MG3. A seta denota a heterozigose g.29343T>A.

(IVS11+433T>A), alteracdo ainda ndo descrita na literatura.

5.3- SNPs descritos na literatura

VariacOes nucleotidicas descritas e depositadas no banco de SNPs foram também aqui
identificadas.
No que se trata de SNPs descritos na literatura foi observada a heterozigose g.5328G>C
(SNP — rs7936522) no promotor PO do gene PAX6 (Figura 20). Essa troca nucleotidica foi

observada no paciente esporddico de Aniridia (AN1).

A

Figura 21: Eletroferograma de parte da seqiiéncia do promotor PO do gene PAX6. A seta
denota a heterozigose g2.5328G>C (SNP —rs694617) no paciente AN4.
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O estudo molecular do paciente MG1 revelou em heterozigose a alteragdo na posi¢ao
2.12143G> A préxima ao sitio doador de splicing no intron 2 (IVS2+9G>A) (Figura 21).

Assim, foi realizada a triagem do grupo controle em busca da freqii€ncia desta troca
nucleotidica, sendo que o total analisado desse grupo foi de 40 individuos. Nessa triagem
foram encontrados 38 individuos homozigotos G/G e 2 individuos heterozigotos G/A.

Sendo que a freqiiéncia alélica encontrada foi de 97,5% de G e 2,5% de A.

Figura 22: Eletroferograma de parte da seqiiéncia do intron 2 do gene PAX6. E mostrada a
seqiiéncia obtida do individuo MGI1. A seta denota a heterozigose g.12143G>A,
IVS249G>A (SNP — rs56139994); o GT sublinhado denota o sitio doador de

splicing do intron 2.

Outras alteracdes em heterozigose foram reveladas pela anélise molecular do gene
PAX6. As transversdes g.18992C>A (SNP - rs694617) (figura 22) g.19206T>G (SNP -
rs3026368), as transicdes g.19403A>G (SNP - rs3026369) e g.19933G>A (SNP -
rs3026371), e a delecdo de uma guanina na posicdo g.119850_19851delG (SNP -
rs5790867), todas localizadas no intron 4 do gene PAXG6.

Os SNPs g.18992C>A e g.119850_19851delG foram identificados em heterozigose
no pai e na filha da familia 2 (Figura 23), no SNP rs5790867 pode-se encontrar 2 ou 3Gs,
sendo que a maioria dos individuos estudados apresentaram homozigose de 3Gs.

Além de identificadas nestes dois individuos, as mesmas duas alteracdes estavam
presentes em outros da casuistica. A heterozigose dos dois SNPs se apresentou nos

pacientes MG1 e MG2 e no paciente isolado portador de Aniridia AN4.
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Intron 4 —Pai

Familia 2

E2.18992C>A

SNP—rs694617

”H/\z\ f\ /\ /\"/\A

Intron 4 - Filha
Familia 2
E.1B992C>A

SNP—rs694617

WM W

Figura 23: Eletroferograma de parte da seqiiéncia do intron 4 do gene PAX6. A seta denota

a heterozigose g2.18992C>A (SNP —rs694617) em heterozigose no pai e na filha

da familia 2.

Ivtron 4 — Pl
Familis 2 I\
paoso_tonstaeit | o )

SHP = HSTRELT

haarrgrs 4 = Fillsa

Familia 2

£-1TR50_1985 bowiG A
1

Mg’ ™ |
SNP- LS TIREGT i f |||. {
i ¥ f
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Figura 24: Eletroferograma de parte da seqiiéncia do intron 4 do gene PAX6. A seta denota

a heterozigose g.19850_19851delG (SNP — rs5790867) em heterozigose no pai

e na filha da familia 2.

Quando o SNP g.18992C>A foi triado em 38 individuos controles,

foram

identificados 28 homozigotos C/C e 10 heterozigotos C/A, estimando-se a freqiiéncia de

87% para o alelo C e 13% para o alelo A.

Ainda no intron 4 do gene PAX6, outras duas alteracdes se revelaram em heterozigose

no paciente MG3, a alteracdo g.19206T>G e a 2.19403A>G (respectivamente, SNP —
rs3026368 e SNP —rs3026369) (Figuras 17 e 24).
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Figura 25: Eletroferograma de parte da seqiiéncia do intron 4 do gene PAX6. A seta denota

a heterozigose g2.19403A>G (SNP — rs3026369) em heterozigose no paciente
MG3.

A insercdo g.20902_20903insA no intron 5 foi identificada na mae da familia 1.
Nesta posicao hd descrito um SNP de troca A>T (SNP - rs11031479) e nos 10 Ts que o
antecedem hd uma variacdo descrita como g.20892_20893insA (SNP - rs35589851). No
caso aqui descrito, no entanto, fica evidente que a variacdo € a inser¢do de um A entre os
nucleotideos g.20902_20903, visto que foi melhor registrada no seqiienciamento com o

primer antisense (figura 25).

Primer
anti-sense

Intron §

L

Figura 26: Eletroferograma de parte da seqiiéncia do intron 5 do gene PAX6. Pelo primer

sense, a seta preta denota em heterozigose g.20902_20903insA (alteracdo nao
descrita), porém pelo primer anti-sense a seta azul mostra em heterozigose a
alteracdo g.20892_20893insA (SNP - rs35589851), ja a seta vermelha mostra a
alteracdo A>T (SNP - rs11031479) na mae da familia 1 de Aniridia.
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Variagdes em uma regido microssatélite importante que pode estar associada a
alteracdes no controle do mecanismo de splicing do gene PAX6 foram identificadas. Essa
regido € composta por um STR (short tandem repeat) que estd localizado no intron 9 do
gene. A variacdo do nimero de repeticdes TG consta no banco de SNPs registrado sob o
codigo SNP — rs10525266. Essa regido € interrompida pelo dinucleotideo GG seguida de
outras sete repeticoes TG, € também conhecida como (TG),GG(TG);, onde n pode variar
entre 19 e 29 repeticdes.

O paciente MG3 apresentou heterozigose de n que foi de 16 e 19 TGs em cada alelo.
A heterozigose foi observada em todos os individuos, porém o paciente MG3 foi o tnico
dos analisados que possui uma delecdo da regido seguinte ao SNP - rs10525266, sendo que
seu gendtipo € (TG);6delGG(TG)7/(TG)10GG(TG).

Os demais resultados com o numero de repeticoes TG do SNP — rs10525266 estao
demonstrados na tabela 1.

Essa variacdo foi analisada em 28 individuos do grupo controle e foram encontrados
alelos variando de 16 a 20 repeticbes TG. Nenhum dos controles apresentou a delecao
GG(TG); observada no paciente MG3. A freqiiéncia dos genotipos encontrados foi:

V' ((TG)i6n7 — GG — (TG)7: 7,14%

v (TG)1718 — GG — (TG) 7: 32,14%
v (TG)1s19 — GG — (TG) 7: 32,14%
v (TG)i9n0 — GG — (TG) 7: 28,57%

A andlise molecular desse gene também revelou variagdes de gendtipos para a
alteracdo g.28614A>T (SNP — rs2239789) no intron 9 do PAX6 (Figura 26). Entre os
pacientes da Sindrome de Morning Glory dois eram homozigotos A/A (MG1 e MG3), um
heterozigoto A/T (MG2) e um homozigoto T/T (MG4). No grupo de pacientes com
Aniridia o genotipo predominante foi A/A, com excecdo da filha da familia 2 e do filho da
familia 3 que apresentaram heterozigose A/T e da made da Familia 2 que se revelou
homozigota T/T.

Foi realizada a triagem do SNP - rs2239789 em 27 individuos do grupo controle e foi

encontrada uma freqii€ncia alélica de 48,2% de A e 51,8% de T. Essa freqiiéncia mostrou-
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se similar a encontrada na literatura onde a freqiiéncia dos alelos A e T sdo ambas de 50%.

As freqiiéncias dos genétipos foram:
v 7,40% A/A
v 81,48% A/T
v 11,12% T/T

T T T N T T T T T T I 1 T

Intron 9 l
MG2
2.286144>T
SNP - 152230780

.

G ~ C T T T 2 &~ G & 2 B &~ L A T & 2 I & &2 T T T & 66 C T 2T 1T
Intron 9 l
MG1
2.28614A/A
SNP - 52239789 \/\

> ¢ 1T T 27T 2 A G 6 A A A &2 F 7T & 216G 21 T 16 6& C I AT 1 1
Intron 9 l
MG4
g28614T/T
SNP - rs2230780

Figura 27: Eletroferograma de parte da seqiiéncia do intron 9 do gene PAX6. A seta denota

a heterozigose g.28614A>T (SNP - rs2239789). Em homozigose A/A no

paciente MG1, em heterozigose A/T no paciente MG2 e em homozigose T/T no

paciente MG4.

No intron 10 do gene PAX6 foi encontrada em heterozigose a troca g.29148C>T

(SNP-rs667773), esta alteracdo foi achada no pai e na filha 2 da familia 1 (Figura 27). O

que sugere que esta filha ndo recebeu o mesmo alelo paterno que os outros dois irmaos

(filha 1 e filho).
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Intron 10 — Filha 2

Familia 1

LY "._ \.:II .“]' [ i I'-. Illaﬁ' III-'Ill \\. I.-'
;’{ A ALV V)

£.29148 C>T

SNP—rs667773

Intron 10— Pai
Familia 1

2. 29148 C>T

Figura 28: Eletroferograma de parte da seqiiéncia do intron 10 do gene PAX6. A seta
denota a heterozigose g.29148C>T (SNP — rs667773) em heterozigose na filha 2

SNP - rs667773

e o pai da familia 1.

Na triagem de 43 individuos controles foram identificados 39 homozigotos C/C, 2
heterozigotos C/T e dois homozigotos T/T produzindo uma freqiiéncia alélica de 93% do
alelo C e 3% do alelo T.

Outro SNP encontrado foi o g.32295T>G (SNP — rs3026393) no intron 13 do gene
PAX6. Por estar localizado relativamente préximo ao sitio doador de splicing pode também
ser denominado IVS13+43T>G. A alteracdo em heterozigose T/G foi identificada na filha
da Familia 2 (Figura 28), no filho da Familia 3 e no paciente MG2. Por outro lado a
homozigose G/G foi observada tanto no paciente MG4 quanto na mae da familia 2. Todos

os outros individuos da casuistica foram homozigotos T/T.

Intron 13
MG2 l
g.32295T-G

SNP - rs3026393

Intron 13

MG4 l
g32285G/G
SNP - rs3026393

Figura 29: Eletroferograma de parte da seqii€éncia do intron 13 do gene PAX6. As seta

denotam a heterozigose g.32295T>G (SNP — rs3026393) no paciente MG2,

enquanto no paciente MG4 observamos a homozigose G/G.
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Também foi encontrado o SNP g.33384in-delT (SNP — rs11407950) na regidao 3’UTR
do gene PAX6. Esta alteracdo foi encontrada em heterozigose nos pacientes MG1, MG3,
MG4, na filha 1 e 2 da Familia 1 e em todos individuos da Familia 2.

A tabela 1 resume todas as variagdes encontradas e mostra uma estimativa de suas

freqiiéncias no Brasil em comparacdo ao que se encontra descrito para outras populagdes.



Tabela 1 — Gen6tipos para as variagdes nucleotidicas e dados de freqiiéncias alélicas.
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5.4- Analise de MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)

Subseqiientemente a andlise dos individuos por seqiienciamento, foi realizada a
genotipagem desses através da técnica de MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification). Foi interessante utilizar esta técnica, porque € util para a identificacdo de
delecdes e duplicacdes. Como em doengas causadas por alteracdes no gene PAX6 ¢é
freqiiente a identificacdo de delecdes e na maioria dos pacientes da nossa casuistica nao
foram identificadas muta¢des que de imediato justificassem o fendtipo, a investigagdo de
possiveis delecdes no 16cus passou a ter grande relevancia, mesmo que a heterozigose de
vérios SNPs ndo sugerisse a delecdo direta do gene PAX6. Para isso foi utilizado o SALSA®
MLPA® Kit P219-BI (PAXG6), composto por 43 sondas, sendo que 33 sondas especificas
para o cromossomo 11, trés localizadas no cromossomo trés especificas do gene SOX2 e
sete sondas de referéncia. Das 33 sondas no cromossomo 11, 13 sdo sondas especificas do

gene PAXG6.

5.4.1- Alteracao do gene RCN1

Apbs a normalizacdo dos dados o filho da Familia 1 e o filho da Familia 3
apresentaram uma diminuic¢io na sonda do exon 1 do gene RCN1, indicando uma possivel
delecao dessa regido. Porém ndo podemos afirmar que haja mesmo uma dele¢do na regiao
dessa sonda, uma vez que a técnica de MLPA é bem sensivel a mutagdes que podem
interferir na fase de ligacdo da sonda ao DNA. As figuras 29 e 30 mostram os resultados

obtidos com 0 SALSA® MLPA® Kit P219-BI (PAX6) para esses dois pacientes.
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Figura 30: Resultados obtidos com o SALSA® MLPA® Kit P219-BI (PAX6) para o filho da
familia 1 (AN1Y). Em verde mostramos sondas especificas localizadas no
cromossomo 11, em azul mostramos sondas especificas para o gene PAX6 e em
vermelho mostramos sondas para o gene SOX2 no cromossomo 3. A seta

destaca uma possivel delecdo do exon 1 do gene RCNI.
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Figura 31: Resultados obtidos com o SALSA® MLPA® Kit P219-BI (PAX6) para o filho da
familia 3 (AN3Y). Em verde mostramos sondas especificas localizadas no
cromossomo 11, em azul mostramos sondas especificas para o gene PAX6 e em
vermelho mostramos sondas para o gene SOX2 no cromossomo 3. A seta

destaca uma possivel delecao do exon 1 do gene RCNI.
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5.4.2- Alteracao do gene ELP4

Depois de normalizados os dados obtidos pela técnica de MLPA do paciente MG4
apresentaram uma diminuic¢io na sonda referente ao exon 9 do gene ELP4, indicando uma
possivel delecdo dessa regido. Porém, assim como nos casos anteriores onde hd uma
alterac@o no gene RCN1, nao podemos afirmar que haja uma delecdo na regido dessa sonda,
uma vez que a técnica de MLPA ¢ sensivel a mutacdes que podem interferir na fase de
ligacdo da sonda ao DNA. A figura 31 mostra os resultados obtidos com o kit para andlise

de MLPA acima citado para o paciente MG4.
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Figura 32: Resultados obtidos com o SALSA® MLPA® Kit P219-BI (PAXG6) para o paciente
4 MG4. Em verde mostramos sondas especificas localizadas no cromossomo 11,
em azul mostramos sondas especificas para o gene PAX6 e em vermelho
mostramos sondas para o gene SOX2 no cromossomo 3. A seta destaca uma

possivel delecdo do exon 9 do gene ELP4.

Os demais individuos analisados (AN4, MGl e MG3) por esta técnica nao
apresentaram alteragdes que pudessem indicar possiveis delecdes ou duplicacdes das

regides analisadas pelo SALSA® MLPA® Kit P219-B1 (PAXG6) (Figuras 32, 33 e 34).
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Figura 33: Resultados obtidos com o SALSA™ MLPA™ Kit P219-B1 (PAX6) para o paciente
esporddico com Aniridia (AN4). Em verde mostramos sondas especificas
localizadas no cromossomo 11, em azul mostramos sondas especificas para o
gene PAX6 e em vermelho mostramos sondas para o gene SOX2 no
cromossomo 3. Nao observamos nenhuma altera¢do utilizando a técnica de
MLPA neste paciente.
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Figura 34: Resultados obtidos com o SALSA™ MLPA™ Kit P219-BI (PAX6) para o paciente

MGI1. Em verde mostramos sondas especificas localizadas no cromossomo 11,
em azul mostramos sondas especificas para o gene PAX6 e em vermelho
mostramos sondas para o gene SOX2 no cromossomo 3. Ndo observamos

nenhuma alteragdo utilizando essa técnica neste paciente.
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Figura 35: Resultados obtidos com o SALSA® MLPA® Kit P219-B1 (PAX6) para o paciente
MG3. Em verde mostramos sondas especificas localizadas no cromossomo 11,
em azul mostramos sondas especificas para o gene PAX6 e em vermelho
mostramos sondas para o gene SOX2 no cromossomo 3. Nio observamos

nenhuma alteragdo utilizando essa técnica neste paciente.
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6.1- Mutacao p.R240X

Nesse estudo, uma mutacdo que leva a um stop cédon foi identificada na Familia 1
dos individuos com aniridia. A transicdo g.28892C>T € uma das mutag¢des nonsense mais
freqiientes associadas ao fenétipo de aniridia (Neethirajan et al., 2006); sendo que mutagdes
nonsense € mutagdes que levam a mudanca no quadro de leitura sdo as categorias mais
comuns de mutagdes conhecidas no gene PAX6 (Tzoulaki et al., 2005).

A mutagdo p.R240X estd localizada no homeodomain (incluindo os c6dons 210-269),

que € uma regido do PAX6 altamente conservada em diferentes espécies (Figura 35).

R240

Homo sapiens
Gallus gallus

A Xenopus laevis
Oryzias latipes
Branchiostoma floridae
Droscophila melanogaster

Hocmo sapiens

Rattus norvegicus
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Canis familiaris

Ovis aries
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Figura 36: Alinhamento da seqiiéncia de aminodcidos da proteina PAX6 humana com
outras espécies (A) e o alinhamento com mamiferos (B). As seqiiéncias Uniprot
sdo: P26367 Homo sapiens; PA7237 Gallus gallus; Q91886 Xenopus laevis;
073917 Oryzias latipes; 061992 Branchiostoma floridae; O18381 Drosophila
melanogaster; Q581J3 Ovis aries; P63015 Mus musculus; P63016 Rattus
novergicus; QILZF1 Bos taurus; A4UHFS Canis familiaris. O aminoacido
afetado pela mutacdo R240X estd mostrado em negrito (R) e indicado pela

seta.
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Além disso, a mutac@o p.R240X interrompe a proteina PAX6 logo depois da primeira
o-hélice do homeodomain (Glaser et al., 1992). Esse stop c6don prematuro leva a perda de
16 aminodcidos no HD e de toda a regidao PST. Entretanto a perda dessa regido causa uma
alteracdo grave na formacao do transcrito. A regido PST € rica em aminodcidos prolina,
serina e treonina e por isso recebe esse nome, e tem uma fun¢do importante como fator
trancricional (Glaser et al., 1992).

Além disso, as conseqiiéncias funcionais da producdo de um mRNA com um stop
cédon prematuro pode ativar um mecanismo de degradacdo in vivo como o nonsense-
mediated mRNA decay no citoplasma (Vincent et al., 2003; Yuan et al., 2007).

A alteragdo p.R240X foi descrita pela primeira vez na populacdo Americana (Glaser
et al., 1992). Nosso trabalho encontrou essa mutagcdo segregando em 4 individuos com
fenétipo de aniridia da Familia 1. Sugere-se que a ocorréncia dessa mutacdo se deve a uma
regido de alta susceptibilidade CpG que causaria a transicio C>T. Além disso, essa
hipotese pode ser confirmada ao se observar a mutacdo p.R240X em diferentes grupos
étnicos, incluindo americanos, europeus, japoneses, chineses e indianos e totalizando 12%
de todas as mutacdes do PAX6 reportadas (Glaser et al., 1992; Hanson et al., 1993; Kondo-
Saitoh et al., 2000; Song et al., 2005; Neethirajan et al., 2003 and Neethirajan et al., 2006).

A mutacdo p.R240X ja foi descrita tanto em casos familiares quanto em casos
esporddicos de aniridia, sendo descrita em uma familia da India com aniridia bilateral
(Neethirajan et al., 2006) e também em um caso esporddico de aniridia proveniente da
mesma populagdo (Neethirajan et al., 2003).

A maioria dos pacientes portando a mutacdo p.R240X compartilha algumas
caracteristicas clinicas como aniridia bilateral, nistagmo, opacificacdo corneana, catarata e
auséncia de glaucoma. Hipoplasia da févea ndo é um achado comum nesses individuos.

Desse modo a mutacdo p.R240X no gene PAX6 que ja foi descrita previamente em
diferentes grupos étnicos, foi pela a primeira vez encontrada em pacientes brasileiros
(Robinson et al., 2008; Redeker et al., 2008), neste que € o primeiro trabalho de avaliacao
do gene PAX6 em pacientes com aniridia no Brasil. A avaliacdo oftalmoldgica dessa
familia mostrou fendtipos similares aos descritos em outras populag¢des incluindo nistagmo,

opacificagdo corneana e catarata, sem a presenca de glaucoma ou hipoplasia macular.
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6.2- Alteracoes nao descritas

6.2.1- Alteracao g.12083A>G e g.18914C>A

Foram identificadas durante a andlise por seqiienciamento do gene PAX6 as alteracdes
2.12083A>G e g.18914C>A no exon 2 e no intron 4 respectivamente, ambas sdo alteragdes
ndo descritas. Essas alteracdes foram encontradas em heterozigose na mae da Familia 1.
Nenhum dos filhos dessa familia possui essas alteracdes indicando assim que todos
receberam o mesmo alelo materno, alelo ligado a mutacdo p.R240X.

A troca g.12083A>G no exon 2 ndo foi encontrada em nenhum outro individuo da
casuistica. O seqilienciamento do exon 2 de 40 individuos controles, isto é, 80 alelos,
demonstrou o gendtipo A/A em todos, portanto esta variacdo € bastante rara na populagcao
brasileira.

A alteracdo ndo descrita g.18914C>A do intron 4 também foi encontrada em
heterozigose no paciente MG3.

Essa troca nucleotidica foi investigada em 36 individuos controle perfazendo 72
alelos e o genétipo observado foi sempre C/C, indicando que essa variacdo, além de nao ter
sido encontrada em outros estudos, ndo € freqiiente no Brasil.

Estudos adicionais podem nos esclarecer possiveis correlagdes dessas alteragdes com

o fendtipo desses individuos.

6.2.2- Alteracao g.19207C>A e 2.20130T>C

Foi encontrada a alteragdo g.19207C>A no intron 4 do gene PAX6. Essa alteragdo se
trata de outra alteracdo ndo descrita descoberta durante a realizacdo desse estudo. Encontra-
se uma base depois do SNP - rs3026368. Essa alteracdo em heterozigose estd presente no
paciente MG3 e nenhum outro individuo da nossa casuistica apresentou a variante A.

O mesmo paciente MG3 apresentou também a alteracdo inédita g.20130T>C no
intron 4 do gene PAXG6. Essa alteracdo, também denominada IVS4-41T>C, poderia
interferir no processo de splicing ja que se encontra préxima a regidao de reconhecimento do

spliceossoma. Mutagdes que afetam o mecanismo de splicing foram demonstradas como
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sendo responsdveis por uma parte das alteracdes no gene que causam alguma patologia
(Teraoka et al., 1999; Ars et al., 2000), porém estimativas mais recentes sugerem que €ssas
alteracOes possam representar a causa mais freqiiente de doengas hereditdrias (Lopez-Bigas
et al., 2005).

Nenhum outro individuo apresentou essa alteracdo na nossa casuistica, demonstrando

assim, se tratar de duas alteracOes raras.

6.2.3- Alteracao g.20902_20903insA

A inser¢do 2.20902_20903insA no intron 5 foi identificada na mde da Familia 1.
Nesta posicao hd descrito um SNP de troca A>T (SNP - rs11031479) e nos 10 Ts que o
antecedem hd uma variacdo descrita como g.20892_20893insT (SNP - rs35589851).
Entretanto, no caso aqui descrito, fica evidente que a variacao € a insercao de um A entre os
nucleotideos g.20902_20903, visto que foi melhor registrada no seqiienciamento com o
primer antisense. Portanto, aparentemente, a inser¢cao g.20902_20903insA trata-se de uma
alteracdo descrita pela primeira vez.

Considerando que as duas alteragdes acima discutidas em conjunto com a inser¢ao
2.20902_20903insA formem um haplétipo raro, poder-se-ia imaginar que este alelo
presente em heterozigose composta com a mutacdo p.R240X no genétipo da mae na
familia 1 teria uma manifestacdo biolégica. Embora se encontre na parte nao-codificante do
gene PAX6, um possivel fendtipo diferencial, como por exemplo, a opacificagdo corneana e
também uma perda visual mais grave (Casuistica, Quadro 1) em relagdo aos filhos, poderia

correlacionar essas alteracdes a possiveis alteracdes funcionais do PAXG6.

6.2.4- Alteracao IVS11+33T>A

Ainda no paciente MG3 encontramos em heterozigose uma alteragdo na posi¢ao
2.29343T>A ainda ndo descrita no intron 11 do gene PAX6, a IVS11+33T>A. Da mesma
forma esta troca nucleotidica estd préxima do sitio doador de splicing o que poderia sugerir
uma interferéncia neste processo.

A remocdo de introns do pré-mRNA pelo mecanismo de splicing € uma etapa critica

na expressdo génica de eucariotos. O splicing do pré-mRNA ¢é mediado por seqiiéncias
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conservadas, mas altamente degeneradas nos sitios de splicing. Além dessas seqii€ncias,
para o reconhecimento preciso de exons e introns pelo spliceossomo € necessdrio sinais
auxiliares que reprima ou promovam o splicing, denominados silenciadores de splicing
(ESSs/ISSs) ou acentuadores (ESEs/ISEs). Além dos contatos diretos com fatores de acao
trans, ESSs, ISSs, ESEs e ISEs podem influenciar o splicing através de alteracdes da
estrutura secunddria do RNA, modificando seu acesso ao pré-mRNA ou suas interacdes
com outros (Buratti e Barelle, 2004).

O conceito da existéncia de sinais auxiliares para splicing que exercem um papel
importante na regulacio de splicings constitutivos e alternativos para formacdo do mRNA,
embora ndo muito esclarecido, reforca a suposicdo de que alteragdes nucleotidicas em
introns possam induzir a formagao de sitios de splicing cripticos ou de novo (Kralovicova
et al., 2004; 2007). Assim, por ndo ter sido encontrada na triagem do grupo controle
composto por individuos considerados oftalmologicamente normais, poder-se-ia imaginar
que a troca IVS11+33T>A isoladamente ou em conjunto com as outras duas alteracdes
observadas apenas neste individuo estaria de alguma forma relacionada ao fendtipo de
Morning Glory observado, contudo estudos adicionais sao necessarios para verificar como

essas alteracdes estariam interferindo na formacao dos transcritos.

6.3- SNPs (single nucleotide polymorphisms)

6.3.1- SNP — rs56139994 (IVS2+9G>A)

Conforme descrito nos resultados, o estudo molecular do paciente MG1 revelou em
heterozigose a alteracdo IVS2+9G>A, esta alterac@o foi encontrada por Dansault et al. em
um paciente com microftalmia associada com microcérnea congénita bilateral (Dansault et
al., 2007) e mais tarde incluida no banco de dados de SNPs com a nomenclatura SNP —
1s56139994. Esta alteracdo ndo foi encontrada nos individuos controle do estudo desse
grupo que, portanto, consideram-na tanto uma muta¢do quanto um polimorfismo raro
(Dansault et al., 2007). Durante a anélise molecular do gene PAX6, a IVS2+9G>A no
presente estudo, foi identificada no individuo MG1 e, até o momento, nenhuma outra

alteracdo que explicasse o fenétipo desse individuo foi encontrada. Porém, no grupo
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controle, dois individuos foram heterozigotos para a alteracdio IVS2+9G>A o que
teoricamente afastaria a hipétese de um significado biolégico mais expressivo para esta
troca nucleotica, embora esteja também muito préxima ao sitio doador de splicing. No
entanto, os exons 2 e 3 que flanqueiam o intron 2 onde a alterac@o estd localizada nao sao
exons codificantes, estdo presentes em alguns transcritos e sdo provavelmente importantes
para o processo de traducdo.

Desta forma nao se pode descartar completamente a possibilidade de que esta
alterac@o no intron 2 possa estar associada ao fenétipo, porém ha a necessidade de realizar
experimentos para verificar se ha formacdo de um transcrito alterado. Estes experimentos
permitiriam detectar possiveis anormalidades produzindo splicings alternativos, e verificar
alteracdes na seqiiéncia e tamanho dos transcritos do PAX6 (Dansault et al., 2007). A
elucidacdo de alteracdes intronicas necessitaria tanto de estudos com o DNA gendmico

quanto de mRNA.

6.3.2- SNP — rs7936522

Na regido promotora, foi encontrada a alteracdo g.5328G>C na regido PO do gene
PAX6 (SNP —1s7936522). Essa troca foi encontrada no paciente AN4.

A expressdo do gene PAX6 ¢é pricipalmente controlada por dois promotores
conhecidos como PA e PB (Okladnova et al., 1998, Anderson et al., 2002; Pinson et al.,
2006). Estudos demonstraram que proteinas PAX6 podem regular a expressao do proprio
gene (Pinson et al., 2006). Construcdes reporteres dirigidas pelos promotores do gene
PAX6 tém sua atividade aumentada quando induzidas por homdlogos da proteina PAX6
(Plaza et al., 1993 e Plaza et al., 1995). A troca encontrada no paciente AN4 estd dentro do
intron 1B que se segue a regido considerada como exon 1B, mas consta como SNP
conhecido e, assim, torna-se dificil supor que possa ser isoladamente responsavel pelo
fendtipo neste caso. Além disso, ndo contam dados de freqiiéncias populacionais e,
também, ndo pode ser avaliada nem na casuistica toda, nem nos controles do presente

estudo.
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6.3.3- SNP - rs694617, SNP — rs5790867, SNP — rs3026368, SNP — rs3026369

Localizadas no intron 4 do gene PAX6, foram reveladas em heterozigose pela andlise
molecular as transversoes g.18992C>A (SNP - rs694617), g.19206T>G (SNP - rs3026368),
as transicdoes g.19403A>G (SNP - rs3026369) e 2.19933G>A (SNP - rs3026371), e a
delecdo de uma guanina na posi¢ao g.119850_19851delG (SNP - rs5790867).

Os SNPs g2.18992C>A e g.119850_19851delG foram identificados em heterozigose
no pai e na filha da Familia 2, onde no SNP rs5790867 pode-se encontrar 2 ou 3Gs, sendo
que a maioria dos individuos analisados durante a realizagdo do estudo apresentaram
homozigose de 3Gs. Outra observacdo que deve aqui ser colocada € que, inicialmente, a
Familia 2 havia sido incluida em nossa casuistica para estudo do gene PAX6, porém o
diagndstico de aniridia ndo estava completamente definido. Uma anélise clinica posterior
revelou que esta familia apresentava a sindrome de Axenfeld-Rieger associada a distrofia
corneana endotelial (distrofia endotelial de Fuchs). Embora a Sindrome de Axenfeld-Rieger
esteja fortemente associada aos genes PITX2 e FOXCI, ha relatos de alteracdes no gene
PAX6 (Riise et al., 2001), o que ndo invalidou o estudo aqui apresentado.

Além de encontradas no pai e na filha da Familia 2, encontramos essas alteracdoes em
outros individuos da nossa casuistica. A alteracdo g.18992C>A (SNP - rs694617)
juntamente com a inser¢ao g.119850_19851delG (SNP - rs5790867) foram encontradas em
heterozigose também nos pacientes MG1 e MG2 e no paciente AN4. Aparentemente, as
duas alteragdes estdo associadas formando um haplétipo uma vez que nao se identificou
nenhum individuo da casuistica que portasse apenas um desses SNPs. Porém nio podemos
afirmar que essas alteracdes estejam ligadas a condicao desses individuos. Visto que nao ha
estudos populacionais para esses SNPs, o SNP g.18992C>A foi triado em 38 controles,
onde foram identificados 28 individuos homozigotos C/C e 10 individuos heterozigotos
C/A, estimando-se a freqiiéncia de 87% para o alelo C e 13% para o alelo A. No entanto,
nao foi possivel a triagem do SNP g.119850_19851delG no grupo controle para a
confirmacdo da hipétese de que variante A no SNP g.18992C>A esteja ligada a variante
delG do SNP g.119850_19851delG formando assim um haplétipo.

Duas outras alteragdes em heterozigose foram identificadas no intron 4 do gene PAX6

do paciente MG3, a alteracdo g.19206T>G e a 2.19403A>G (respectivamente SNP —
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153026368 e SNP —rs3026369). Assim como a maioria dos SNPs do gene PAX6, essas duas
alteracdes ndo possuem estudos populacionais para comparagdo. O que podemos afirmar é
que ndo foram detectadas em nenhum outro individuo da casuistica, nem nos 39 controles

analisados. Portanto, pode-se considera-las variacdes raras.

6.3.4- Repeticoes TG

No gene PAX6 encontramos uma regido microssatélite (TG)n (SNP - rs10525266)
no intron 9, onde o nimero normal de repeti¢cdes varia entre 19 e 29. Essa regido é seguida
por um dinucleotideo GG e por uma repeticao de sete TGs, regido conhecida também como
(TG)yGG(TG);. Nosso estudo analisou tanto os individuos afetados quanto os individuos
controle. Como apresentado anteriormente o nimero de repeti¢cdes TG variou entre 16 e 20
nos individuos controle e nos individuos afetados a variacdo ficou entre 16 e 21 repeti¢des
TG.

Porém 0 individuo MG3 apresentou 0 genotipo
(TG)16delGG(TG)7/(TG)19GG(TG);. Esse individuo foi o tnico a apresentar a
microdelecdo do dinucleotideo GG e da regido (TG);.

A evolugdo dos organismos foi significantemente facilitada pela duplicacdo de
genes e genomas e seguidos por diversificacdo (Meyer e Schart, 1999; Wagner, 2002). A
duplicacdo génica por si produz apenas duas cOpias gé€nicas idénticas. Porém, eventos
posteriores tais como mutagdes, delecdes e inser¢cdes podem levar uma das cOpias a
desempenharem uma nova fungdo. Este mecanismo pode levar a criacio de familias
génicas capazes de desempenhar diversas funcdes (Wagner, 2002; King e Stansfield, 1990).

A disponibilidade da seqiiéncia do genoma humano permitiu a pesquisa de uma
importante classe de elemento funcional chamada repeticao (TG/CA)n.

As andlises da distribuicdo de repeticdes (TG/CA)n dentro das familias génicas
podem elucidar os fatores que dirigem sua abundancia e distribuicdo seletiva. Embora as
propriedades caracteristicas das repeticdes (TG/CA)n que exibem polimorfismo de
tamanho sejam amplamente usadas no mapeamento genético (Dib et al.,1996), um nimero
crescente de evidéncias acumuladas ao longo de anos apontam para seus multiplos papéis

funcionais em processos biologicos.
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As repeticoes (TG/CA)n tém a propensdo de sofrer transicdes estruturais
(Brahmachari et al., 1995; Tripathi e Brahmachari, 1991) e tém sido mostradas como
moduladores da transcri¢do de diversos genes como a lactalbumina e prolactina de rato
(Meera et al, 1989; Neylor e Clark, 1990), EGFR (Gebhardt et al., 1999) e genes
housekeeping humanos (Sharma et al, 2003). Além disso, repeticoes (TG)n foram
observadas estimulando a recombinacdo e o splicing do mRNA (Dutreix et al., 1997,
Majewski e Ott, 2000; Gabellini, 2001).

O splicing de RNA € o processo pelo qual células de eucariotos criam mRNAs
funcionais a partir de precursores de RNA. Este processo requer uma precisa identificagao,
excisdo e ligacdo de muitas seqiiéncias relativamente curtas denominadas exons que sio
conservadas no transcrito maduro. Ao menos quatro elementos garantem que os exons
sejam reconhecidos e processados precisamente pelo spliceossomo, sdo eles locais de splice
altamente conservados nas regides 5’¢ 3°, um ponto de quebra menos conservado ¢ uma
regido polipirimidina. Porém existe uma crescente avaliacdo por outros sinais de splicing.

Repeti¢des dinucleotidicas constituem outra familia de seqii€ncias que influenciam
o splicing (Gabellini, 2001). Devido a sua abundancia, essas repeticdes ocorrem dentro de
genes, por isto esta familia de seqiiéncias tem o potencial de afetar o splicing de muitos
genes. Além disso, a natureza polimérfica desses elementos pode levar a efeitos varidveis
no splicing de RNA. Por exemplo, a variagdo em nimero de dinucleotideos CA em uma
repeti¢do do intron 13 do gene eNOS (endothelial nitric oxide synthase) que esta associado
com a variacdo do splicing do RNA, estabilidade do mRNA e com o risco de doencgas
arteriais coronarianas (Hui et al., 2003; Hui ef al., 2003b).

Uma repeticao dinucleotidica bem estudada que afeta a eficiéncia do splicing esta
localizada no intron 8 do gene CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator). Uma repeti¢do de 9-13 TGs fica imediatamente a 5° de uma regido polimérfica
de politimidina na regido 3’do sitio de splicing do exon 9 do gene CFTR (Chu et al., 1993).
O splicing ineficiente do exon 9 se deve a uma variante abreviada da regido de politimidina
chamada 5T que foi associada a fibrose cistica (Kiesewetter et al., 1993; Zielenski et al.,
1995). Diversas evidéncias indicam que a variacdo de numero de repeticdes TG influencia

na eficiéncia do splicing do exon 9 do gene CFTR. A primeira delas correlaciona o nimero
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de repeticdes TG com o nivel de splicing no exon 9 dos transcritos do CFTR em cultura de
células do epitélio nasal (Cuppens et al., 1998). A segunda evidéncia correlaciona o nimero
de repeticdes TG com a condi¢do da doenga entre individuos portando uma grave mutac¢do
em um alelo e a regido 5T em trans (Cuppens et al., 1998; Groman et al., 2004). Regides
de repeticdes TG de 12 ou 13 dinucleotideos s@o associadas com a auséncia de vasos
deferentes ou a forma ndo-cldssica da fibrose cistica, considerando que repeti¢des com 11
dinucleotideos sao mais comuns em individuos nao afetados.

Além disso, diversos outros estudos demonstram que a variagdo do nimero de
repeticoes TG pode estar associada a manifestacio de determinada doenca. Alteragcdes
dessa regido microssatélite no gene PSMAG6, ja foram associadas a individuos com diabete
tipo 2. Um estudo realizado em 2003 por Kalis et al. apresentou uma regido de repeticoes
TG variando de 13 a 25 TGs. Os alelos com 22 repeti¢cdes TG nessa regido microssatelite
do gene PSMAG6 sdo duas vezes mais freqiientes quando comparados aos individuos do
grupo controle (Kalis et al., 2003).

Os microssatelites intronicos sdo mais eficientes em modificar a expressao génica
por silenciamento e aumentar a transcricdo e eventos de splicing (Gebhardt et al., 1999;
Gabellini, 2001). A estimativa da freqiiéncia desse polimorfismo nos individuos controle
que esta sendo realizada nesse momento pode elucidar a ligagdo ou ndo dessa variacdo com
o fen6tipo dos pacientes incluidos na pesquisa.

Sendo assim podemos supor que a dele¢do dessa regido poderia estar afetando a
manifestacdo do fendtipo desse individuo visto que ndo encontramos essa delecio em
nenhum outro paciente € nem mesmo no grupo controle. No entanto, ndo se pode esquecer
que este paciente apresentou vdrias outras alteracdes que podem estar em trans ou em cis
com esta, e assim o haplétipo como um todo seria responsével pelo fendtipo. Vale ressaltar
que nao foi possivel se estabelecer haplotipos neste caso por ndo se dispor das amostras dos

progenitores.
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6.3.5- SNP-rs2239789

Também foi encontrada a alteragdo g.28614A>T (SNP — rs2239789) no intron 9 do
gene PAX6. Essa alteracdo foi encontrada em heterozigose A/T no paciente MG2, em
homozigose A/A nos pacientes MG1 e MG3 e em homozigose T/T na mae da Familia 2.

A triagem do SNP - rs2239789 no grupo controle revelou as freqiiéncias alélicas de
48,15% de A e 51,85% de T, freqiiéncias essas que sdo muito similares as encontradas na
literatura, que sdo de 50% de A e 50% de T. O genétipo mais freqiiente encontrado foi o
heterozigoto A/T, assim como o paciente MG2. Sendo assim, dificilmente essa alteracio

tem alguma ligacao com o fendtipo desse paciente.

6.3.6- SNP-rs667773

Foi encontrada em heterozigose no intron 10 do gene PAX6 a troca g2.29148C>T
(SNP - rs667773). O pai e a filha 2 da Familia 1 apresentavam essa alteracio. Ja que os dois
outros filhos (filha 1 e filho) n@o apresentaram o SNP - rs667773, isto sugere que esta filha
herdou um alelo paterno diferente dos outros dois irmaos. Essa alteracdo pode estar
associada também a algum fenodtipo diferente apresentado pela filha 2, como por exemplo a
catarata e a baixa acuidade visual.

Esse SNP foi triado em 43 individuos controle, sendo que 39 foram identificados
como homozigotos C/C, 2 como heterozigotos C/T e 2 homozigotos T/T. A freqii€ncia

alélica obtida foi de 93% do alelo C e 3% do alelo T.

6.3.7- SNP-3026393

Foi encontrada em heterozigose uma alteragcdo na posi¢do g.32295T>G (SNP -
1s3026393) no intron 13 do gene PAX6. Como esta alteracdo esta localizada relativamente
proxima do sitio doador de splicing, pode ser denominada IVS13+43T>G. Essa alteracao
foi descoberta em heterozigose T/G na filha da Familia 2, no filho da Familia 3 e no
paciente MG2, a homozigose G/G foi observada na mae da Familia 2 e no paciente MG4.
Todos os outros individuos apresentaram a homozigose T/T. O fato de se encontrar as
homozigoses T/T e G/G para as variagdes g.28614A>T e g.32295T>G, respectivamente,

nos individuos AN2M e MG4 sugere que formem um haplétipo, hipdtese esta reforcada
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pela observagdo de que os heterozigotos da primeira variagdo sdo também heterozigotos da

segunda e vice-versa.

6.4- Delecoes - MLPA

Amplos rearranjos cromossdmicos também podem causar aniridia (Prosser e
Heyningen, 1998). Uma proporcdo significativa de anormalidades cromossOmicas consiste
de delecdes submicroscépicas, que podem ser observadas usando a técnica de FISH
(fluorescence in situ hybridization) em pacientes com aniridia (Crolla e Heyningen, 2002).

Mutagdes no gene PAX6 sempre sdo associadas a individuos com o fendtipo de
aniridia, porém hd casos em que a estrutura do gene nio apresenta alteracdes que possam
explicar o fen6tipo desses individuos. Alguns casos esporadicos de individuos com aniridia
tém sido associados a dele¢des que ndo envolvem a estrutura do PAX6, mas sim delecdes
que estdo envolvidas na remoc¢do de elementos com funcdes transcricionais e/ou
traducionais (Lauderdale er al., 2000). Essas delecdes de elementos que podem estar
associados a regulacdo da expressdo do PAX6 ja foram descritas tanto na regido 3’ quanto
na regido 5’ do gene. Exemplo de locais que podem conter elementos reguladores sdo os
genes ELP4 e RCNI localizados, respectivamente, na regido 3’ e na 5’ do PAX6.

O gene ELP4 estd localizado na banda 13 do cromossomo 11(11p13). Esse gene
codifica uma das subunidades do complexo de elongacdo, composto por seis subunidades, e
estd diretamente associado com a RNA polimerase 2 durante a elonga¢do transcricional.
Como citado anteriormente o gene ELP4 pode conter elementos reguladores do PAX6. Um
estudo realizado em 2007 por D’Elia e colaboradores, verificou a dele¢do no gene ELP4 em
duas familias com segregacdo de aniridia, sem que fossem encontradas alteracdes na
estrutura do gene PAX6. A delegdo da regido 3’ pode corromper a funcdo de um possivel
acentuador da expressdo do PAX6 (Kleinjan et al, 2001). Além disso, foi demonstrado
recentemente que a auséncia de elementos reguladores distais abolem a expressao do PAX6
em tecidos especificos, mesmo que acentuadores mais préximos permanecam intactos

(Kleinjan et al., 2006).
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A andlise dos resultados de MLPA revelou uma possivel delecdo na sonda referente
ao exon 9 do gene ELP4, no individuo MG4. Porém nao podemos afirmar se realmente se
trata de uma delecdo na regido da sonda. A diminui¢do do tamanho do pico no gréifico pode
ser devido a algum problema na hora da ligacio da sonda ao DNA alvo, caso alguma
alteracdo na seqiiencia do gene esteja localizada na seqiiéncia homoéloga de ligacdo da
sonda. Entretanto, ndo ha nenhuma alteracdo ja descrita que se localize na regido de ligacdo
da sonda, sendo necessdria a realiza¢do do seqiienciamento do exon 9 do gene ELP4 para
que possamos confirmar uma eventual dele¢do ou mutacdo neste exon. Caso qualquer
destas alteracdes se confirmem, elas podem estar associadas ao fenétipo de Morning Glory
desse individuo.

O gene RCNI também esta localizado na banda 13 do cromossomo 11 . Este gene
codifica a reticulocalbina 1, que é uma proteina de ligacdo ao cdlcio, tendo seis motivos
com alta afinidade de ligacdo ao Ca(+2), se localizada no limen do reticulo endoplasmaético
participando da via secretdria e expressa no olho (Hilioti e Cunninghan, 2003).

Delegdes submicroscopicas na regido 5’ do gene PAX6 envolvendo o gene RCNI
tém sido relacionadas com o fenotipo de microftalmia em camundongos (Favor, 2009).

Em humanos um ponto de quebra no cromossomo 11 foi detectado em um paciente
com a sindrome WAGR e a sindrome de Potocki-Shaffer entre os genes PAX6 e RCNI,
sendo que o PAX6 permaneceu intacto (Almind et al., 2009). Sugere-se que a delecdo do
gene RCNI esteja associada a regulagdo 5° do gene PAX6, podendo contribuir para os
fendtipos oculares desse individuo que incluem catarata e ptose palpebral (Almind et al.,
2009). Uma explicacao para isso pode ser a de que elementos regulatérios do PAX6 estejam
deletados, tal qual elementos que foram demonstrados por Kammandel et al. (1999).
Elementos regulatorios, localizados na regido 5’ do gene Pax6, ja foram identificados em
camundongos como sendo importantes para indu¢io da formag¢do do cristalino (Williams et
al., 1998 e Dimanlig et al., 2001).

Neste estudo foi identificada uma diminuicdo significativa na sonda referente ao
exon 1 do gene RCN1, indicando uma possivel delecdo, nos individuos filho da Familia 1 e
filho da Familia 3. Porém, nenhum outro individuo de ambas as familias puderam ser

analisados. Assim, deve-se realizar este experimento com as amostras dos progenitores para
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se confirmar a alteracdo e verificar a segregacdo principalmente no caso da familia 1 na
qual a mutacdo p.R240X ja é, por si sO, responsdvel pela aniridia nos quatro individuos
afetados. Em relacdo a diminuicdo do sinal do exon 1 do gene RCNI propriamente dita,
assim como para a sonda do exon 9 do gene ELP4, ndo podemos afirmar se realmente se
trata de uma delecao na regido da sonda. N@o ha registros de SNPs ou muta¢des na regido
de ligacdo da sonda, sendo necessdria a realizacdo do seqiienciamento do exon 1 do gene
RCNI para que possamos confirmar uma alteracdo nucleotidica ou uma dele¢do. Como
para o experimento de MLPA a integridade do DNA gendmico é fundamental, deve-se
repetir o experimento para verificar a reproducibilidade do resultado. Caso isto se confirme,
poder-se-ia estabelecer uma correlacio com o fendtipo de Aniridia desses individuos,
principalmente do paciente da familia 3 para o qual nenhuma mutacdo no gene PAX6 foi
identificada. Foram detectadas apenas heterozigoses dos SNPs g.28614A>T e g.27895T>G
nos introns 9 e 13, respectivamente; SNPs estes sdo os inicos com estudos populacionais
registrados e com freqiiéncias de 50% para cada variante, indicando uma normalidade

associada a cada alelo.
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Foi possivel a identificacio da mutacdo nonsense p.R240X no gene PAX6 nos

individuos portadores de aniridia da familia 1.

Através de SNPs no gene PAX6, nesta mesma familia, foram identificados
haplétipos raros que em heterozigose composta com a mutacdo p.R240X poderiam

agravar os fenotipos.

Através do estudo de MLPA, foi possivel verificar a diminuicdo significativa do
sinal da sonda relativa ao exon 1 do gene RCN1 do filho afetado da familia 1, dnico

individuo da familia que fo1 analisado.

Na familia 2 de pacientes com a Sindrome de Axenfeld-Rieger associada a
Sindrome de Fuchs ndo se identificou nenhuma muta¢do, porém dois haplétipos do
gene PAX6 foram identificados através de SNPs, no entanto ndo hd subsidios
sufucientes para se establecer uma correlacdo destes haplotipos com os fenétipos de

cada individuo da familia.

No individuo com aniridia esporddica da familia 3 e para o individuo isolado AN4
nao se verificou nenhuma mutacdo. No caso de AN3Y apenas as heterozigoses
g.28614A>T e g.32295T>G, respectivamente, nos introns 9 e 13 foram
identificadas. Ao passo que para AN4, trés heterozigoses de SNPs conhecidos
foram observadas. Da mesma forma ndo se pode estabelecer uma correlacdo deste
haplétipo com o fendtipo de aniridia tipico destes pacientes. Estes resultados podem

talvez indicar uma outra etiologia para a doenca.

Ainda no AN3Y foi verificada a diminui¢c@o da intensidade relativa de hibridizacao
correspondente ao exon 1 do gene RCNI. Assim como no caso do paciente AN1Y,

ha que se confirmar este resultado.

Nenhuma mutacio foi identificada nos pacientes com a Sindrome de Morning-

Glory. Mais uma vez, haplotipos portadores de polimorfismos raros podem ser
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correlacionados com o fendtipo, principalmente no caso do paciente MG3 para o

qual foram identificadas cinco variacdes ndo descritas anteriormente na literatura.

- O experimento de MLPA do paciente MG4 revelou a diminui¢do da intensidade
relativa de hibridizacdo correspondente ao exon 9 do gene ELP4 localizado na
extremidade 3’ do gene PAX6. Embora possa significar uma microdelecio ou
mesmo uma mutacdo de ponto neste gene, os resultados deverdo ser confirmados

por outras técnicas.
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ANEXO 1



SALSA MLPA P219-B1 PAX6 probemix

Length SALSA MLPA probe Chromosomal position
(nt) | reference othey PAXE
64-70-76-82 | Q-fragments: DNA quantity; only visible with less than 100 ng sample DNA
£8-92-95 D-fragments: Low signal of 88 or 96 nk fragment indicates incomplete denaturation
130 Feference probe 0757-L0453 Ggal
136 PAX6 Probs 6026-L7190 Exon 4
142 DCDCL Probe 7076-L7345 Exon 1
148 ELP4 Probe 7078-L6707 Exon 9
154 PAXG Probe £025-L7191 Exon 2
160 * SOX2 probe 7682-LOE702 Exon 1
166 FSHB Probe 7075-L6704 Exon 3
172 DCDCL Probe 7077-L6706 Exon 4
178 WT1 Probe 5354-14733 Exon 4
184 Referance probe 2331-12458 12q22
193 LMOZ Frobe 0425-L0083 Exon 1
200 HIPK3 Prob= 0576-L7192 Exon 1
20 BDNF Probe 3089-L7193 Exon 1
21 FSHB Probe 7074-16703 Exon 2
220 PAXG Probe 3253-L26590 Exon 5
226 RCN1 Probe 7083-L6712 Exon 5
235 Feferance probe 5265-L 4643 2p22
240 PAXY6 Probe 3254-L7346 Exon 8
247 WT1 Probe 2755-L2204 Exon 1
256 SOX2 probe 7072-17347 Exon 1
265 CD44 Probe 2245-11731 Exon 1
274 WT1 Prohe 5380-L4739 Exon 10
283 PAX6 Probe £027-L5483 Exon 7
292 EHF Probe 0990-L0567 Exon 1
301 PAX6 Probe 3255-126592 Exon 14
312 DKFZp686K1684 Probe 7020-L6705 Exon 1
3 PAX6E Probe 3748-L3208 Exon 1
328 PAX6 Probe 7527-L5484 Exon 9
37 * S0X2 probe 7E81-LOET00 Exon 1
146 RCN1 Probe 7082-L6711 Exon 1
355 PAXG Probe 3052-L2452 Exon 1
B LOCG46008 Probe 7084-16713 Exon 1
373 Reference probe 2531-L1562 1711
182 PAX6 Probe 3051-L7343 Exon 3
351 PAXG Probe £030-L5486 Exon 13
400 Feferance probe 1085-L0647 1725
402 PAXG Probe 3743-L724% Exon 1
418 DEFZpb86K1684 Frobe 7031-LE710 Exon 3
427 PAXE Frooe 6025-L5485 Exon 10
435 Referance prabe 1241-L0753 17p13
45 LOCG46008 Probs= 7085-L5714 Exon 4
454 BDMF Probe 3090-1L3996 Exon 2
453 Feferance probe 0979-10558 4g12
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Absence of Mutations in PAXé6 Protein in Three Cases of
Morning Glory Syndrome Associated with Isolated
Growth Hormone Deficiency

ABSTRACT

Meorning glory syndrome (MGS) is a congenital optic disc dysplasia often as-
sociated with craniofacial anomalies, especially basal encephalocele and hy-
peopituitarism. Clinical signs are varied and often occult. The PAX6 gene is
involved in ocular morphogenesis and is expressed in numerous ocular tissues
during development especially in the developing central nervous system. The
aim of the present study is to evaluate PAX6 in MGS associated with isolated
growth hormone deficiency. Three pre-pubertal males (A, B and C) with MGS
and short stature due to growth hormone deficiency, treated with recombinant
human growth hormeone with limited response, were reported. Two of them
had basal encephalocele. Coding and non-coding sequences corresponding of
FPAXE different transcripts were analyzed by direct sequencing. Nucleotide vari-
ations causing putative amineacid change were not observed. Patient A pre-
sented the new IVS2+9G=A transition, whereas patients A and C were
heterozygous for known single nuclectide polymorphisms (SNP) within the in-
tron 4. In addition, two SNP heterozygoses were observed for patient C in both
intron 9 and 13. Sequencing also revealed several nucleoticle variations in pa-
tient B. Two heterozygoses for known polymorphisms were identified along
with a novel C>A nuclectide change in intron 4. This patient also presented a
low number on the TG repeat in intron 9 and a new IVS11+33A>T transversion.
Gene regulation and transcription of PAXE are complex processes; there are
two major protein isoforms, PAX6(-5a) and PAXE(+ba) and nine transcripts de-
scribed. Furthermaore, extra transcription regulatory elements have been postu-
lated within PAX6 introns. Considering that neither population distributions on
PAXE polymorphism nor their linkeages with diseases have been reported, a
functional effect due to alterations described here cannot be discarded. (Arq
Bras Endocrinol Metab 2008; 52/8:1221-1227)

Keywords: Encephalocele; Growth hormeone; Morning glory syndrome; PAX6
gene; Short stature

RESUMO

A Auséncia de MutacGes na Proteina PAX6 em Trés Casos de Sindrome de
Morning Glory Associada a Deficiéncia Isolada de Horménio do Crescimento.

A sindrome de Morning Glory (SMG) é uma displasia dptica congénita asso-
ciada a anomalias cranicofaciais, principalmente encefalocele basal e hipopitu-
itarismo. Os sinais clinicos sdo variados e muitas vezes ocultos. O gene PAXE
estd envolvido na morfogénese ocular e se expressa em varios tecidos ocu-
lares durante o desenvolvimento do sistema nervoso central. O objetivo deste
estudo foi avaliar o gene PAX6 na SMG associada com deficiéncia isolada de
herménio de crescimento. Foram relatados trés pacientes pré-puberes (A, B e
C) com SMG e baixa estatura por deficiéncia de horménio de crescimento trat-
ados com horménio de crescimento recombinante humano. As seqléncias
codificadoras e nao-codificadoras correspondentes ac PAX6 em diferentes
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transcritos foram analisadas por seqlienciamento direto. Variagdes nucleo-
tideas com trocas pontuais de aminoacidos nao foram encontradas. O paciente
A apresentou uma transigao nova IVS2+9G>A, enquanto os pacientes A e C
foram heterozigotos para um polimorfismo (SNP) no intron 4. Ainda, dois SNPs.
em heterozigose nos introns 9 e 13 foram observados no paciente C. O seqlien-
ciamento também mostrou varias variagdes nucleotideas no paciente B. Dois
SNPs conhecidos com a alteragao nucleotidea nova C>A no intron 4 foram
observados em heterozigose. Este paciente também apresentou um baixo
numero de repetigdes TG no intron 9 e uma nova transversao [VS11+33A-T. A
regulagdo e a transcrigdo do gene PAX6 sdo um processo complexo; existem
2 isoformas principais da proteina, PAX6(-ba) e PAX6(+ba) e 9 transcritos
descritos. Considerande que nem a distribuigdo de SNPs no PAX6 e nem as
suas ligagdes com as doengas foram relatadas, um defeito funcional devido
as alteragtes descritas ndo pode ser descartado. (Arq Bras Endocrinol Metab
2008; 52/8:1221-1227)

Descritores: Encefalocele; Horménio do crescimento; Morning glory syndrome;

Gene PAX6; Estatura baixa

INTRODUCTION

orning glory syndrome (MGS) is a congenital

malformation of the optic disc characterized by an
enlarged, funnel-shaped optic disc and an elevated pig-
mented peripapillary tissue annulus, firstly described in
1970 and named by Kindler (1) due to a resemblance to
the flower of the same name. MGS can be associated
with basal encephalocele and hypopituitarism. Basal
(meningo) encephalocele is an sporadic and occult mal-
formation, described in 67.7% of MGS patients, usually
associated with midline defects, such as cleft palate and
corpus callosum agenesis, optic disc and other brain ano-
malies, and hormonal disturbance (2-5).

Azuma and cols. (6) identified PAX6 (paired box 6)
gene (11pl3) mutations in pedigrees with optic nerve
malformations, including coloboma, morning glory disc
anomaly, optic nerve hvpoplasia/aplasia and persistent
hyperplastic primary vitreous. Some of these mutations

; may affect transcriptional repression of the PAX2 pro-

moter mediated by PAX6. In view of the detection of
PAX2 gene mutations in papillorenal syndrome, it has
been suggested that modifications in PAX2 function, as
a result of PAX6 mutations, may affect some phenotypic
expressions including those of the optic nerve malforma-
tions. Furthermore, Marquardt and cols. (7) demon-
strated that PAX6 controls the transcriptional activation
of retinogenic basic helix-loop-helix factors that predis-
poses subsets of multipotent retinal progenitor cells

- (RPCs) towards different retinal cell fates, thereby medi-
o ating the full retinogenic potential of RPCs. Nonethe-

1222

less, the molecular mechanisms mediating the RPCs
retinogenic potential have not been established yet.

Kioussi and cols. (8) showed that PAX6 is also
implicated in the development of both, Rathke pouch
and early anterior pituitary gland, whereas its expres-
sion controls the boundaries of somatotrope, lacto-
trope, and thyrotrope cell types. In the absence of
PAXG6 the thyrotrope cells lineage increases markedly
along with the decrease of somatotrope and lacto-
trope cells =

The aim of the present study is to evaluate molecular
features in PAX6 gene in three patients with MGS and
isolated growth hormone deficiency.

METHODS

Subjects

Three patients with MGS, two from Federal University
of Sao Paulo ( Unifesp /EPM — Brazil) (A and B) and one
from University of Campinas (Unicamp — Brazil) (C)
were referred to the Pediatric Endocrine Clinic, due to
short stature. The ophthalmological exam, including a
retinography, showed typical abnormalities of the MGS,
comprising an optical disk with an enlarged choanoid
and cupped aspect, with a pink pigmentation and a cen-
tral white mass which hid the way of the vessels at the
bottom of the disk. The disk was surrounded by a little
elevated grev ring, with irregular borders and mixed with
colored areas. The vessels were multiple, thin and radia-
ted (Figure 1).

Arqy Bras Endocrinel Metab 2008,52/8
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Figure 1. 1A: The morning glory flower; 18: Left eye refinogra-
phy from patient A with o moming glory aspect Figure 18
wias gently offered by Prof. Paulo Mitsuru Imarnura, from De-
partment of Ophthalmology, Unifes/EPM).

All patients were normally delivered at full term, af-
ter uneventtul pregnancies. Patients A and B had unre-
markable medical histories, but patient C presented
failure to thrive and delayed psvchomotor development,
beginning at one year of age. None of them had family
history of hormonal disorders or congenital anomalies.
Clinical and laboratory data are summarized in Table 1.

Table 1. Clinical and laboratory data from three patients with
Mearning Glory Syndrome and isclated growth hormeone defi-
ciency,

Patient &  Patient B Patient C
Birth weight (kg 2,82 2.80 285
Birth langth {crm) 49.0 4%.0 460
Strabisrmus + = &
Qoular hypeartalorsm = - +
Microphthalmia - + -
Wisual acuity 20400 207400 15/400
At endocrine evaluation
Age dyaars-old) 8.0 12.2 2.0
Waightin Kg (30&) 162(4.1) 27.6(-24) 200¢G27)
Hekaht In e (308) 1000 {-5.2) 1285030 107.0-48)
Pubertal stage Tanriar | Tanner | Tannar |
GH 1 {ngfrml)' a6 o2 1.2
SH 2 (ngfrLy 0.2 04 1.6
ISF-1 (g /Ly &7.0 1150 430
IGFBP-3 (ngymly* 1,530 2,660 1.421
TSH QUyLE 3.8 18 4.8
Fraa Td (ng/dlys 1.1 1.1 1.2
Cortisal (meg/dly’ 124 20.4 17.0
Bone ags (Greullch-Pyls) 56 11.0 7.0

SD4= stardard-deviation scors; SH 1 = growth hormore after 0,15 mg/fm® of oral
cloridine; "normral rangs = MR == 7.0 ng/ml: GH 2 after 0. IUjkg crystaline
imeuln v MR == 7.0 nafmb: *NR = 220 o 322.0 ngfrl; *MR = 1,250 o 6,250 ra)f
ml *HNR =0.4ta &0 1L *0.5 to 20 ng/dl "NR = 5.0 to 25.0 meg/dL

Arg Bras Endocrinel Metak 2008;52/8

During follow-up, all patients showed low growth
rare (below 3 cm/year) and a hormonal profile compat-
ible with isolated growth hormone deficiency (Table 1).
They had no symptoms of diabetes insipidus. A mag-
netic resonance imaging ( MRI - Phillips Gyroscan 1,5T),
with sagirtal and coronal images from the sellar region,
was obtained on the T1 weighted spin echo (T1WSE)
sequence before and after the paramagnetic contrast me-
dium intravenous administered, and in T2 weighted spin
echo sequence. It was observed inferior and posterior
herniation of the sella content through the sella floor
defect towards the sphenoidal sinus (basal encephalo-
cele ) in patents A and B. Patient € did not present en-
cephaloceles, but he had a hypoplastic adenchypophysis,
ectopic neurohypophysis with a normal stalk (Figure 2).

Figure 2 Magnetic resonance imaging (MR from patient A
2A: MRITSE sequencing, T1-ponderated, sagittal plans, show-
ing inferior and posterior hemiation of the sella content
through the sella floor defect towards the sphencidal sinus
(basal encephalocsle); 2B: MRI TSE sequencing, T1-ponder-
ated, coronal plane, after contrast, showing inferior hemia-
fion and deformnity of optic chiasm, as wel cs posterior
herniation of sella content towards the sphencidal sinus; 2C:
MRI, T24ponderated, coronal plane, showing sella floor de-
fect, inferior herniation of optic chiosm, and pesterior hemia-
fion of sela content towards the sphenoidal sinus,

i}
@
<
]
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Patient A started growth hormone replacement obtained in an ABI PRISM® 3700 DNA Analvzer (ABI
therapy (rhGH) at age of 10, at a dose of (.03 mg/kg/ PRISM/TE Biosystems, Foster City, CA, USA). The
day, by subcutaneous injections, presenting with a electropherograms were analyzed by Chromas Lite pro-
growth rate of 11.5 cm/year during the first year of  gram (free-software). Sequencing data obtained in this
treatment and a progressive decrease, onward to 5 cm studv was compared to the PAX6 gene sequence de-
and 3 cm, respectively at the 2™ and 3™ vear of treat- scribed by International Human Genome Consortium
ment, regardless of an increase in the thGH dosage. Pa- {GENEBANK access # NC_000011) using the Gene-
tient B started rhGH at the age of 13 at a dose of 0.03 Runner v3.05 (free-software).
mg,kg/day. During the first two vears of therapy the
growth rate was respectively 12 cm/year and 5.0 cm/ Table 2. Primers used for PAXS PCR ampliications and se-
year, even though rhGH dosage was increased up to ~ duencing.

0.05 mg/kg/day at the second year. Patient C was start- Region  Primer sequence (5'-3)" Te (°C)
ed on rhGH at the age of nine, at a dose of 0.05 mg/ s - TCATATTICAAACAAACCCACC
kg /day. During the first two years of treatment, growth Exon 1 as- AACACTCTCCCTCACCCAMST 57

rate was respectively 6.5 cm,/ vear during the first year s - TTATCTCTCACTCTCC AGCCS

and subsequently 5 cm/year. It is worth noting that dur- Exon 2 as - CLACACCTETCTC AATATIGC 55
ing the second year the dosage of growth hormone was s - TCTCCCTCTAATCCTERCACT

ncreased to 0.075 mg/kg,/day. No other hormonal de- Exon3 as - CAATATCCCCAAICTETITCCC 61
ficiencies were observed. Patient C showed a progressive 5 -TICCCACTICASGCCTACCT

ocular dysfunction and became blind at the right eye. Exon 4 a5 - CCACTATCCACAACACCCAAS 58
The replacement therapy was discontinued after the Exon 5 5-TCAAACTICACGTCCAGCTAG

third vear. The presence of anti-GH antibodies was ruled region1  as- ATAGTGTICCCCATCCCICCT 58

out in the three cases. Currently, patients A and C are Exon 5 5- CTAAGETIGGACCACACGGAT

almost near final height and end up very short (height region 2 as- TCCAGAAATGTITCCATCACC 59
scores below -2 SDS). Patient B is still under rhGH ther- Eon5  s-ACATACTGECICCICIGETIC
apy despite poor response. region3  as- CTACAGCCATAACCCCAGCAS
Exon & 5 - TGGCTGCASTCTITATGAAS A 58
Molecular studies region 4 as- CACCACCGAGCTGATICACTC
Genomic DNA was isolated from blood leukocytes us- Exon5 s -TCTICTICCTCTICACTCTGC 55
ing standard techniques (9). All fourteen coding and region 5 os-TGAAAGACATAGGGAASGATS
non-coding exons of the human PAX6 gene were ampli- Exorséy 05 ATTATCTACTICGTITGATGC 5
fied by PCR using specific primers listed in Table 2. PCR 7 a5 - AGASGETGEEAGCAGGTAAAG
reactions were carried in 50 ul containing: ~500 ng ge- EXO;‘ 6 5 - TOCACAATCAAAAC CTAACCT _
nomic DNA, 10% DMSO, 200 uM each dNTP, 20 %4
pmoles of each primer, 1xTag buffer solution (Invitro- Exon & 8- AGCTCAGATGECTCACTGTGT 58
gen, CA. USA) and 1.5 units of recombinant Tag DNA as- AMGGGATGCACATATGGAGAG
polymerase (Invitrogen, CA. USA). In general, cycling Exon ¢ 8- CECAATGTITICEICAGECT 50
. profiles were: 94 °C for 5 min; 94 °C for 1 min, Ta (*C) 0= A CICICANETARIEEETT

T specific for each primer pair (Table 2) for 1 min, 72 °C E:g? ? 4 ACCCACAACATICACATCAGE -

4 for 1 min (30 cycles); and a final extension step of 72 C

5 for 5 min. PCR products were purified with Wizard 5V Exon 10 Z; %&mﬁ?@%ﬁﬁﬁ% 58
Gel and PCR Clean-UP System (Promega, Madison,
WI, USA) and directly sequ-enced in both ‘E;euse and an- I]ETO&S 8- GTCTECTAAMTECTCTECTEC &0
tisense orientations Lls-ing amplification primers; for long i as- ACCTCTCAACCETECACACAC

= fragments, additional sequencing with an internal primer Exon 13 Z;Tﬁmﬁgﬁgﬂ{g;é?a%@ c 58

- ; - .

g t\-asdpce_rfo1r111c?d tg-ﬁblf 23_“ iequelnung éeraingns \\-et:e_ fona - COAIGTCIGTICTCAAGEGA o

£ conducted using Big Dye erminator Cycle Sequenc a5 - COCCACTEETACAATACACCA

" ing Kit V3.1 Ready Reaction (ABI PRISM / PE Biosys- - -
. - L . s = sanes; as = antisenze; TTa = annading tempsrature ussd for PCR; The sxon &
o tems, Foster City, CA, USA) and DNA sequences were was divided in 5 fragments dus ifs long sizs; Primers used for saquencing only.
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RESULTS

Genomic sequences corresponding to PAX6 different
transcripts were analyzed by direct sequencing. PAX6
gene is transcribed into nine different transeripts. They
differ to each other by alternative splicings of exons 1-4
in the 5™-UTR. Whereas sequencing of PAX6 coding
DINA did not reveal any putative aminoacid change, new
variations and several already known SNDPs were tound in
non-coding regions { Table 3).

Patient A was found to be heterozygous for a novel
IVS2+9G=A transition in intron 2. Two novel polymor-
phisms were observed for patient B: transversions
£.14807C>A and IV511+33A>T located in intron 4 and
11, respectively. Conversely, patient C did not present
any novel nucleotide variarion.

Patients A and C showed heterozvgosis for the
£.14592C5A (SNIP-rs694617) transversion and also for
the indel g.15449_15450insG (SNP-rs5790867) both
locared in intron 4. In addition, patient C presented the
g.24214A5T (SNDP-rs2239789) and IVSI3+43T-G
(SND-rs3026393) transversions in intron 9 and 13, re-
spectively.

Several SNDPs were also observed for patient B. The
heterozygosis for the nucleotide changes g.14806T>G
(SNT-rs3026368) and g.15003A>G (SNI-rs3026369)
within intron 4 were found, additionally only this patient
was  homozygous for +G  allele at the indel
g.15449_15450insG (SNP-rs5790867 ).

An intron 9 microsatellite formed by TG Short Tan-
dem Repeat (STR) was also investgated. Normally,

PAXG6 alleles bear a sequence of (TG),g ,, repeats inter-
rupted by a GG dinucleotide and followed by a (TG,
repeat. Patients Aand C were heterozygousfor (TG, /;,
- GG - (TG), sequences, however patient B was
heterozygous for (TG}, /|, repeats with absence of the
intercalated GG dinucleotide and the last (TG); repeats
{Table 3).

DISCUSSION

We reported three patients with ocular lesion compartible
with MGS associated with isolated growth hormone de-
fictency with a limired response to rhGH replacement
and PAX6 gene molecular features.

Neither hereditary nor pregnancy possible events ac-
cording to published data so far (10) had influenced
MGS in the cases described here. Reports on sex ratio
have been controversial, but some authors consider MGS
to be more commom in females (10,11). Nevertheless
all patients studied in the present paper were males.

Likewise, the three described patients had bilateral
disease whereas MGS is frequently unilateral and non-
progressive. In addition, all patients became blind dur-
ing the follow-up, which is a rare event (10-13). It was
impassible to determine if rhGH have had anv influence
on the worsening the eye disease, since there are no re-
ports available on this subject.

The patients in this report had mild midline defects
such as hypertelorism (patient C), strabismus (patients A
and C), and microphthalmia (patient B), however no
signs of systemic diseases or any hormonal defect other

Table 3. PAXS sequence vanation dada for three patients with morning glory syndrome and isclated growth hormone defi-

ciency.
infron 2 : Intron 9 -~ Intron 11 :
I 9 nteon 13
(VS+5GA) niron 4 ETR-TSIN) Infron?®  vsitsaaay MR
Patient A = CiA T | CIC | AJA GG (18),,-CE-(8), A/ s "
Patient B e/e cic TG | CIA | AIG +G/4G (. AlA A o
Patient C (=T ciA T | CIC | AJA GMHE (G -CE-(CY, A 7 b=
Ganomi 14805T>G | g, 14807C>A i
g:;‘fﬁ)mnf 0. 774354 g.145920-8 9 I)g. 1'5&3 2k | g 15M05C g 24083-024155 Q24214AT QAGMST-A  Q.27ROSTG
Shp notdescibed  ré0ds17 el 5790847 310525065 RI239769  notdescibed 153026393
not describad | 23025359

Fraquenacy® - 100% -1-1- - - S0feA | BT - -

'Bozed in Eresmbd - ENSGO000000727Z (hHpy/ fwww.erzambl cng/Homa_sapkens); NP numbsr ot NCBI SNP database (hip/ fwwwenckinim nibgow/SNP); *ENP Frequency
far sevaral populacicral groups; NCBI SNP database dada (hifp:/fwww.ncbiimnih.gow/SHPY SN describe as anin del 50, /- therefors, nommd alleles are (1),

-5 -08),

Arq Bras Endocringl Metab 2008;52/8
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than growth hormone deficiency was remarked. Most
cases of MGS are considered as isolated ocular abnor-
malities, but other malformanons of the skull, facial,
mainly midline defects, and central nervous system may
occur (13). Associations with genetic syndromes and
systemic diseases, including growth hormone deficiency
have also been reported (10,11).

The hormonal deficiency described in the other re-
ported cases is usually secondary to the compression of
the pituitary gland by basal encephaloceles (14,15), but
the natural course of the hypothalamic-pituitary dys-
funcrion is at present still unclear. In our patients the
causative factors were not clearly identified. There is al-
ways a possibility that the growth hormone deficiency
could have occurred by chance. Nonetheless, the growth
hormone deficiency was not an isolated fact, and the pa-
tients did not have a good response to rhGH treatment,
according to Ranke predictive models (16). There are
no reports about other patients with MGS that had been
treated with rhGH. Our patients had an acceptable re-
sponse at the beginning of the treatment but a normal
growth rate could not be maintained, even with a higher
dose than usual, during the subsequent years. GH, IGF-
1 and IGFET'-3 profile did not point out a possible GH
resistance.

Regarding pituitary function, there was no progres-
sion of the hormonal deficiencies, even in what concerns
diabetes insipidus, considered a common event associ-
ated with MGS (10,13).

In order to verify if mutations on PAX6 gene could
explain MGS phenotypes in those patients, we proceed
with PAX6 sequence analysis. However, nucleotide al-
terations were not identfied in the protein coding se-
quence. PAX6 gene sequence analysis revealed several
SNTs and at last one non-described heterozygous nucle-
otide was found in patients A and B. PAX6 protein is a
transcription factor with important functions in the de-
velopment of eves and central nervous tissues (17). The
most abundant transcripts present 13 or 14 exons de-
pending on the inclusion or not of exon 5a. Therefore,
there are two major PAXS isoforms: PAX6(-5a), with
422 amino acids, and PAX6(+5a), with 436 amino acids
resulting from the insertion of a 14 amino acid-long se-
. quence in the paired domain (18). Furthermore, alrer-
native splicings are responsible for the production of
nine different transcripts, which results from distinet
exon combinations in 5’UTR and are transcribed in dif-
ferent tissues, although most of them are mainly found
n the cerebral tissue. Evidences suggest that the com-
o plexity of P4X6 transcription, regulation and expression
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is probably important for its multiple functions, whereas
the spatiotemporal regulation and the expression of
PAX6 isoforms are still not well understood. Recently,
some elements corresponding to transcription regulato-
ry consensus sequences have been described within
PAX6 introns, suggesting that intronic sequences are
important for the regulation maintenance in a high con-
served gene (19). Concerning to SNTI's already described,
there is only one paper that failed to demostrate the link-
age of SNP rs2239789 to myopia (20). In addition to
the SNDs identified in the present study and those al-
ready described, PAX6 gene has a TG microsatellite
within intron 9. Dinucleotide repeats located in introns
are not generally considered to have functional roles in
gene expression. However, their highly variable nature
suggests a role as modifiers of RNA splicing. To support
this idea, there is the finding that a variable number of
TG repeats present in intron 8 of CFTR gene contrib-
utes to phenotype diversity in Cystic Fibrosis by forming
RINA secondary structures that alter exon 9 splicing pro-
cess (21). Linkages of TG repeats within intronic regions
of different genes, including PAX7which belongs to the
same PAX6 gene family, have been described in a few
diseases (22-24 ). Therefore, it is possible that nucleotide
alrerations within introns might have effects in transcript
productions. Taking this hypothesis, PAX6 gene altera-
tions found in patients A, B and C, whereas they cannot
be considered as mutations, they could be probably as-
sociated with the phenotype. Considering that popula-
tion studies on the distribution of PAX6 gene SNPs are
not yet available in the database, a well conducted evalu-
ation en normal individuals using novel and described
SNPs must be performed to test this hypothesis. In sum-
mary, a functional effect of novel and known alterations
described here for MGS patients cannot promptly be re-
jecred.

Although MGS is usually a non-progressive untreat-
able disease, accurate diagnosis s important due to its
assoctation with systemic anomalies and increased inci-
dence of retinal detachment (13). Undoubtedly, the dis-
ease manifests with a broad spectrum of characteristics,
and we might have faced a new expression of the disor-
der. Notwithstanding, dysplasic optic disc should always
be an alert for physicians to the occurrence of an en-
cephalocele (25). Emphasis on these systemic and ocular
associations may prompt early detection, and result in
benefit from treatment, as well as could possibly be a
clue for a better understanding of the disease under the
molecular genetics aspects in order to develop a model
for further studies.
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