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Resumo

A doenga de deposito de glicogénio do tipo Ia (GSDIa), é a forma mais comum
entre as glicogenose do tipo I (GSDI), com uma freqiiéncia de 1:100.000 nascimentos. E
uma doenga de heranga autossdmica recessiva, clinicamente caracterizada por
hipoglicemia, hepatomegalia, retardo no crescimento, hiperlipidemia, hiperuricemia e
acidose lactica. Esses sintomas sdo provocados pela deficiéncia da enzima glicose 6-
fosfatase (G6Pase), que cataliza as etapas finais da gliconeogénese e glicogendlise através
da conversao da glicose 6-fosfato (GEP) em glicose e fosfato. No passado, muitos pacientes
com GSDI morriam pela doenga. Atualmente, com o diagndstico precoce e inicio de um
tratamento continuo e adequado, complicagdes como adenomas hepaticos e renais podem
ser prevenidas.

O isolamento do cDNA humano da G6Pase demonstrou que o gene G6PC é
composto de cinco exons, possui um tamanho de 12,5Kb e se localiza no cromossomo 17.
Desde sua clonagem, mais de 50 diferentes mutagdes foram descritas no gene. Em
pacientes caucasianos provenientes dos EUA e do Noroeste europeu, as mutagdes R83C e
Q347X sdo responsaveis por 22,5% e 22,4% de todos os alelos mutantes respectivamente.

O diagnostico de GSDIa pode ser feito através de testes enzimaticos e confirmado
pela analise de mutagdo no gene G6PC. A caracterizagdo do gene da G6Pase possibilitou a
identificagdo de mutagSes que causam GSDIa. Este fato nos da a opgdo de aplicar um
diagnostico baseado em analise de DNA para detecgdo de portadores e diagnéstico pré-
natal. A caracterizagdo do gene também possibilita um insight em torno da relagio
estrutura-fungdo da catalise da G6Pase, revelando a fungdo estrutural de aminoacidos
especificos.

No presente estudo, vinte e sete pacientes de GSDIa provenientes de 26 familias ndo
relacionadas foram investigados. O diagnoéstico pela analise da atividade da enzima G6Pase
em biopsia de figado foi confirmado em apenas quatro pacientes.

A estratégia dos minigenes foi utilizada para verificar o efeito das mutagdes
intrdnicas sob o mecanismo de splicing, ndo sendo identificados transcritos aberrantes. A
perda de exons ou incorporagdo de fragmentos intronicos nos exons S0 mecanismos
mutacionais comuns, freqiientemente causados por mudangas nas seqiiéncias conservadas
de regides de sitios de splicing. Da mesma forma seqiiéncias fora dessas regides também
podem afetar a inclusdo ou exclusdo de exons. Essas alteragdes que atuam nos mecanismos
de splicing podem estar localizadas em introns ou em exons, e padrdes de splicing
alternativos podem ser determinados pela visualizagdo do tamanho do produto de
transcrigao.

Foram identificadas oito alteragdes no gene G6PC, incluindo uma nova mutagio de
ponto encontrada at¢ o0 momento somente na populagdo brasileira, publicada por nosso
grupo, duas mutagSes intrdnicas, uma mutagdo silenciosa e quatro mutagdes de ponto
previamente descritas. Foi analisado também o polimorfismo T1176C que esta em
associagao com a mutagdo R83C. Esse polimorfismo pode ser utilizado como marcador
para o diagnostico de portadores e pré-natal de familias com GSDIa que tém mutagdes ndo
identificadas e que sdo informativas para esse marcador. Esse estudo enfatiza que a analise
molecular genética € uma alternativa confidvel e conveniente ao ensaio enzimatico feito em
bidpsia de figado para o diagnéstico de GSDIa.
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1. GLICOGENOSES - DOENCAS DE DEPOSITO DE GLICOGENIO

As doengas de deposito de glicogénio (GSDs) ou glicogenoses sdo desordens
hereditarias que afetam o metabolismo do glicogénio. Todas as proteinas envolvidas na
sintese ou degradagdo do glicogénio e sua regulagdo causam algum tipo de glicogenose,
podendo este ser anormal tanto na sua quantidade quanto qualidade (CHEN &
BURCHELL, 1995).

A primeira descrigdo clinica de um paciente com dificuldades na mobilizagao do
glicogénio foi feita por SNAPPES & VAN CREVELD (1928), desde entdo, uma variedade
de disturbios no metabolismo do glicogénio tém sido descritas. A classificagdo bioquimica
tornou-se possivel quando detalhes das vias de metabolismo do glicogénio foram
elucidados (CORI, 1954). As diferentes formas de GSD foram classificadas por numeros de
acordo com a ordem cronolégica em que foram identificadas e atualmente existem mais de
doze tipos, sendo cada uma delas provocadas por diferentes defeitos genéticos que
dificultam a quebra do glicogénio no figado, musculo ou em ambos (TALENTE et al,
1994; CHEN & BURCHELL, 1995) .

O figado e o musculo armazenam abundantes quantidades de glicogénio e sdo os
tecidos mais seriamente afetados. Como o metabolismo de carboidratos no figado €
responsavel pela homeostase da glicose no plasma, as glicogenoses que afetam o figado,
apresentam como caracteristicas principais hepatomegalia e hipoglicemia. Em contraste, o
papel do glicogénio no musculo € fornecer substratos que permitam a formagdo de ATP
necessaria para a contragdo muscular. Os sintomas predominantes das glicogenoses que
afetam os musculos sdo caibras musculares, intolerancia a exercicios, susceptibilidade a

fadiga e fraqueza progressiva (CHEN & BURCHELL, 1995).
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A freqiiéncia total de todas as formas de doenca de deposito de glicogénio, baseada
em dados europeus, é de aproximadamente 1:20.000 a 25.000 nascimentos. Os tipos L, I,
III e VI sdo os mais comuns e responsaveis por mais de 90% dos casos (HERS ez al., 1989;

CHEN 1991).

1.1. GLICOGENOSE DO TIPO L

Em 1929, o anatomo-patologista alemdo Edgar Von Gierke descreveu pela primeira
vez a glicogenose tipo I como hepato-nefromegalia glicogénica, sendo esta chamada ate

hoje de doenga de Von Gierke.

CORI & CORI (1952) demonstraram em amostras de figado congeladas, obtidas
através de autOpsias e biopsias, que a inatividade da enzima glicose 6-fosfatase (G6Pase)
era o defeito enzimatico responsavel pela GSDI, estabelecendo pela primeira vez que

desordens metabolicas poderiam surgir de deficiéncias enzimaticas.

Devido ao crescente nimero de pacientes identificados, tornou-se evidente que uma
parte deles apresentavam sintomas clinicos de GSDI, mas nao apresentavam deficiéncia na
atividade da enzima G6Pase em figado congelado. Em 1968, SENIOR & LORIDAN
propuseram o termo glicogenose tipo Ib (GSDIb) para esses pacientes e deu-se o nome de
glicogenose tipo Ia para os casos especificos em que a atividade da enzima glicose 6-

fosfatase ndo era normal.

BIALEK ef al. (1977) e NARISAWA et al. (1978), propuseram que um defeito no
sistema de transporte microssomal de membrana da glicose 6-fosfato (G6P), era
responsavel pelo tipo Ib, o que foi demonstrado mais tarde por LANGE et al. (1980). O
tipo Ic, uma terceira forma de glicogenose tipo I causada por um defeito no transporte
microssomal de fosfato ou pirofosfato, foi descrita pela primeira vez por NORDLIE ef al.
(1983). E ainda um quarto subtipo, classificado como Id ¢ provocado por uma deficiéncia
no transporte microssomal da glicose (CHEN & BURCHELL, 1995). A atividade da

glicose 6-fosfatase, em todos os tipos de célula, é fortemente associada ao reticulo
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endoplasmatico e a membranas nucleares. A subunidade catalitica da enzima tem seu sitio

ativo voltado para o limem do reticulo (CHOU & MANSFIELD, 1999).

Em resumo, a hidrolise da glicose 6-fosfato /n vivo envolve a participagdo de
proteinas integrais de membrana (ARION ef al. 1980) e portanto, a GSDI foi separada em
subtipos correspondendo aos seguintes defeitos: na subunidade catalitica da G6Pase (Ia), na
translocase da G6P (Ib), na proteina transportadora de pirofosfato/fosfato (Ic) e na proteina
transportadora de glicose (Id) (CHEN & BURCHELL, 1995). O modelo do sistema

microssomal da G6Pase esta ilustrado na figura 1.

G6P Glicose  Fosfato

Citoplasma I

Limen do reticulo
endoplasmdtico
G6P Glicose + fosfato

Figura 1 - Modelo do sistema microssomal hepatico da glicose 6-fosfatase (G6Pase). G6P,
glicose 6-fosfato; Ty, glicose 6-fosfato translocase; T, transportador de fosfato

inorganico; T3, transportador de glicose.

Embora GSDIb, Ic e Id tenham sido classificadas de acordo com as deficiéncias em
transportadores de glicose 6-fosfato, fosfato inorganico e glicose respectivamente, a base
molecular dessas doengas permaneceu obscura até que o gene responsavel pela glicogenose
tipo Ib (G6PT1) foi clonado facilitando o entendimento do metabolismo da glicose 6-
fosfato (GERIN et al., 1997, ANNABI ef al., 1998). Atualmente existe muita discussdo em
torno da classificagdo dos subtipos em Ib, Ic e Id. LIN ef al. (1999) demonstraram que
existem loci distintos para GSDIb e GSDIc, enquanto que VEIGA-DA-CUNHA et al.

(1998 e 1999), sugerem a existéncia de um tnico /ocus para os dois subtipos.
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Ambos os genes para GSDIb e GSDIc foram localizados no cromossomo 11q23 por
estudos independentes (ANNABI ef al., 1998; FENSKE et al., 1998), sugerindo que esses
dois subtipos tenham a mesma base molecular. Mais de 40 mutagdes diferentes ja foram
descritas em pacientes com GSDIb. As mesmas mutagdes no gene G6PT1 tambem estavam
presentes em seis pacientes com GSDIc e no Gnico caso descrito de GSDId. Isso sugere que
tanto a glicose 6-fosfato quanto o fosfato, sdo transportados em microssomos pela mesma
translocase ou que os ensaios bioquimicos utilizados para diferenciar os transportadores de
fosfato e G6P nio sdo confiaveis. Portanto o gene G6PT1 parece ser responsavel por todos
os casos de GSDI que ndo sejam tipo Ia, e a classificagdo de GSD tipo I deve ser redefinida
como GSDIa ou GSDI non-a que engloba os subtipos Ib, Ic e Id (VEIGA-DA-CUNHA et
al., 1999).

De acordo com VEIGA-DA-CUNHA et al. (2000), so existem na pratica dois tipos
de GSDI (Ia e Ib), que podem ser diferenciados por meio da analise da atividade enzimatica
da glicose 6-fosfatase em biopsia de figado e por analise de mutagdes nos genes da glicose
6-fosfato (G6PC) e da glicose 6-fosfato translocase (G6PT1). A inatividade da enzima
G6Pase indica que o paciente apresenta glicogenose tipo Ia, enquanto que a atividade
normal da enzima indica glicogenose tipo Ib. O diagnéstico pode ser confirmado por

analise de mutagdes nos respectivos genes.

2. GLICOGENOSE DO TIPO IA (DOENCA DE VON GIERKE)

A glicogenose tipo Ia, como foi dito anteriormente, é provocada pela deficiéncia da
atividade da enzima G6Pase. E uma doenga de heranga autossdmica recessiva, com uma
freqiiéncia estimada de 1:100.000 nascimentos e representa de 80 a 90% dos casos de GSD

do tipo I (SHELLY et al., 1993).

L
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2.1. ASPECTOS CLINICOS E LABORATORIAIS

Os principats sintomas bioquimicos presentes em pacientes com GSDIla sdo
hipoglicemia, acidose lactica, hiperuricemia e hiperlipidemia, como esta demonstrado na
figura 2. A inatividade da glicose 6-fosfatase provoca um acumulo de glicose 6-fosfato no
figado e uma maior utilizagZo deste substrato em vias secundarias aumentando com 1sso a
produ¢do de outros metabolitos responsaveis pelo surgimento de outros sintomas

responsaveis por GSDIa.

Glicogénio

ATP7i

ADP
/

TP  Glicose 6-P—I—+ Glicose  HIPOGLICEMIA
it . l L PP-ribose-P l
Acido trico
HIPERURICEMIA i

Triose-P == Glicerol-P

Lactato l /, > Triglicerideos

ACIDOSE LACTICA _ .
l_ o Acetil-CoA mmmp 4 cidos graxos
A

Alaning s Piruvato

HIPERLIPIDEMIA
HIPERALANINEMIA Ciclo ATQ ’ Colesterol

[Mdsculo] a-cetogluterato [Tecido adiposo]

Figura 2 - Conseqiiéncias metabolicas provocadas pela glicogenose tipo I. Acetil-CoA =

acetil coenzima A; IMP = inosina-5' -monofosfato; ACT = acido tricarboxilico.
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A hipoglicemia acontece uma vez que a deficiéncia na atividade da G6Pase no
figado bloqueia os passos finais das vias glicoliticas e gliconeogénicas, o que interrompe a
constante reciclagem de glicose no figado (HUE 1981). Esses pacientes sdo incapazes de
manter os niveis normais de glicose sangiiinea durante o periodo de jejum, embora a
propensdo a hipoglicemia diminua com a idade. Como conseqiiéncia também do bloqueio
enzimatico, a produgdo de glicose endogena seria seriamente comprometida, porém
analises feitas em pacientes jovens e adultos, claramente indicam que eles ainda sdo
capazes de produzir glicose (COLLINS et al.,, 1990). A razdo da produgdo de glicose
enddgena em pacientes jovens é aproximadamente a metade da razdo em controles, e essa
razio aumenta em adultos para dois tergos do valor normal. O aumento da produgdo de
glicose com a idade explica porque adultos com GSD s3o menos susceptiveis a

hipoglicemia. O mecanismo de produgdo endogena de glicose ainda esta sob investigagao.

A glicose 6-fosfato formada a partir da glicogenolise, gliconeogénse e fosforilagao
da glicose pela enzima glicoquinase, ndo consegue atravessar a membrana dos hepatocitos
como glicose e se acumula seguindo entdo, através da via glicolitica, de onde sai como
lactato, provocando acidose lactica. A acidose lactica cronica abastece o cérebro como

combustivel alternativo durante a escassez de glicose (FERNANDES ez al., 1984).

Hipoglicemia e acidose lactica podem ocorrer apés um curto periodo de jejum. No
passado, muitos pacientes morriam durante a infancia, pois ndo eram diagnosticados como
sendo portadores de GSDI e portanto ndo seguiam um tratamento adequado (CHEN &
BURCHELL, 1995). Atualmente, com o diagnostico precoce e inicio do tratamento

adequado, esses sintomas podem ser prevenidos.

Outros sintomas como hiperuricemia e hiperlipidemia sdo respectivamente
provocados pelo aumento na produgdo de acido Urico e aumento da sintese de
triglicerideos, de lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL), lipoproteinas de baixa

densidade (LDL), assim como a diminuigdo da lipdlise periférica (LEVY ez al., 1988).
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Durante o periodo neonatal, pacientes com GSDIa podem apresentar hipoglicemia e
acidose lactica; contudo esses sintomas s3o mais visiveis a partir do terceiro més de idade,
assim como a hepatomegalia e hipoglicemia. As criangas apresentam facies de boneca, com
excesso de tecido adiposo nas bochechas, abddmen protuberante, devido a hepatomegalia,
nefromegalia, extremidades relativamente finas e baixa estatura. Alguns pacientes
apresentam diarréia intermitente. O aparecimento de hematomas é comum e esta associado
4 longos periodos de sangramento, devido ao decréscimo da agregagdo e adesao
plaquetarias, secundarias a hipoglicemia. Existem casos raros de GSDI assintomaticos
exceto pela notavel hepatomegalia (CHEN & BURCHELL, 1995).

O plasma destes pacientes pode apresentar um aspecto leitoso como resultado dos
altos niveis de triglicerideos. O colesterol e os fosfolipideos também sdo elevados, porém
menos proeminentes. As anormalidades lipidicas sio caracterizadas por altas concentragdes

de VLDL, LDL e apoproteinas (LEVY et al., 1988).

Em pacientes adultos em que a doenca ndo foi adequadamente tratada, surgem
complicagBes a longo prazo. Na adolescéncia o crescimento continua a ser retardado e
portanto os adultos tém estatura menor que o padrdo normal. A puberdade ¢ atrasada,
contudo a fertilidade é normal. Durante essa época os sintomas de gota geralmente
comecam devido a hiperuricemia. As anormalidades lipidicas levam a um risco aumentado
para o surgimento de pancreatite (MICHELS & BEAUDET 1980; KIKUCHI et al., 1991) e
arteriosclerose (LEVY et al., 1988).

Adenomas hepaticos, problemas renais, osteosporose e hipertensao pulmonar se
desenvolvem na maioria dos pacientes com GSDI quando estes alcangam sua segunda ou
terceira décadas de vida. A utilizagio de hormdnios hepatotropicos para estimulagdo do
figado no combate a hipoglicemia pode ser responsavel pelo surgimento de adenomas
hepaticos. Estes podem provocar hemorragias e podem transformar-se em malignos,

podendo ser visualizados através de ultrassonografia (KARASAWA et al., 1998).
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A deficiéneia da G6Pase altera o metabolismo das células do tubulo renal,
resultando em uma relativa deficiéncia de energia. Quase todos 0s pacientes com GSDIa
podem apresentar calculos renais, nefrocalcinose, hiperfiltragio glomerular, aumento do

fluxo de plasma renal e microalbuminuria.

Pacientes portadores de glicogenose tipo Ib podem apresentar, além dos sintomas
descritos acima, neutropenia e disfungdo dos neutrofilos, o que permitiria distingui-los
clinicamente de pacientes com GSDIa. Esses sintomas resultam em infecgdes bacterianas
recorrentes e indicam que mutagdes no gene G6PT1 comprometem outras fungdes além da
subunidade catalitica da G6Pase e que também estdo ausentes nos leucocitos (VAN DE
WERVE ef al, 2000). E comum também o surgimento de ulceragdes na mucosa intestinal
e oral e casos de inflamag#o cronica intestinal (AMBRUSO et al., 1985). Contudo, ja foram
descritos dois casos de pacientes que apresentavam mutagdes no gene G6PT]1, responsavel
pelo subtipo Ib, mas que ndo apresentavam neutropenia caracteristica desse subtipo (KURE
et al., 2000). Portanto quando nenhuma anormalidade for encontrada na enzima Go6Pase
pela analise enzimatica ou genética, a investigagdo do gene transportador de G6P deve ser

feita mesmo que O paciente ndo apresente neutropenia ou infecgdes recorrentes.

Ainda entre os tipos de glicogenose mais frequentemente observados esta a GSD
tipo III. Como na GSD tipo I, ocorre retardo de crescimento, que se normaliza na fase
adulta. Pacientes com GSDIII possuem acimulo de glicogénio no figado e no musculo,
podendo também apresentar cardiopatia (HOWELL et al., 1983). A heterogeneidade clinica
é grande, e desta forma a GSDIIL, principalmente na infancia, pode ser confundida com a
GSDL Porém no tipo I ocorre a deficiéncia de uma proteina bifuncional, isto €, que possui
dois sitios cataliticos, responsaveis pela liberagdo sucessiva de residuos de glicose a partir
do glicogénio e pelas atividades cataliticas das enzimas oligo-1,4-1,4-gluconotransferase e
amilo-1,6-glucosidase (GORDON et al., 1972; BATES et al, 1975). A deficiéncia da

enzima no figado esta associada a hipoglicemia na infancia, mas em adultos € incomum.
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2.2. HISTOPATOLOGIA

A histologia do figado de pacientes com GSDIa ¢ caracterizada pela distensdo de

todos os hepatocitos devido ao acimulo de glicogénio e gordura (figura 3).

Figura 3 - (A) Corte histologico de tecido hepatico normal; (B) Corte histologico de tecido
hepatico com glicogenose, observa-se o citoplasma claro dos hepatocitos,
indicando o grande acumulo de glicogénio. Cortes corados com hematoxilina e
eosina (LEESON & LEESON, 1990).

A distribui¢do do glicogénio dentro das células do figado é uniforme, exceto quando
interrompida por vacuolos lipidicos que sdo freqiientes e grandes. Por isso os hepatdcitos
sdo palidamente corados e tém membranas plasmaticas proeminentes. O aumento das
células e concomitantemente, o colapso dos sinusoides resultam em um parénquima cuja
aparéncia lembra um mosaico. Uma caracteristica importante e diferencial € o fendmeno de
hiperglicogenose nuclear. A presenca de glicogénio no nucleo de hepatdcitos € observada
em criangas normais, porém em pacientes portadores de GSDI, o nucleo € grotescamente
aumentado, e caracteriza um fendémeno chamado de hiperglicogenizagio (MCADAMS et
al., 1974).

10
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2.3. A ENZIMA GLICOSE 6-FOSFATASE

A atividade da glicose 6-fosfatase (G6Pase), em todos os tipos de célula, €
fortemente associada ao reticulo endoplasmatico € a membranas nucleares. A subunidade
catalitica da enzima tem seu sitio ativo voltado para o lumem do reticulo, o que significa
que tanto o substrato quanto o produto devem atravessar a membrana do reticulo
endoplasmatico como mostrado na figura 4 (CHOU & MANSFIELD, 1999). A atividade
da subunidade catalitica é aumentada durante periodos de jejum e em casos de diabetes,
diminuida pela insulina. O que significa que ela € regulada exatamente da forma inversa da

enzima glicoquinase.

Acido graxo Colesterol

! Glicogénio
! Glicogénio - \ /

sintetase / Acetil-CoA

| Fosforilase ;
? UDP-glicose T i
| UDPG-

. . Lactato =2 Piruvato
pirofosfarilase ™ g i ose-1-fosfato

Fosfoglicomutase I Glicogendlise | | Gliconeo-

Fosfoglicose

. génese
_ isomerase
! Glicose-6-fosfato «— Frutose-6-fosfato g% Frutose-16-
{ Via da 'y bisfosfato
i pentose
i fosfate / Glicoquinase )
Reticulo

G6Pase endoplasmatico

Nucleotideo
Glicose
F 3

Citoplasma ]

VTS . e TR
Membrane pigsmai

1
[

Glicose

Figura 4 - Principais vias de sintese e quebra do glicogénio no figado. GIuT = proteina de

transporte de glicose; UDP = uridina difosfato; UDPG = uridina difosfato-glicose.

11
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A enzima G6Pase catalisa os passos finais da gliconeogénese e glicogendlise, assim
como a conversdo da glicose 6-fosfato em glicose e fosfato (figura 4). A G6Pase também
utiliza como substrato o pirofosfato e o carbamilfosfato e € considerada a enzima chave na
homeostase da glicose sangiiinea. Sua atividade foi medida in sifu por analises
histoquimicas, sendo ela expressa principalmente no figado e nos rins, ¢ em menor
quantidade na mucosa intestinal e no pancreas (WEGMANN & MELLO DE OLIVEIRA et
al., 1969). Recentemente, sua presenca também foi detectada em astrocitos do cérebro

humano (BELL ef al., 1993) e em leucocitos e plaquetas humanas (NICHOLS et al., 1984).

A estrutura secundaria da enzima foi recentemente redefinida e contém 9 dominios
transmembréanicos em forma de hélice, com a regido N-terminal localizada no lamen do
reticulo endoplasmatico e a regido C-terminal no citoplasma (figura 5). A topologia deste
modelo sugere que a G6Pase humana tem, além dos dominios transmembranicos, quatro

loops citoplasmaticos e quatro /oops voltados para o lumen do reticulo (PAN ez al., 1993).

Ldmen do RE

Membrana
do RE
?@%wﬂf—“
COOH

Citoplasma

Figura 5 — Estrutura da enzima G6Pase. Os aminoacidos que contribuem para o sitio ativo da
enzima estdo em azul, e os trés sitios de glicosilacdo estdo em vermelho. RE — reticulo

endoplasmatico.
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A G6Pase é uma glicoproteina que apresenta trés sitios potenciais de glicosilagdo
ligados & asparagina, sio eles N*°TS, N22AS, e N?7®SS, por isso pode-se dizer que ela
pertence a uma classe de glicoproteinas de membrana que sdo N-glicosiladas (LEI ef al,
1993: SHELLY et al, 1993). Todos os trés sitios sdo conservados na GoOPase de
mamiferos. Contudo, pesquisas demonstraram que a G6Pase so ¢ realmente glicosilada na
posi¢io Asn96, pois este é o Unico dos trés sitios que esta voltado para o lumen do reticulo,
sendo entdo um aceptor potencial de oligossacarideos. Os outros dois sitios de glicosilagdo
se localizam no Joop citoplasmatico e no sétimo dominio transmembranico respectivamente

(PAN et al., 1998).

Os aminoacidos Arg83, His119 e His176, presentes na enzima G6Pase, sdo cruciais
para a ligagdo da glicose 6-fosfato ao sitio ativo da enzima e sua posterior hidrolise em
glicose e fosfato (CHOU & MANSFIELD, 1999). Por meio de estudos de mutagénese sitio
dirigida esses aminoacidos foram substituidos por similares ou ndo, e o efeito dessas
substitui¢des na atividade enzimatica foi examinado. Mostrou-se que todas as mutagdes
aboliam a atividade da G6Pase, comprovando a importancia desses residuos na hidrolise da

G6P (LEl et al., 1995a).

Atualmente ja foram encontradas varias mutages e dele¢des que resultaram em
troca de aminoacido em um dos dominios transmembranicos, indicando a importancia da
integridade estrutural desses segmentos. Foram encontradas também mutagdes no dominio
N-terminal e nos loops voltados para o lumen do reticulo. Ainda ndo foram encontradas
alteragdes nos loops citoplasmaticos, o que significa que esta € uma regido que compromete

menos a atividade catalitica da G6Pase (RAKE et al., 2000a).

13
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2.4. O GENE G6PC

Embora ja se soubesse que um defeito na enzima G6Pase fosse o responsavel pela
GSDIa, foi dificil purifica-la devido a sua alta hidrofobicidade e forte associagdo ao reticulo
endoplasmatico. Em 1993, o ¢cDNA da G6Pase de camundongo foi isolado de uma
biblioteca de figado de camundongo através de rastreamento diferencial, tendo como
vantagem um camundongo albino mutante que apresentava baixos niveis de G6Pase em
comparagdo com o tipo selvagem (SHELLY et al., 1993). O cDNA da G6Pase de humanos
foi isolado como resultado de sua homologia com o ¢cDNA de camundongos (LEI ef al,,
1993). O ¢cDNA da G6Pase também foi caracterizado em rato (LANGE ez al., 1994) e cdo
(KISHNANI et al, 1997). A enzima G6Pase de todos os quatro mamiferos € um
polipeptideo de 357 aminoacidos, e apresenta de 87-91% de homologia na seqiiéncia de

aminoacidos.

Em humanos o gene G6PC esta localizado no cromossomo 17, regido q21, possui
um transcrito de 12,5Kb e consiste em cinco exons (figura 6). Este gene codifica uma

proteina extremamente hidrofdbica, cuja massa molecular € de 35 kDa (LEI et al., 1993).

G6PC

-

309 110 106 110

12,5 Kb

Figura 6 - Organizagdo do gene G6PC que codifica a enzima glicose 6-fosfatase. Estdo

demonstrados os cinco exons que compdem o gene e o tamanho de cada um.
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Mais de 50 mutagdes que afetam a atividade da G6Pase ja foram descritas no gene
G6PC. Algumas mutagdes sdo mais frequentes, como as mutagdes R83C e Q347X na

populagdo americana e representam 70% dos alelos nos pacientes caucasianos portadores
de GSDIa (LEI et al., 1993; LEL ef al., 1995a).

A tabela 1 mostra as alteragdes encontradas no gene G6PC até o momento,
incluindo muta¢les missense e nonsense, um polimorfismo, mutagdes que provocam
alteracdo em sitio de splicing, delegdes e inser¢des, enquanto a tabela 2 mostra a
prevaléncia da maioria destas mutagdes no gene da G6Pase em pacientes de GSDla
caucasianos, chineses, hispanicos, japoneses, judeus e arabes (CHOU & MANSFIELD,
1999).



Introducao

Glicogenose tipo Ia

Tabela 1- Altera¢Ges encontradas no gene da G6Pase.

MUTACAO AMINOACIDO EXON | REFERENCIA

1L |56 MS3R Met’ —» Arg L Trioche et al., 2000

3 | e Q24X Glu* —stop 1 Rocha et al., 2000

3 | AP 5T D38V Asp>® — Val L Chevalier-Porst et al., 1996
4. | T 0 W63R Trp>”—>Arg 1 Stroppiano et al.. 1999

5 {G® A W63X Trp* — stop 1 Lei et al., 1995¢

6 | G®oA G68R Gly*®*—Arg 1 Sartorato ef al., 1998

7 GES_”'.\ W30X Trpjo—) stop I SE}-’dCW‘itZ & Matern, 1999
3 | AC Q34P Glu>* =Pro 1 Trioche et al., 1999

9 | AVE i Q20R Glu’ — Arg 1 Sevdewitz & Matern, 1999
10 | G®EA W70X Tp” — stop 1 Trioche et al., 1999

11 | T 5.6 W77R Trp'’ — Arg 1 Chevalier-Porst et al., 1996
12 | @7 K76N Lys'®°— Asn 1 Kozak et al., 2000

13 [ A% G T16A Thr'°—> Ala 1 Wu et al., 2000a

4|C% 5T R83C Arg” > Cys 2 Lei et al., 1993

15| G* A R83H Arg® > Tle 2 Hwu ef al., 1995

16 | G*° -»A G81R Gly*' - Arg 2 Seydewitz & Matern, 1999
17 " 5 A El110K Glu''® - Lys 2 Chevalier-Porst et al., 1996
18| T ¢ T108I Thr'® — [le 2 Trioche et al., 1999

19| sy T111I Thr'''> Ile 2 Trioche et al., 2000

20 | G** =A Gi22D Gly'”— Asp 2 Akanuma et al., 2000

21 | AP 5T HI19L His''’— Leu 3 Wu et al., 2000b
291 G 5K A124T Ala'®* > Thr 3 Chevalier-Porst et al., 1996
29 | TG V166G Val'® - Gly 4 Parvari et al., 1993
24| E¥SA Y172X Tyr' *—stop 4 Stroppiano et al., 1999
235 | W AT P178S Pro'® — Ser 4 Lei et al., 1995b
26 | GOT G184V Gly'** — Val 4 Stroppiano ef al.. 1999
27 ¥ s A GI184E GIv'* = Glu 4 Chevalier-Porst et al., 1996
28 [ G* A G188S Gly'®® — Ser 4 Lei et al., 1995b

29 ey R170X Arg' ™ — stop 4 Rake et al., 1999

30 | G ST W156L Trp'>°— Leu 4 Seydewitz & Matern, 1999
31| G* A G188R Gly'® - Arg 4 Trioche et al., 1998

2 A S0 H179P His'°— Pro 4 Akanuma ef af.,2000

33| T € VI66A Val'®*® - Ala 4 Kozak et al., 2000

34 [ G®° 5 A A241T Ala®' > Thr 5 Trioche et al., 2000
35|17 ¢ F322L Phe’®— Leu 3 Trioche et al., 2000

36 | 6% ¢ C270R Cys”"’ —Arg 3 Trioche et al., 2000

37 | AT c L366S Leu’*®—Ser 5 Lam ef al., 1998b

38 | a3 Y192A Tyr' > Ala 3 Lee et al, 1996

P TZ 0 L211P Leu”' — Pro 5 Chevalier-Porst et al., 1996
016" A G222R. Gly** — Arg 5 Stroppiano et al., 1999
41|G™* >C G222R Gly'2 - Arg 5 Lei et al,, 1995¢

21T A W236R Trp?'36 — Arg 3 Lei ef al., 1995¢c

43 [ % 5T Q242X GIn** — stop 5 Lei et al., 1995¢

4 |G 5T G270V Gly"® — Val 5 Lei et al., 1995¢c
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MUTACAO AMINOACIDO EXON | REFERENCIA

BT R295C Arg” — Cys 5 Lei et al., 1993

46 | CT" A N264K Asn®® SLys 5 Keller et al., 1998

47 | " sC S298P Ser " —Pro 5 Stroppiano et al., 1998

48 | TV 54 [34IN e —Asn 5 Lee et al., 1996

WITES5G L345R Leu’® — Arg 5 Leietal, 1995¢

50 C'®oT Q347X GIn™" — stop 5 Lei et al., 1994

5t | 88 T G266V Glv*% — val 3 Rake et al.. 1999

521G%>T V338F Val*®® — Phe 5 Rake et al., 1999

*regido polimérfica; °

provavelmente um erro na seqiiéncia original e ndo uma mutagdo, uma vez que tem sido

observada sistematicamente por pesquisadores em pacientes ndo portadores de GSDla

siTIO DE SPLICING INTRON | REFERENCIA

1 | G—A (-1) aceptor 1 Akanuma et al., 2000

2 | A—G (+4) doador 1 Chevalier-Porst et al., 1996

3 | G—=A (+1) aceptor 4 Sevdewitz er al., 1999

4 | GoT (+86) aceptor 4 Kajihara et al., 1995
DELECAC/ AMINOACIDO EXON | REFERENCIA
INSERGCAQ

1 | 79delC - Frameshift 1 Kozdk ef al., 1998

2 | 158delC 35X Frameshift 1 Lei et al., 1993

3 | 175delGG 59X Frameshift 1 Rake et al., 1999

4 | 339delG G87del Frameshift 2 Lam et al., 1997

5 | 341delG 1101X Frameshift 2 Lam et al., 1998b.

6 | 46ldel5 - Frameshift 3 Kozdk et al., 1998

7 | 518delA/ 203X Frameshift 3 Stroppiano et al., 1999
518insTG

8 | 540del5 201X Frameshi/t ey Kozak et al., 2000

9 | 872delC 300X Frameshift 5 Trioche et al., 2000

10 | 793delG 300X Frameshifi 3 Trioche et al., 2000

11 | 1057delTTC AF327 Frameshift ] Leietal, 1993

12 | 867delA 300X Frameshift 3 Rake et al., 2000b

13 | 822delC 248WRAA Frameshift 5 Lei et al., 1995c

14 | 97insTGAA 11X Frameshift 1 Stroppiano et al., 1999

15 | 459insTA 130X Frameshift 3 Lei et al., 1993

16 | 813insG 254X Frameshift 5 Chevalier-Porst et al., 1996

17 | 813insG/ CEQP245/ Frameshift 3 Leietal., 1995¢
822delC | 248WRAA
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Tabela 2 — Mutacdes no gene da G6Pase em pacientes caucasianos, chineses, hispanicos,
japoneses, judeus e arabes com GSDIa.

Mutacoes Caucasianos Chineses Hispanicos Japoneses Judeus Arabes
158delC 7/144 - - - - -
D38V 5/144 - - - - -
W63X 2/144 E - - - -
77R 1/144 - . - - -
309+4 A>G 1/144 - - - - -
R83C 43/144 1/32 5/18 - 32/34  2/6
R83H 1/144 12/32 - . - -
341delG - 1/32 - - - -
E110K 2/144 - - - - -
E110Q 1/144 - - - - -
A124T 1/144 - - - - =
459insTA ~ - 9/18 2 - -
V166G - - - - - 4/6
P178S - - 1/18 - - =
G184E 2/144 - - E - -
G188S 2/144 - - - - -
GI88R 3/144 - - - - -
L211P 1/144 - - - - -
G727T - 3/32 - 21/22 - =
G222R 2/144 - - - - -
W236R - - 1/18 . - -
Q242X 3/144 ’ . . = =
813insG 1/144 - - - - -
CEQP245- 1/144 - - - - -
248WRAA
N264K 1/144 - - - - -
G270V 3/144 - - - - -
R295C 2/144 - - - - -
AF327 6/144 - - - - -
[34IN - 1/32 - = - =
L345R 1/144 - - - - =
Q347X 46/144 - - - 2/34 -
Nao-identificadas ~ 6/144 14/32 2/18 1/22 - -

Os dados sdo expressos por x/y, onde x € o nimero de alelos que contém mutag¢do no gene
da G6Pase e y o numero total de alelos do gene da G6Pase analisados em um determinado
grupo é€tnico. Cada individuo tem dois alelos do gene da G6Pase. As mutagles prevalentes
estdo em negrito. Os dados desta tabela foram obtidos a partir de CHOU & MANSFIELD
(1999).
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A localizagdo de novas mutagdes envolve o desenvolvimento de métodos nem sempre
informativos, tais como o rastreamento das mutagdes, com diferentes técnicas como SSCP
(single-strand ~ conformation polymorphism), DGGE (denaturing  gradient gel
eletrophoresis), enzimas que clivam regides 5' dos loops resultantes da conformagao
secundaria do DNA em fita simples (Clevase [ - Gibco). Além disso, resulta dificil concluir
que uma mutagdo € a causa da doenca, isto &, se a troca na seqiiéncia de DNA modifica o

fenotipo.

As mutacdes devem ser analisadas, segundo alguns critérios recomendados
(COTTON & SCRIVER, 1998), a fim de que possam ser relacionadas a doenga e
distinguidas de simples artefatos, ou mesmo se seriam uma variagdo neutra (polimorfismo).
Na doenca de Von Gierke existe grande heterogeneidade nos fendtipos observados e uma
correlagio genotipo-fendtipo pode ser de grande ajuda para ajustes na dieta e estratégias de

tratamento do paciente (RAKE et al., 1999).

Outro ponto importante se refere as mutagdes que envolvem alteragdes em sitios de
splicing, estas que representam 15% das mutagoes encontradas em doengas genéticas
humanas (KRAWCZAK et al., 1992). A natureza patologica de uma mutagdo pode,
eventualmente ser visualizada por um produto anormal de transcrigdo. Mutagoes em regides
envolvidas em mecanismos de splicing podem gerar transcritos aberrantes, mesmo sem
alteragdes envolvendo codons sindnimos, aquelas onde o aminoécido € conservado

(RICHARD & BECKMAN, 1995).
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2.5. DIAGNOSTICO

O método mais eficaz atualmente utilizado para um diagnéstico definitivo de
GSDIa, € a andlise da atividade enzimatica da glicose 6-fosfatase em microssomos
hepaticos intactos e rompidos, como estd demonstrado na tabela 3. Porém este ¢ um
procedimento invasivo, que requer bidpsia de figado, ja4 que a glicose 6-fosfatase ndo €
normalmente expressa em outras células como fibroblastos da pele ou linfocitos
(BURCHELL 1990). Por intermédio deste método € possivel se detectar ndo s6 a
deficiéncia da G6Pase, como também de um de seus outros sistemas de translocases

envolvidos com a GSDL

Tabela 3 — Anélise da atividade da G6Pase em microssomos de figado humano.

Microssomos intactos Microssomos rompidos
Vmax Km Vmax Km
(umol . min"' . mg™) (mM) (umol . min” . mg™" (mM)

Glicose 6-fosfato como substrato

Valores controle 0,2 2 0,4 1
Caso 1. GSDla 0 ND 0 ND
Caso 2: GSDIb 0 ND 0.5 1
Caso 3: GSDIc 0,1 7 0,5 1
Pirofosfato como substrato
Valores controle 0.1 2 0,3 i
Caso 1: GSDla 0 ND 0 ND
Case 2: GSDIb 0.1 3 0,3 1
Caso 3: GSDIc 8] ND 0,3 2

ND = ndo detectavel. Para diferenciar entre os varios tipos de GSDI, ¢ necessario medir a atividade enzimatica
da G6Pase em microssomos rompidos e intactos usando pelo menos dois tipos de substrato. O ensaios ¢ 0s
calculos cinéticos foram feitos de acordo com BURCHELL ef al. 1988. Exemplos de dados obtidos de trés
pacientes de GSDI foram comparados com valores normais. A atividade da G6Pase em microssomos rompidos é

a medida de sua atividade sem as limita¢Ses impostas pelas proteinas de membrana.
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A clonagem do cDNA da Go6Pase e a caracterizagio do gene humano
correspondente, possibilitaram o rastreamento de mutagdes que causam GSDIa, o que
permite a introdugdo de um diagnostico ndo-invasivo baseado em técnicas de biologla
molecular. Pode-se entdo diagnosticar precocemente pacientes, ajudando no prognostico da
doenga por meio de amostras de sangue, pele ou em caso de teste pré-natal através de

vilosidade coriénica (PARVARI et al., 1997).

O diagnostico de glicogenose tipo Ia ¢ Ib pode ser baseado em anormalidades
clinicas e bioquimicas combinado com analise de mutagdes a0 invés de ensaios enzimaticos
feitos através de biopsia de figado. Sintomas como hepatomegalia, hipoglicemia e acidose
lactica sio os mais marcantes em pacientes com GSDI, enquanto que os portadores de
GSDIb sofrem ndo sé dos sintomas descritos anteriormente, como também de infecg¢des
bacterianas recorrentes e inflamag3es intestinais, devido a neutropenia e disfungdo dos
neutrofilos. A figura 7 mostra um fluxograma diagnostico para GSDIa e GSDIb baseado
em RAKE ef al. (2000a). Se o paciente sofre de neutropenia e disfungdo dos neutrofilos,
mutacdes no gene da glicose 6-fosfato translocase (G6PT1) devem ser excluidas primeiro.
Contudo, deve-se ter em mente que especialmente nos pacientes jovens de GSDIb, estas
caracteristicas especificas nao sao obrigatorias. Se, pelo menos duas mutagBes em
heterozigose forem encontradas nos genes G6PC ou G6PT1, a analise da atividade
enzimatica em biopsia de figado ndo é mais necessaria para se estabelecer um diagnostico
definitivo de GSDIa ou GSDIb. Porém se ndo forem encontradas mutagdes em nenhum dos
dois genes, deve-se fazer um teste de tolerdncia a glicose. Observa-se nos pacientes com
GSDI queda da concentragdo de lactato no sangue em um curto espago de tempo. Portanto
se a suspeita de GSDI permanecer, ensaios enzimaticos em tecido hepatico devem ser
feitos. O diagnostico baseado em analise de DNA requer pelo menos duas mutagdes.
Consequentemente, O diagnostico de GSDIa e Ib ndo deve ser estabelecido oficialmente se
somente uma mutagio no gene G6PC ou G6PT!1 for encontrada. Contudo, as chances de ser
uma doenga semelhante a GSDIa ou Ib sdo praticamente zero. Portanto deve-se discutir
para cada paciente individualmente se com uma Gnica mutagdo em heterozigose
identificada ha necessidade ou ndo de se fazer uma bidpsia de figado para estabelecer um

diagnostico definitivo.
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Ancormalidades clinicas e bioquimicas compativeis com 6SDIL:
hepatomegalia, hipoglicemia, acidose ldctica,
retardo no crescimento, fdcies de boneca, obesidade, diarréia,
decréscime da quantidade de plaquetas, hiperlipidemia, hiperuricemia |
Recontagem de neutréfilos

|
| |

Auséncia de neutropenia Neutropenia |
\
Andlise do gene G6PC Andlise do gene G6PTL |
| |
| | | |
Auséncia de Mutacde — 6SDIa Auséncia de Mutagdo —> 65DIb
mutacdo mutagdo
| |
Andlise do gene GEPT1 Andlise do gene G&PC
| ; ‘
] | | |
i Auséncia de Mutacdo —» 6SDIb Auséncia de Muta¢do —» 6SDIa
i mutagdo mutagdo

-
|[ Teste de tolerdncia a glicose

|
| |

para outras 6SDs

Suspeita de L Suspeita de GSDI
outras 6SDs |
| |
I Andlise do DNA ou Bidpsia de figado:
:t ensaios enzimaticos andlise enzimdtica
1
1

Figura 7 — Fluxograma para o diagnostico das glicogenoses tipo Ia e Ib.
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O diagnostico bioquimico da glicogenose tipo III pode ser obtido pela analise do
glicogénio leucocitario ou por meio da observagdo da enzima bifuncional deficiente no
figado e/ou musculo. A analise em fibroblastos de pele e linfocitos também tém sido
utilizados para a analise qualitativa da enzima, permitindo a observagdo da auséncia ou de

baixos niveis da proteina nestes tecidos (DING et al., 1990, BROWN et al., 1982).

2.6. TRATAMENTO

O tratamento atualmente aplicado a pacientes com GSDI consiste em infusdo
nasogastrica noturna de glicose e administragdo de amido de milho cru, com o objetivo de
prevenir a hipoglicemia e suas conseqiiéncias bioquimicas (WOLFSDORF & CRIGLER,
1997). Ambos os tratamentos aliviam significativamente as anormalidades metabolicas da
glicogenose tipo Ia, melhorando muito seu prognéstico. Contudo a base do processo
patoldgico continua sem tratamento, € como resultado, complicagdes de longo prazo se
desenvolvem em pacientes adultos. Além disso, a eficacia do tratamento a base de dieta €

fregiientemente limitado devido 2 falta de complacéncia de alguns pacientes.

Uma alternativa a esses tratamentos € a terapia génica somatica. Essa técnica foi
recentemente demonstrada e se da por meio da administragdo de um vetor adenoviral
recombinante contendo o gene normal da G6Pase de camundongos (Ad-mG6Pase), em
camundongos com deficiéncia no gene da glicose 6-fosfatase (G6Pase-/-) que manifestaram
sintomas caracteristicos de GSDIa em humanos. Alcangou-se uma proporgao de
sobrevivéncia de 100% quando camundongos G6Pase-/- foram tratados com Ad-mG6Pase,
e dentre esses 90% sobreviveram até os trés meses de idade. A atividade hepatica da
G6Pase em camundongos impregnados com Ad-mG6Pase foi restaurada em 19%,
persistindo por setenta dias. A administragdo do vetor adenoviral também melhorou o
crescimento dos camundongos G6Pase-/- e normalizou as taxas de glicose plasmatica, o
colesterol, triglicerideos e 4cido urico. Além disso, o figado se apresentou com niveis de
depésito de glicogénio proximo do normal, sugerindo que essa doenca em humanos pode

vir a ser corrigida por terapia génica (ZINGONE et al., 2000).
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Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo a determinagdo de mutagdes em
exons e introns do gene da G6Pase em individuos portadores de glicogenose tipo Ia e por
intermédio da construgdo de minigenes foram analisadas mutagdes que poderiam estar
provocando alteragdes em sitio de splicing do gene. Esta técnica permite a observagao da
formagdo de alelos nulos pela delegdo de exons ou por retengdes intronicas na seqiiéncia
por meio do estudo dos transcritos produzidos (KAJTHARA ef al., 1995; LIU et al., 1997,
KUIVENHOVEN et al., 1996).
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Objetivos Glicogenose tipo la

Objetivo geral

¢ Identificagio de mutagdes em exons e introns do gene da glicose 6-fosfatase,
responsavel pela glicogenose tipo Ia (Doenga de Von Gierke).

Objetivo especifico

¢ Identificacdo de mutagdes que alteram os sitios de splicing do gene da G6Pase, por
meio da construgao de minigenes.
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Material e Métodos Glicogenose tipo Ia

1. CASUISTICA

Foram estudados 46 individuos provenientes de 26 familias, entre eles 27 pacientes
com quadro clinico sugestivo de glicogenose tipo Ia. Quatorze pacientes foram
provenientes do Ambulatério de Erros Inatos do Metabolismo — Hospital de Clinicas-
Unicamp, onze do Hospital de Clinicas de Porto Alegre — Servico de Genética Médica e
dois do Instituto da Crianga — Unidade Genética, Hospital das Clinicas — Faculdade de
Medicina USP.

Em apenas quatro dos 27 pacientes estudados (pacientes n® 24, 26, 27 e 51) foi
realizado o estudo bioquimico da atividlade da G6Pase através de biopsia hepatica,
confirmando o diagnéstico de GSDIa. A tabela 4 mostra os dados clinicos dos pacientes em

que foram encontradas mutagdes.
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Material e Métodos
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2. METODOS

2.1. ESTRATEGIA UTILIZADA

Apds o prévio rastreamento de alteragdes nos exons do gene G6PC, foram
pesquisadas as regides intronicas flanqueadores dos exons no gene. Uma vez encontrada
uma mutagdo intronica, foram construidos minigenes contendo seqiéncias isoladas do
DNA gendmico dos pacientes e clonadas em um vetor de expressdo para analise do mRNA
produzido, a fim de se pesquisar se essas alteragdes provocam erros em mecanismos de

splicing.

Os exons foram amplificados dois a dois, com o respectivo intron reproduzindo a
seqiiéncia observada no gene do paciente. Por intermédio do tamanho do mRNA formado,
foi analisado se este provocava alguma alteragdo nos sitios de splicing. As figuras 8 ¢ 9 a
seguir esquematizam a estratégia utilizada na construgdo de minigenes e na clonagem

desses minigenes no vetor de expressdo pSVL.
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| AMPLIFICACAO DE CADA EXON E DAS JUNCOES |
| EXON-INTRON -.

AMPLIFICACAC —» EXON-INTRON-EXON
(Construgdo de minigenes)

PCR — andlise do fragmento

et

Sy 2 i e e T L e sl

Figura 8- Estratégia seguida para construgdo de minigenes e detec¢do de alteragdes no

mecanismo de splicing do gene da G6Pase.
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Produto da PCR exon-intron-exon

v

Clonagem no vetor pGEM

¢ Clones recombinantes (coldnias brancas)

\ Deteccgdo do inserto

VAN
e |

Extragdo do plasmidio pGEM
(minipreparagdo)

v

Digestdo com Xbal e Bam HL

VAR

Preparagdo do vetor pSVL Purificagdo do inserto

N

Clonagem em pSVL

4(

Detecgdo do inserto

Y N\

PCR Minipreparagdo e digestdo
com Xbal e Bam HL.

Purificagdo do plasmidio pSVL recombinante para
transfecgdo em células COS-7

3 | Sequenciamento

Figura 9 - Esquema das etapas de clonagem do minigene no vetor pSVL.
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2.2. DESCRICAO DOS METODOS

A. EXTRAGAO DE DNA DE SANGUE PERIFERICO

O DNA dos pacientes foi extraido segundo método descrito por WOODHEAD et
al. (1986), com algumas modificagdes. Foram coletados 10ml de sangue periférico, em

tubos a vacuo (Vacutainer) contendo 0,5ml de EDTA 10% como agente anti-coagulante.

Ao sangue coletado, adicionou-se 35ml da solugdo A que ¢ composta de: Triton-
100X 1%, MgCl, SmM, sacarose 0,32M e Tris-HCI 10mM pH 8,0. A mistura foi colocada
em gelo por 30 minutos para que as hemacias fossem lisadas. Centrifugou-se a 2500 rpm
por 10 min a 4°C e retirou-se o sobrenadante. Ressuspendeu-se o pellet novamente em
20ml de solugdo A, agitando-se por inversdo até o pellet se desprender do fundo do tubo,
centrifugou-se novamente por 15 minutos a 2500 rpm, o sobrenadante foi desprezado. As
etapas de lise foram repetidas varias vezes até o pellet estivesse limpo (livre dos restos de

hemacias lisadas).

Continuando o procedimento, ressuspendeu-se o pellet em Iml de solugdo B, 2X
concentrada (Na;EDTA 20 mM; NaCl 20 mM; Tris-HCI 20 mM pH 8,0) e adicionou-se
250ul de solugdo C preparada na hora. A solugio C € composta de: 50% da solugdo B, 50%
de SDS 10% e 1mg de Proteinase K (Boerhinger Mannheim, Germany). Incubou-se em
banho-maria a 37°C durante a noite. Apos a incubagdo, tratou-se a solugdo com 1,25ml de
fenol saturado com tamp@o Tris-HCI 10 mM pH 8,0, agitou-se por inversio por 5 minutos e
centrifugou-se a 2500 rpm por 10 minutos. Em seguida, retirou-se a camada aquosa e
repetiu-se a extragdo. Retirou-se a fase superior que, apos a segunda extragdo de fenol foi

tratada com cloroférmio/alcool isocamilico na proporgio 24:1.

O DNA foi precipitado adicionando-se 0,1 volumes de acetato de sodio 3M, pH 5,5
e 2 volumes de etanol absoluto. O precipitado de DNA foi retirado da solugio com auxilio
de um bastdo e, lavou-se com etanol 70% para eliminar o excesso de sal. O DNA foi

dissolvido em quantidade apropriada (200-500ul) de TE (Tris-HCI 10 mM pH 8,0 e EDTA
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1 mM pH 8,0) e a concentragao foi determinada por leitura de absorgdo Optica a 260nm em

espectrofotometro.

B. ANALISE DO GENE G6PC:

1. AMPLIFICACAO DOS EXONS DO GENE G6PC A PARTIR DE DNA GENOMICO

Cada um dos 5 exons do gene da G6Pase foi amplificado pela técnica da PCR
(reacdo em cadeia da polimerase), utilizando-se os primers cujas sequéncias sdo mostradas
na tabela 5. A figura 10 indica a localizagdo de cada primer e o tamanho dos produtos de
amplificagio na seqiiéncia do gene. O ciclo utilizado € mostrado na figura lle a reagao de

amplificagdo se deu nas seguintes condigdes:

500ng de DNA genomico
5ul de tampdo de PCR 10X (Tris-HCI 200mM pHS,4; KCl1 500mM; MgCl; 1,5mM)
0,2mM dNTPs

0,1pg de cada primer (direto e inverso)

> @ @ @ @

2,5U/ul de enzima Taq polimerase

para um volume final de reagdo de 50ul.

el
tn
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Gene G6PC

Hinfl bl
ae
109 137
123 izam ‘ 283
b g <> +—>r <« T,
191 209 259 646 bp
—»
‘_
309 110 106 116 509 bp
« »

12,5 Kb

Figura 10 — Posi¢do dos primers utilizados na amplificagdo de cada exon do gene G6PC.
Tamanho da regido codificante (abaixo) e tamanho dos fragmentos de

amplificagdo (acima).

~———————— 30cicls |—

94°C | 94°C
Bmin 45seg

72°C_| 72°C
30seg 5 min

B2°C

30seg 40C

Figura 11 - Ciclo utilizado na amplificagdo dos exons do gene da G6Pase.
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Tabela 5 - Seqiiéncia dos primers usados para amplificagdo de cada exon e tamanho dos
fragmentos obtidos.

Exon Seqiiéncia dos primers (5°— 3’°) Enzima Fragmentos (bp)

1 VGD-1 TCT GCT GAC ATCTICCT Hinf 1 Total 306
VGR-1 GCC TCTTTT CTT GCT GA Digerido:109+197

5 VGD-2 GCA TTC ATT CAG TAA CCC - 191
VGR-2 TCC ACT CAG CTT CTG TCT

3 VGD-3 CAC CTTTAC TCC ATT CTC - 209
VGR-3 GTG GTG TGT CAG CTA CA

4 VGD-4 GCC AGG CTC CAA CATTT - 259
VGR-4 GGA GAG AAA CGG AAT GG

5 VGD-5 CTT CCT ATC TCT CAC AG Hae 100 Total: 646
VGR-5 TCA CTT GCT CCA AAT ACC Digerido:123+240+283

Os primers acima foram baseados em LEI et al. 1993.

2. DETECCAO DE MUTAGOES POR ANALISE DA CONFORMACAO DA FITA SIMPLES:
(SSCP - SINGLE-STRAND CONFORMATION POLYMORPHISM)

Os exons do gene da G6Pase foram amplificados utilizando-se os primers listados
na tabela 5. Os exons 1 e 5 foram digeridos com as enzimas de restri¢do Hinf 1 e Hae 1l a

fim de produzir fragmentos com tamanhos inferiores a 300bp.

A analise dos fragmentos pela técnica de PCR-SSCP foi inicialmente descrita por
ORITA et al. (1989) e foi realizada utilizando-se géis de poliacrilamida 10% contendo 10%
de glicerol (PAGE-polyacrilamide gel eletrophoresis) ou géis pré-moldados (PhastGel)
para o sistema Phast System (Pharmacia LKB), ambos com subsequente coloragdo com

prata.

Para os géis manuais foram utilizadas placas 165mm X 140mm. Os géis

apresentavam a seguinte composigao:

15ml de glicerol 20%
7,5ml de acrilamida/bisacrilamida 40%

0,6ml de TAE 50X (Tris-Acetato-EDTA)

* & & o

para um volume final de 30ml.
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Para a polimerizagdo adicionou-se 192l de persulfato de amo6nio 10% e 38,5ul de
TEMED. Foram aplicados Spl do produto de reagdo com 5ul de stop solution (formamida
95%, 20 mM de EDTA pH 8,0 e 0,05% de azul de bromofenol) no gel que foi submetido a
eletroforese com 225V por 6 horas em tampao TAE 1X e temperatura aproximada de 20°C.

Os géis no sistema manual foram corados pela prata da seguinte forma:

a) Fixagdo - 10% etanol; 0,5% é4cido acético, por 20 minutos a temperatura ambiente.
b) Impregnagao - solug@o de nitrato de prata 0,15 %, por 10 minutos.

c) Lavagem com 200 ml de agua destilada.

d) Revelagdo - 6g NaOH, 1,2 ml de formaldeido, completar o volume para 200ml

e) Interrupgdo - repetir solugdo de fixagéo.
Os géis no sistema Phast System foram corados pela prata da seguinte forma:

a) Etanol 10% e acido acético 0,5% por 1.5 min a 40°C,

b) Solugio de nitrato de prata 0,2%, dissolvida em solucdo de etanol 10% e acido acético
0,5% por 8 min a 40°C;

¢) Agua MilliQ (2X) por 0,2 min a 20°C;

d) Solugio de hidroxido de sodio 2% com 100ul/ml de formaldeido por 5 min a 20°C,;

e) Etanol 10% e acido acético 0,5% por 2 min a 40°C,

f) Solugdo de glicerol 10% por 5 min a 40°C.

Ao se utilizar géis pré-moldados de 12,5% com tampdo nativo (L-alanina 0,88M,
Tris 0,25M, pHS,8) foi necessario se fazer uma pré-corrida. As condigdes de corrida foram
entre 150 e 300 Vh na temperatura de 4°C. Para géis pré-moldados de 20% utilizou-se
tampao SDS (tricina 0,20M; Tris 0,20M; SDS 0,55%, pHS,1), sem preé-corrida e nas

mesmas condi¢des do gel de 12,5%.

Apos a secagem dos géis a temperatura ambiente, realizou-se a analise visual do

padrdo de migrag@o de bandas.
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3. SEQUENCIAMENTO

Para analise das mutagSes mais freqiientes (R83C e Q347X) foram feitos os
sequenciamentos dos exons 2 e 5. Também foram sequenciados alguns exons de
determinados pacientes que apresentavam alteragdes pela técnica de SSCP, shifts de bandas
que poderiam indicar a presenga de mutagdes. Sequéncias flanqueadoras dos introns de
todos os pacientes também ja foram sequenciadas a fim de se localizar mais mutagdes

intrdnicas que poderiam ser responsaveis pelo fenétipo do paciente.

Utilizou-se para o sequenciamento o kit Thermo Sequenase Radiolabeled
Terminatior Cycle Sequencing kit (Amersham), que se baseia no método de terminagdo de
cadeia usando didesoxinucleotideos (ddNTP) descrito por SANGER et al. (1977). Foram
utilizados 101 do produto da PCR, sendo 5l para cada uma das reagdes (direta e inversa).
Cada 5pl do produto de amplificagdo foi previamente tratado com Exonuclease I ¢ com
Fosfatase alcalina. A reagio contendo 5ul do produto de PCR, 1ul de Exonuclease I
(10U/ul) e 1l de Fosfatase alcalina (2U/l) foi incubada a 37°C por 15 minutos. A seguir,
as enzimas foram inativadas por aquecimento a 80°C por 15 minutos. O ciclo utilizado
durante a reagdo de sequenciamento esta mostrado na figura 12 e a mistura de reagao foi

feita como se descreve a seguir:

7ul da reagdo de pré-tratamento do produto da PCR

1ul do primer 2pmoles/ul (direto ou inverso)

2ul de tampdo (260mM Tris-HC, pH 9,5; 65mM MgClz)
2ul da enzima Thermo Sequenase (4U/ul).

8ul de H,O

® & & & o
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Foram distribuidos 4,5ul dessa reagdo para cada um dos 4 tubos contendo a mistura

de terminagao que é composta de:

¢ 2ul dGTP termination master mix (7,50M dATP, dCTP, dTTP, dGTP)
¢ 0,5ul do respectivo ddNTP marcado com o*°P:

¢ ddGTP - 0,3uM [o*-P] ddGTP (1500Ci/mmol, 450uCi/ml), 11,25uCi
¢ ddATP - 0,3uM [o*>-P] ddATP (1500Ci/mmol, 450pCi/ml), 11,25uCi
¢ ddTTP - 0,3uM [o*-P] ddTTP (1500Ci/mmol, 450uCi/ml), 11,25uCi
¢ ddCTP - 0,3uM [o**-P] ddCTP (1500C¥/mmol, 450uCi/ml), 11,25uCi

= Yligidlod e

95°C | 95°C
30 seg| 30 seg 72°C

Imin

52°C
30 seg

Figura 12 — Ciclo utilizado na reagdo de sequenciamento.

4°C

Apos os ciclos, foram acrescentados 4ul de stop solution (95% formamida, 20mM

EDTA, 0,05% azul bromofenol, 0,05% xileno cianol). Para o sequenciamento foram

utilizados géis de poliacrilamida a 6% com a seguinte composi¢ao:

7,5m! de acrilamida/bisacrilamida 40%
6,0ml de TBE 10X
25,2g de uréia

e & o o

H,0 para um volume final de 60ml.
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Para a polimerizagdo acrescentou-se S00ul de persulfato de amdnio (10%) e 50ul de
TEMED (Pharmacia). Os géis foram montados em placas de 42c¢m x 33,5cm e 39,5cm x
33,5cm. A placa maior foi tratada com Repel Silane (Pharmacia) para que o gel ficasse
aderido a placa menor. Entre as placas foram utilizados espagadores com a espessura de 0,4

mi.

As amostras foram previamente desnaturadas a 95°C por 5 minutos e 3ul foram
aplicados no gel de sequenciamento que foi submetido as seguintes condigdes de
eletroforese: 1700V, S0W e 25mA. O tempo de corrida foi variavel de acordo com ©

tamanho de cada fragmento a ser sequenciado.

O gel aderido & placa menor foi retirado com um papel 3MM e secado a vacuo por
lhora a 80°C, sendo posteriormente exposto usando filme sensivel (Kodak Biomax) por

aproximadamente 24 horas.

4. ESTUDO DO POLIMORFISMO T1176C:

O exon 5 foi amplificado usando-se os primers da tabela 5. O produto de 647bp foi
digerido com a enzima Dra 1. Na presenca da base T o fragmento € digerido apresentando
bandas em gel de agarose de 572 e 75bp. Na presenca da base C o produto ndo ¢ digerido.
O resultado da analise de restrigio foi verificado em gel de agarose 1,5%. A digestdo foi

feita a 37°C por duas horas como descrito a seguir:

¢ 17ulda PCR
¢ 1lul da enzima Dra I (10U/ul)
¢ 2ul de tampdo (10mM Tris-HCL; 10mM MgCl;; 0,1mg/ml BSA).
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5. AMPLIFICACAO DOS INTRONS DO GENE G6PC A PARTIR DE DN A GENOMICO:

Para a amplificagio e posterior sequenciamento dos quatro introns foram

desenhados e sintetizados primers cujas seqiiéncias e o tamanho dos produtos de

amplificagdo sdo mostrados na tabela 6. A figura 13 indica o tamanho dos introns e a

localizagdo de cada primer na seqiiéncia do gene. A reagdo de PCR se deu nas seguintes

condigdes:

L 4

L4

L 4

L 2

L 2

R 2

%

500ng de DNA gendmico

Sul de tampdo 10X (Tris-HCl SOmM pHS,0; KCl 50mM; 1mM DTT, 0,ImM EDTA)
Lul de MgSO,4 50 mM

1,5ul de primer 10uM cada

1,5ul de dNTPs SmM

0,5ul da Platinum Pfx DNA polimerase 2,5U/ul (Gibco)

para um volume final de rea¢do de 50ul

Gene GOPC

Figura 13 — Posig¢@o dos primers utilizados na amplificacdo de cada intron do gene G6PC e

tamanho dos introns em quilo bases. As barras vermelhas indicam a posi¢do
das mutagdes no intron 3 (IVS3-58T>A) do paciente 11 e no intron 4

(IVS4+10G>A) do paciente 6.
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Tabela 6 - Seqiiéncia dos primers usados para amplificagio de cada intron e tamanho dos

fragmentos obtidos.
Intron Segiiéncia dos primers (5°— 3°) Fragmentos (bp)

i INT1F- GGA GAC TGG CTC AAC CTC G —
INT1R- CAC CAG TAT GGA CGC TGT CC

. INT2F- GCA GTT CCC TGT AAC CTG e
INT2R- AGT ATA CAC CTG CTGTGC C

. INT3F- CAG GGA AAG ATA AAG CCG %60
INT3R- GCT GCA CAG CCC AGA AT

3 INT4F- GTG CIT GAA TGT CAT TIT GTIG GTT GGG e
INT4R- GAG GCT ACA ATA GAG CTG AGG CGG AAT

O ciclo utilizado na reagdo de PCR dos introns ¢ mostrado na figura 14.

—— 30ciclos

94°C | 94°C

Bmin | 1:30 72°C l 72°C
min 2:30 | Bmin
55°C e
1:30 ! 4°C
min '

Figura 14 - Ciclo utilizado na amplificagao dos introns do gene da G6Pase.
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C. CONSTRUCAO DOS MINIGENES

1. AMPLIFICACAO EXON-INTRON-EXON DO GENE G6PC A PARTIR DE DNA
GENOMICO

A partir do DNA genémico dos pacientes 11 e 6, nos quais foram previamente
encontradas mutagdes no intron 3 e no intron 4 do gene da G6Pase (figura 13), foi feita a
amplificagdo pela técnica de PCR da sequéncia exon3-intron3-exon4 e exon4-intron4-
exon5 utilizando-se os primers MIN3F4 e MIN3R4, e V11F e V12R respectivamente
(tabela 7). Esses primers, possuem alteragdes de dois nucleotideos para criagdo de sitios de
restrigdo de Xba I e BamH 1 no fragmento amplificado, possibilitando a clonagem

direcional no vetor pSVL (Pharmacia).

Para a reagdo de PCR utilizou-se primeiramente a enzima 7aqg DNA polimerase
(Gibco), porém esta inseriu varios erros na seqiiéncia por ndo possuir atividade editorial, os
quais foram detectados pelo sequenciamento do clone. Passou-se a usar entdo a enzima Pfx
DNA polimerase (Gibco) por possuir maior processividade e fidelidade, além de sua

atividade exonucleasica 3°—5’.

Tanto a reagdo de PCR, quanto o ciclo utilizado, foram os mesmos descritos
anteriormente para a amplificagdo dos introns (figura 14), somente mudando a temperatura
de anelamento dos primers, que foi de 58°C para o minigene 3 e 65°C para o minigene 4. O

tempo para extensdo de ambos os fragmentos foi de 2 minutos.
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Tabela 7 - Seqiiéncia dos primers usados para construgdo de minigenes e para verificagdo
da presenca de inserto nos plasmidios pGEM e pSVL e o tamanho dos

fragmentos obtidos.

Exon-Intron-Exon Seqiiéncia dos primers (5'— 3°) Fragmento
(pb)
Exon3-Intron3-Exond | MIN3F4 - CCA TGG GCA CAG CAG GTC* TAG ACT AC ~ 1600

MIN3R4 — CTG ACG GAT CCA GCAACA ACTTGA TG

Exon4-Intrond-Exon3 | V11F - GGG ATT CTA GAC TGT GCA GCT GAA TGT CTG | ~ 1650
V12R - CTG GG TTT CTC CAG GAT CCA CAG GAG GTC

pGEM T7 - TAATAC GAC TCA CTA TAG GG ~ 1736 c/ inserto
SP6 - TAT TTA GGT GAC ACT ATA G 126 s/ inserto
pSVL PSVLF - TCA CTG CAT TCT AGT TGT GGT ~ 1716 ¢/ inserto
PSVLR - CTT CTG CTC TAA ACC GGA TC 86 s/ inserto

#As bases em vermelho sdo aquelas que foram alteradas da seqiiéncia normal para a criagdo dos

sitios de restricdo de Xpa [ e BamH L

Os primers diretos, apresentam sitios para a enzima Xba I e os primers inversos para
a enzima BamH 1. Dessa forma, o fragmento amplificado pode ser ligado ao vetor
direcionalmente ¢ em uma cadeia aberta de leitura correta, o que pode ser observado na
figura 15. Somente os primers usados para amplificagdo do intron 4 foram obtidos de

KAJTHARA et al. (1995), os primers para o intron 3 foram desenhados por nos.

I Minigene clonado l
| |
Xbal BamH L

Exon Toik Exon
SV40 Late Promoter | VP1 Intron ST SV40 Late Polyad

Figura 15 - Um detalhe do vetor de expressdo pSVL mostrando seus sitios de restri¢do
para Xba [ e BamH 1 e o fragmento clonado.
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2. CLONAGEM NO VETOR PGEM

Devido a dificuldade encontrada na clonagem do inserto em pSVL, optou-se por
uma clonagem inicial apenas do minigene 4 em pGEM, para obtengdo de grandes
quantidades de inserto e para uma digestdo Xba I/BamH 1 mais optimizada para depois

proceder-se a clonagem em pSVL.

O Kit pGEM-T Easy Vector System (Promega), que usa como vetor o plasmidio
pGEM, permite a clonagem direta de produtos da PCR sem a necessidade de digestao e
purificagdo. A ligagdo utilizando o pGEM, foi feita a 4°C durante a noite da seguinte

maneira;

5ul de tampdo 2x Rapid Ligation

1ul da enzima T4 DNA ligase (3U//ul)
0,5ul do vetor pGEM (50ng/ul)

¢ 3,5ul de produto da PCR

® @ @

Apbs a reagdo de ligagdo foi necessario fazer com que o plasmidio contendo o
fragmento de interesse (minigene 4) fosse introduzido em células competentes DH5a
descritas por HANAHAN (1983). A preparagdo de células competentes para transformagao
foi feita a partir da técnica descrita por NISHIMURA et al. (1991). As solugdes utilizadas

estdo na tabela 8 e a preparagdo das células competentes consistiu das seguintes etapas:

1. A partir de uma tnica coldnia de E. Coli a cultura foi cultivada a 37°C em Sml de meio
LB liquido durante a noite;

Diluiu-se 1:100 em 10ml de TYM,;

Incubou-se a 37°C até alcangar a O.D.g00 = 0,2 - 0,6. (O.D.= densidade Optica),
Colocou-se num recipiente com 40ml de TYM,

Incubou-se a cultura a 37°C em 50ml até atingir O.D.g00 = 0,5 - 0,9;

Colocou-se em um recipiente com 200ml de TYM,

gy o i B o

Incubou-se novamente a 37°C em 250ml até atingir a O.D gg0 = 0,6;
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8. Resfriou-se rapidamente em banho de gelo por 10min;

9. Centrifugou-se por 15min a 4.200 rpm e 4°C em recipientes gelados;

10. O pellet foi ressuspenso gentilmente em 100ml de TBF1 gelado;

11. Centrifugou-se novamente por 8min a 4.200 rpm e 4°C em recipientes gelados;
12. As células foram entdo ressuspensas em 10ml de TBF2 gelado;

13. Aliquotas de 1001 foram armazenadas a - 80°C.

Tabela 8 — SolugGes utilizadas na preparagdo das células competentes.

TYM (g/l) TBFi(el) TBF2 (g/))
1,5ml MgSO, 1M 0,3g Kac SM 0,02g MOPS 1M pH 7.0
2,5g de Triptona 3,2ml KCl 3M 750ul CaCl; 1M
5g de meio LB (20g/1) 1ml CaCl; IM 33ul KCl 3M

- 17,2ml glicerol 15% 1,75ml de glicerol 15%
Autoclavar Filtrar Autoclavar
Completar para 250ml Completar para 100ml Completar para 10ml

O processo de transformagdo consistiu basicamente de choque térmico, como € descrito

a seguir:

1. Adicionou-se 5l de ligagdo a 100ul de células competentes DH5a;

2. Incubou-se em gelo por 30 - 60min,

3. Colocou-se em banho a 42°C por 1min;

4. Colocou-se imediatamente em gelo por 2min;

5 Acrescentou-se 950u] de meio LB liquido;

6. Incubou-se a 37°C por lhora sob agitagao;

7. 200 a 300pl das células transformadas foram espalhadas em placas contendo 20ml de

meio LB 4gar e ampicilina (25mg/ml). Foram espalhados nas placas 14pl de Xgal

(50mg/ml) e 50l de agua destilada antes de serem semeadas as células transformadas.
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A ampicilina serve como marca de sele¢do das colonias que foram transformadas
com éxito e que contém o plasmidio, podendo ser recombinantes ou ndo. O vetor pGEM
possui também o gene da PB-galactosidade, o que permite selecionar além das colOnias
transformadas, aquelas em que o plasmidio possui o fragmento de interesse. Através da
utilizagdo de um composto analogo a lactose, conhecido como Xgal, as colonias
recombinantes foram visualizadas e desenvolveram cor branca e as ndao recombinantes cor

azul.

As colonias recombinantes foram selecionadas, e as bactérias recombinantes foram
colocadas para crescer em agitador com 5ml de meio LB liquido e 10ul de ampicilina
(25mg/ml) durante 12 horas a 37°C. As que cresceram foram analisadas para ver se
continham o plasmidio recombinante. Os  plasmidios podem ser extraidos por
minipreparagdo e depois digeridos ou os insertos podem ser detectados pela técnica da

PCR.
3. IDENTIFICACAO DO INSERTO

Para identificar a presenga do inserto nas col6nias brancas selecionadas, este foi
amplificado pela técnica da PCR, utilizando primers especificos para o vetor pGEM (tabela
7). Apos a detecgdo da colonia recombinante, o plasmidio foi extraido em pequena escala e
posteriormente digerido com Xba I e BamH 1 para. liberagdo do inserto para clonagem no

vetor pSVL.
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3.1. AMPLIFICACAO DO INSERTO DIRETAMENTE DAS COLONIAS DE BACTERIAS
RECOMBINANTES

A reacdo de PCR para detectar a presenga do inserto no vetor pGEM foi feita da

seguinte maneira:

2,75ul de tamp3o Gibco PCR 10X (Tris-HCI 200mM pHS,4; KCI 500mM)
1,0pl MgCl, 50mM
0,275ul dNTPs 5SmM

* < $ <

0,251 primer T7 20 pMOL/pl
0,25ul primer SP6 20 pMOL/ul
0,5ul de enzima 7aq polimerase

1,1l do mix de primers {

<

¢ para um volume final de reagdo de 25pl.

O DNA plasmidial foi colocado diretamente dentro do tubo de PCR, através de uma
alcada na coldnia recombinante. O ciclo demonstrado a seguir na figura 16 foi usado na

reagdo de amplificacd@o do inserto.
|—— 30ciclos F7

94°C | 94°C
Smin | 1 min 72°C | 72°C

2 min ' 5 min

| 50°C

2 min 4°C

Figura 16 - Ciclo usado na reagdo de amplificago do inserto.
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3.2. EXTRACAO DE PLASMIDIO EM PEQUENA ESCALA (MINI-PREPARACAO)

As solucdes utilizadas para extragdo de plasmidios em pequena escala estdo listadas

na tabela 9. A minipreparagio foi feita de acordo com as seguintes etapas:

2o M g b & o e

s e G Y
N Y W AW N = O

18.

1,5ml de cultura de bactérias foram centrifugados por 2 min;

Foi descartado o sobrenadante;

Agitou-se em vortex e adicionou-se 100ul de solugéo 1

Agitou-se em vortex e deixou-se Smin a temperatura ambiente;

Foram adicionados 200pul de solugdo 2;

Agitou-se por inversao e deixou-se a temperatura ambiente por Smin exatos;
Foram adicionados 150pul de solugdo 3;

Agitou-se por inversao e incubou-se em banho de gelo por Smin;

Centrifugou-se por 5min (12-14.000 rpm);

. O sobrenadante foi retirado e transferido para outro tubo;

. No novo tubo adicionou-se 450ul de fenol/ cloroférmio/ alcool isoamilico (25:24:21);
. Agitou-se em vortex e centrifugou-se por Smin;

. Retirou-se a fase aquosa e tranferiu-se para outro tubo;

. Adicionou-se 1ml de etanol absoluto e deixou-se a temperatura ambiente por 2min;

. Centrifugou-se por 10min e descartou-se o sobrenadante;

. Foram adicionados 500ul de etanol absoluto e centrifugou-se Smin;

. Descartou-se o sobrenadante e deixou-se secar a temperatura ambiente;

Foram adicionados 30pl de TE 1X com RNase (1ul de RNase 100pg/ml em 1000l TE1X).

Tabela 9 — Solugdes utilizadas na minipreparagao de plasmidios.

Solucao 1 Solugao 2 Solugao 3
2,5ml de glicose 1M 1ml de SDS 20% 11,5ml ac. acético
1ml de EDTA 0,5M 400ul de NaOH 60ml de KAc 5M
0,625ml de Tris — HCI pHS8 2M Completar com H,O para 20ml Completar com H;O para
100ml
Completar com H,0 para 50ml
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Apos a extragdo do plasmidio recombinante, este foi sequenciado para confirmag@o
da insercdo dos sitios de restricdo de Xba 1 e BamH I pelos primers mutantes e para
verificar se tratava-se do inserto realmente desejado. O sequenciamento foi realizado

utilizando-se os primers T7 e SP6, descritos na tabela 7.

4. PREPARACAO DO VETOR pSVL E DO INSERTO PARA CLONAGEM

Tanto o vetor pSVL (Pharmacia - LKB) quanto o inserto foram previamente
digeridos com BamH I e Xba I e purificados para a ligagdo. A figura 17 mostra o mapa do
vetor de expressio pSVL e seus sitios de clonagem. A digestdo e purificagdo do vetor e do

inserto foram feitas de acordo com o seguinte protocolo:

Inserto Plasmidio

¢ 17ul da minipreparagdo ¢ 4pul de pSVL (500ug/mi)
¢ 2ul tampdo react 2 10X ¢ 2ul tampdo react 2 10X
¢ 1pl Xbal2u/ul ¢ lul Xba I2u/ul

¢ 20ul Volume final ¢ Completar para 20ul

Incubagdo a 37°C por Zhoras e posterior digestdo com BamH I

Inserto e plasmidio

¢ 20ul da digestdo com Xba I 2u/ul
2ul de NaCl 0,5M

1l de BamH I 25u/ul

® & @

2ul tampdo react 3 10X

3

Completar volume para 40ul

Todo o volume da digestdo foi aplicado em gel de agarose 1,5% com tampao de
corrida TAE 1X (Tris-Acetato-EDTA) e brometo de etidio para excisdo de banda do
plasmidio e do inserto a fim de que pudessem ser purificados utilizando o kit Concert™

Rapid Gel Extraction System (Gibco BRL).
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1506 1535

| CTCGAGI'I'CTAGAFCCGGG@AGCTCG{GATCC

Xhol  Xbal ST Sacl  BamHI
Xma I

VP Intron

Y 40 Late Polvadenilation

Sal I (2047)
EcoR V (768)

VPl Leader
Sequence

KonI (294) pBR322
Pw I (270)

SV 40 Late
Promoter

SV40 ori
pBR322

EcoR I (4366)

I PstI(3614)
(3740)

Figura 17 - Mapa do vetor de expressdo pSVL.
5. CLONAGEM NO VETOR pSVL

ApoOs a purificag@o e quantificagdo em gel de agarose do plasmidio pSVL e do inserto
pode-se calcular em nanogramas a quantidade de inserto a ser usada na ligacdo. A
quantificac@o do plasmidio foi feita usando-se um marcador de peso molecular quantitativo,
o Low DNA Mass Ladder (GIBCO BRL), e a quantidade de inserto foi calculada usando-se

a seguinte formula:

ng vetor x tamanho (Kb) nserto x3 = quantidade de inserto em ng
tamanho (Kb) vetor
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A ligagio do plasmidio pSVL ao inserto (minigene 3 contendo mutagao no intron 3 e
minigene 4 contendo mutagio no intron 4), foi testada com e sem a purificagdo de ambos
ap6s a digestdo. As quantidades do vetor pSVL e do inserto a serem colocadas na reagao
mudam de acordo com a concentragdo e tamanho dos mesmos. A reagdo de ligagdo

utilizada é descrita abaixo:

3ul tampao 5x (250mM Tris-HCI, 50mM MgCl;, 5SmM ATP, SmM DTT)
1pl de enzima T4 DNA ligase 1U/ul (Gibco)
1ul do vetor pSVL 40ng/ul

®* & o o

Ambos previamente digeridos
5ul de inserto 10ng/ul

A transformagdo foi feita como descrito anteriormente para o plasmidio pGEM
(item 2). Porém o vetor pSVL somente pode ser selecionado através do gene de resisténcia

a ampicilina (Amp"), o que dificulta ainda mais a seleg@o de coldnias recombinantes.

6. IDENTIFICACAO DO INSERTO NO VETOR PSVL PELA TECNICA DA PCR DIRETAMENTE
DAS COLONIAS

A reagio de PCR foi feita utilizando-se para isso primers especificos para o vetor

pSVL (tabela 7) como descrito a seguir:

5ul de tampdo Gibco PCR 10X (Tris-HCI 200mM pH8,4; KC1 500mM)
1,5ul MgCl; 50mM

5ul dNTPs 2mM

0,2pg de cada primer (direto e inverso)

2,5U de enzima Taq polimerase

® & & & ¢ o

para um volume final de reagdo de 50l

O DNA plasmidial foi colocado diretamente dentro do tubo de PCR, através de uma

alcada na colonia recombinante.
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O ciclo usado na reagdo de amplificagdo do inserto, foi igual ao usado para a
amplificag@o de introns (figura 14), mudando-se apenas a temperatura de anelamento para

58°C. Foram rastreadas 200 coldnias para o minigene 4 e 50 coldnias para o minigene 3.

7. EXTRACAO DE PLASMIDIO

O plasmidio foi extraido das col6nias recombinantes selecionadas e uma pequena
aliquota foi digerida com Xba I e BamH I para mais uma confirmagio da presenga ou nio
do inserto. Os plasmidios recombinantes foram extraidos e purificados através do Kit
GFX™ Micro Plasmid Prep Kit (Amershan Pharmacia), para o posterior experimento de

transfecgao.
8. CULTURA DE CELULAS COS-7

As células COS-7 foram gentilmente cedidas pelo Dr. Carlos Frederico Martins Menck,
do Departamento de Microbiologia, ICB, USP. Estas células sio fibroblastos de macaco
(células CV-1) transformadas pelo virus SV40 que é deficiente na regido de origem de
replicagdo. Elas expressam o antigeno T constitutivamente e quando transfectadas com um
vetor contendo uma origem de replicagdo normal para SV40, tém todos os outros genes
virais necessarios para gerar miltiplas copias do vetor, proporcionando altos niveis de
expressao (GLUZMAN ez al., 1981).

Apos obtengdo de células confluentes em garrafas de 25cm? estas foram retiradas
utilizando-se solugao de tripsina (0,5 ml por 5 minutos) para o desgarramento das células.
Foram colocados 5ml de soro fetal bovino (SFB) para a inativagio da tripsina e
posteriormente 20ml de meio DMEM (Dulbeco’s modified Eagle Medium - Cultilab)
contendo 10% de SFB (Cultilab). Homogeneizou-se o material distribuindo-se cerca de
10ml dessa mistura para cada garrafa de 25cm’. Incubou-se em estufa seca a 37°C. No dia
seguinte o meio de cultura foi trocado por meio novo. Apds a obtengio de varios tubos com

células confluentes, estas foram congeladas até que o experimento de transfecgdo tivesse
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inicio. Para isso foi utilizado um meio de congelamento contendo glicerol (Nutricell) e o

congelamento das células foi feito da seguinte forma:

1. As culturas foram tripsinizadas, com imediata inibi¢do por SFB;
2. Centrifugou-se a 1.000 rpm por Smin;
3. Retirou-se o sobrenadante e as células foram ressuspendidas em 1lml de meio de

congelamento;

4, Armazenou-se a -70°C em ampolas de congelamento até a necessidade de utilizag@o.

9. TRANSFECCAO DO PLASMIDIO PSVL RECOMBINANTE EM CELULAS COS-7

A transfecgio em células COS-7 foi feita através da técnica de co-precipitagdo por
CaCl, e utilizou-se para isso o Kit Calcium Phosphate Transfection System (Life
Technologies). As células COS-7 foram plaqueadas 24 horas antes e incubadas a 37°C em
estufa contendo 5% de di6xido de carbono. O meio das células foi trocado 3 horas antes da
transfecgdo e a concentragdo do plasmidio pSVL transfectado que deu melhores resultados
foi de 2,5ug/ul. Foram utilizados 25ul do plasmidio nesta concentragdo para um volume

final de 430pl. A técnica de transfecgdo foi feita de acordo com as seguintes etapas:

1. Utilizou-se 1ml da solugdo de suspensio de fosfato de calcio e DNA para cada placa de

células de 100mm. Esta solugio foi feita da seguinte forma:

a) Preparou-se 0,5ml de 1X HBS (HEPES, NaCl) no momento do uso para cada placa de
100mm. Para preparar 1ml de HBS 1X foram adicionados 0,885ml de HO estéril a
0,1ml de 10X HBS em um tubo estéril e misturou-se bem. Adicionou-se a esta solugao
15ul de solugdo de NaOH e homogeneizou-se.

b) Foram utilizados dois tubos estéreis para cada amostra de DNA que foi precipitado.
Adicionou-se ao tubo 1, 0,5ml de 1X HBS e 10ul de solu¢do de fosfato (fosfato de
s6dio mono e dibasicos). Ao tubo 2 adicionou-se 0,43ml de HyO estéril menos um
volume Y (volume do DNA carreador = DNA de esperma de salm@o) e menos um
volme Z (volume de DNA plasmidial).
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DNA: A quantidade total de DNA carreador mais DNA plasmidial deve ser igual a 20ug;
DNA carreador: 20ug de DNA carreador menos X pg de DNA plasmidial = total de pg do
DNA carreador;

DNA plasmidial: O volume de DNA plasmidial (volume Z) utilizado foi de 25ul
(2,5pg/ul). Portanto:

0,43ml H,O — (volume Y + volume Z) < 20ug

c) Adicionaram-se os DNAs ao tubo 2 misturando-os gentilmente com a H,O.

d) Adicionou-se ao tubo 2 10ul da solugdo de calcio e misturou-se gentilmente
adicionando-se posteriormente mais 50ul da mesma solugio.

e) Uma pipeta estéril de 1ml foi colocada no tubo 1 e borbulhou-se gentilmente ar para
dentro da solugd@o para que esta pudesse se misturar lentamente.

f) A solugdo contendo os DNAs (carreador e plasmidial) e calcio do tube 2 foi pipetada e
adicionada lentamente ao tubo 1, enquanto o ar era borbulhado simultaneamente na
solugao do tubo 1. Apds a mistura das duas solugdes observou-se a formagdo de um
precipitado branco.

g) A suspensao foi deixada em temperatura ambiente por 20 minutos.

2. O precipitado foi misturado com uma pipeta até que estivesse totalmente ressuspendido
e a suspensio foi adicionada a placas com cultura de células contendo 10ml de meio
DMEM com 10% de soro fetal bovino.

3. As placas contendo o precipitado foram deixadas na estufa a 37°C de 10 & 24 horas.

4. O meio com o precipitado foi removido e adicionou-se meio novo que foi deixado por
24 horas.

5. O meio foi removido e as células COS-7 raspadas da placa com uma espatula estéril

para extragdo do RNA mensageiro.
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10. ISOLAMENTO DE MRNA TOTAL

Apos 48 horas da transfecgdo, as células COS-7 foram raspadas da placa de cultura
com o auxilio de uma espatula e ressuspendidas no préprio meio DMEM. Uma aliquota da
suspensao celular foi colocada em tubo de microcentrifuga e centrifugada até formar pellet.
A partir dai deu-se inicio a extragdo de RNA mensageiro total, transcrito a partir dos
minigenes 3 e 4 contendo a seqiiéncia normal e mutante clonadas no plasmidio pSVL. Foi
utilizado o Kit QuickPrep Micro mRNA Purification (Amershan) que durante a extragio ja
separa 0 RNA total do RNA mensageiro total através de uma coluna de oligo(dT). As

etapas da extragao do RNA sdo descritas a seguir:

1. Uma aliquota da suspens@o celular foi centrifugada até formar pellef e depois retirou-se
o sobrenadante.

2. Adicionou-se 0,4ml de tamp@o de extra¢do (solugdo aquosa contendo tiocianato de
guanidina e N-lauroil sarcosina) as células, agitando-se até obter uma solugio
homogénea.

3. Diluiu-se a amostra acrescentando-se 0,8ml de tamp@ao de eluigdo (10mM Tris-HCI,
ImM EDTA) e agitou-se o tubo.

4. Centrifugou-se cada amostra por 1 minuto e colocou-se de 1 a 1,5ml do homogeneizado
celular sobre o pellet de oligo(dT) — celulose (25mg/ml).

5. O tubo foi fechado e invertido para ressuspender o oligo(dT), misturando-se
gentilmente por 3 minutos.

6. Centrifugou-se o tubo por 10 segundos a 14.000rpm e removeu-se o sobrenadante com
pipeta.

7. Adicionou-se 1ml de High Salt Buffer (10mM Tris-HCI, 1mM EDTA, 0,5 M NaCl) e
ressuspendeu-se o oligo(dT)-celulose por inversao.

8. Centrifugou-se por 10 segundos e removeu-se o sobrenadante com pipeta. Repetiu-se a
mesma lavagem por 4 vezes.

9. Adicionou-se 1ml de Low Salt Buffer (10mM Tris-HCl, ImM EDTA, 0,1 M NaCl) ao

pellet de oligo(dT) e ressuspendeu-se por inversao.
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10. Centrifugou-se por 10 segundos e removeu-se o sobrenadante com pipeta. Repetiu-se a
mesma lavagem mais uma vez.

11. Ressuspendeu-se a resina em 300ul de Low Salt Buffer e transferiu-se para uma coluna
de microcentrifuga que foi colocada dentro de um tubo de microcentrifuga de 2ml.
Centrifugou-se 5 segundos a 14.000 rpm.

12. Descartou-se o que passou para o tubo de 2ml e a coluna foi recolocada no tubo.
Adicionou-se 500ul de Low Salt Buffer. Repetiu-se este passo por mais duas vezes.

13. A coluna foi removida e recolocada sobre tubo de microcentrifuga estéril. Adicionou-se
200p1 de tampio de eluigdo pré-aquecido a 65°C sobre a resina.

14. Centrifugou-se por 5 segundos a 14.000rpm e a coluna foi removida. O tubo contendo o

RNA mensageiro foi armazenado em freezer —70°C até a sua utilizago.
11. SINTESE DE CDNA

A reagdo de sintese do cDNA a partir dos mRNAs extraidos foi feita utilizando-se o
Kit ThermoScript RT-PCR System (Gibco BRL). Foram sintetizados cDNAs usando-se
oligo(dT) como primer. Na reagdo foram colocados 4ul de mRNA de cada amostra que
apresentou uma concentragdo variavel de 1 a 2pg/ul. A reagdo foi feita de acordo com as

etapas descritas a seguir:

1. Em um tubo de 0,2ml foram colocados:
¢ 1ul de oligo(dT)z SOuUM

¢ 4ulde RNA 1ug/ul

¢ 5ul de H,O DEPC
A

reagdo foi incubada por 5 minutos a 65°C e colocada em seguida em banho de gelo.

38



Material e Métodos Glicogenose tipo la

2. Enquanto isso preparou-se a reagdo abaixo em gelo:

¢ 4ul de tampao de cDNA 5X (250 mM Tris-acetato, 375 mM de acetato de potassio,
40mM de acetato de magnésio)

1pl de DTT 0,1IM

1l de RNaseOUT 40U/l

2ul de dNTPs 10mM

1ul da enzima ThermoScript RT 15U/l

1ul de H,O DEPC

* & & o+ o

3. Pipetou-se a reagdo acima e colocou-se em cada tubo no gelo contendo oligo(dT) e
RNA mensageiro, obtendo-se um volume final de 20pl.

4. As amostras foram colocadas em maquinas pré-aquecidas e incubadas a 55°C por 45
minutos e 85°C por 5 minutos. Adicionou-se 1ul de RNase H (2U/ul) e incubou-se a
37°C por 20 minutos.

5. O cDNA foi armazenado a —20°C até ser utilizado para amplificagdo pela técnica da
PCR.

12. AMPLIFICACAO DOS MINIGENES A PARTIR DO CDNA

Os cDNAs correspondentes aos transcritos dos minigenes 3 e 4, controle normal e
mutante, foram amplificados utilizando-se primers cujas seqiéncias e os tamanhos de
amplificagdo sio mostrados na tabela 10, os primers V6F e V4R foram descritos por
KAJIHARA et al. (1995). Os tamanhos dos fragmentos de amplificagdo do transcrito
normal e mutante foram comparados com o objetivo de analisar se as mutagGes intronicas
clonadas provocavam ou néo alteragao de sitio de splicing . O ciclo utilizado na reagéo de
PCR esta representado na figura 18. A reagdo de amplificagdo se deu nas condigOes

descritas a seguir:
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L 2

1ul de cDNA

Sul de tamp3o de amplificagdo Pfx 10X (Tris-HCl 50mM pH8,0; KCl 50mM; 1mM
DTT, 0,imM EDTA)

1ul de MgS0450 mM

1,0ul de cada primer 10uM

1,0ul de dNTPs 10mM

0,2ul da Platinum Pfx DNA polimerase 2,5U/ul (Gibco)

¢

* & > o

*

para um volume final de reagé@o de 50ul.

Tabela 10 - Seqiiéncia dos primers usados para amplificagdo dos fragmentos transcritos e

tamanho dos fragmentos obtidos.

Minigene Seqiiéncia dos primers (5’— 3°) Fragmentos (bp)
3 V3F- ACT ACG TGA TGG TCA CATCT 171
V3R- CAG CAA CAA CTT GAT GAG GA
4 V6F- GTC GTG CAG CTG AAT GTCTG 236
V4R- TCC AGA GTC CAC AGG AGG TC

——1 30ciclos ——
94°C = 94°C
5min @ 1:30 68°Ci 68°C
min 45seg  Bmin
55°C
45seg f 4°C

Figura 18 — Ciclo utilizado na amplificagdo dos fragmentos transcritos a partir dos
minigenes 3 e 4.
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1. ALTERACOES ENCONTRADAS

Foram encontradas oito alteragdes no gene G6PC, responsavel pela glicogenose tipo
Ia incluindo, uma nova mutagdo de ponto que foi publicada durante o desenvolvimento do
trabalho, duas novas alteragdes intrénicas, uma nova mutagéo silenciosa e quatro mutagdes
de ponto conhecidas. Foi estudada também a regido polimorfica previamente descrita na
posi¢do 1176. O genédtipo C/C foi encontrado em 70,4% dos individuos portadores de
GSDIa estudados, enquanto que o gendtipo T/T foi observado em apenas 7,4% dos
pacientes. As mutagdes encontradas nas regides intronicas foram estudadas por meio da
técnica de minigenes para analise do mecanismo de splicing € comprovou-se que as
mutacdes IVS3-58T>A e IVS4+10G>A ndo provocam a formagdo de transcritos

aberrantes. A tabela 11 apresenta um resumo de todas as alteragdes encontradas.

Tabela 11 - Resumo das alteragdes detectadas.

Nucleotideo | Aminoacido | Exon Método de deteccio Referéncias
1| A®ST D38V 1 SSCP/Sequenciamento Cthi‘sr!alier -Porst ez
al. 1996
2* | GP*lsA G68R 1 Sequenciamento f;;tgrato etal.
4 |GMsA P145 3 Sequenciamento este trabalho
5 | 641-58T>A - 3/4 | Sequenciamento este trabalho
6 | 641410 G>A - 4/5 | Sequenciamento este trabalho
7 | 6" 5T V338F 5 | SSCP/Sequenciamento | Rake et al. 1998
g ([ C T Q347X 5 Sequenciamento Lei et al. 1994
9*] THC L366S 5 |Dral Lam ef al. 1998b

(a) Mutagdo nova publicada no decorrer deste trabalho; (b) regido polimorfica.
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A figura 19 esquematiza a localizagdo da mutacdo missense nova, as alteragdes
intrénicas, a mutagdo silenciosa e as mutagdes previamente descritas encontradas nos

individuos estudados, incluindo o polimorfismo T1176C.

Ti176C
C11187
C326T G511A 61012C
I 641+10 654
641-58T—>A

Figura 19 - Mutag3o missense nova (azul), mutagdes ja citadas na literatura (vermelho),

altera¢Oes intronicas (verde), mutagdo silenciosa (rosa) e polimorfismo

(preto).

2. RESUMO DAS ALTERACOES ENCONTRADAS NOS PACIENTES ESTUDADOS

A tabela 12 mostra as alteragdes e o polimorfismo encontrados nos individuos

estudados que apresentam sinais clinicos de glicogenose tipo L.

Tabela 12 — Genétipo dos pacientes com relagdo as mutagdes no gene G6PC.

FAMILIA PACIENTES MUTACAQ POLIMORFISMO T1176C
ALELO 1 ALELO 2 alelo 1/alelo 2
4 6 (F) 641+10G—A normal G
6 L1 (F) G S GB'sA C/C
G SA G A
641-58T—A | 641-58T—A
7 14 (F) Cc''"*>T c'oT C/C
1° 24 (F) G'PT G"">T T/T
25 (F) GIOIZ-—-)T Gmlz_;[‘ T/T
13 26 (M) C®LsT G cIc
13 27 (F) AP gy AAT clc
16 32 (F) T g Gy c/C
20 41 M) o T C/C
26 51 (F) LT T C/IC
(M) masculino; (F) feminino; (a) os individuos 24 e 23 sio irmis.
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3. ANALISE DAS MUTACOES NO GENE G6PC

3.1. AMPLIFICACAO DOS EXONS

Os cinco exons do gene G6PC foram amplificados através da técnica da PCR
(reagio em cadeia da polimerase), usando primers da tabela 5. A figura 20 mostra a

amplificagio de todos os exons numa corrida de eletroforese em gel de agarose 0,8%,

mostrando o tamanho previsto para cada exon, conforme a tabela 5.

600pb

100pb

Figura 20 — Amplificagdo dos 5 exons do gene G6PC através da reagdo da PCR. M — marcador de

peso molecular de 100pb-Gibco BRL.

3.2. RASTREAMENTO DE MUTACOES PELAS TECNICAS DE SSCP E

SEQUENCIAMENTO

Através da técnica de SSCP foram identificados padrdes anormais de migragdo das
bandas em eletroforese somente nos pacientes 24, 25 e 27, sendo as outras mutagoes
identificadas diretamente por sequenciamento. A analise por SSCP ndo se mostrou
informativa, uma vez que, surgiram varios falsos positivos e negativos. Portanto, todos os

exons foram sequenciados independentemente do resultado da técnica de SSCP.
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Detectou-se através desta técnica uma mutacdo de sentido trocado, ja descrita na
literatura em homozigose G'“"*5T (GTC — TTC, V338F) nas pacientes 24 e 25 que sio
duas irmds. A mutag¢do provoca a substituicdo do aminoacido Valina (Val) por Fenilalanina

(Phe) (figura 21).

A) N M By 6 ATC GATC
- - A e —
T
Phast System c
Gel 20% V338F
Tampdo SDS 6> r
350 Vh T
€
‘___' A
G
P Es=E N)

Figura 21 — Mutagdo V338F. Em A) - Resultado da técnica de SSCP a partir da digestao
do exon 5 da paciente 24 (M) e de um controle (N) com a enzima Hae III. As
setas vermelhas indicam o padrio anormal de eletroforese para a paciente 24.
Em B) - Sequenciamento ilustrando a mutagdo G'°"? T (V338F) no exon S

do gene da G6Pase das pacientes 24 e 25 (P) e a seqiiéncia normal (N).

Utilizando-se a técnica de SSCP e sequenciamento foi encontrada também a
mutagdo D38V que provoca a troca da base A por T na posi¢ao 192 (GAC—-GTC) no exon

| do gene G6PC (figura 22). Essa alterag@o identificada na paciente 27, provoca a troca de

Acido Aspartico (Asp) por Valina (Val).



Resultados Glicogenose tipo Ia

A)

SSCP Manual
Gel 10%
Tampdo TAE
225 Vh

Figura 22 — Em A) SSCP do exon 1 de alguns pacientes com GSDIa. As setas mostram um
padrdo de migragdo de bandas alterado na paciente 27. Em B) Mutagdo
A2 5T (D38V) no exon 1 do gene da G6Pase da paciente 27.

A figura 23 ilustra a mutag@o intrOnica encontrada no intron 4 da paciente 6 em
heterozigose. Esta alteragdo foi visualizada através do sequenciamento do exon 4 e
utilizando-se a técnica de minigenes foi possivel analisar se esta mutagido era responsavel

por altera¢des no mecanismo de splicing ou ndo, o que sera descrito mais adiante.

4 6ATCGATC
IVS4+106>A 4 z

641+10g —a
t
c G
g A
9 ¢ Exon4
g T
G
T

Figura 23 - Mutagdo de G —A na posi¢do 641+10 do intron 4 em heterozigose no paciente

6 (P) e a sequiéncia normal (N).
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Na paciente 11 foram encontradas trés alteragdes, sendo uma mutag¢do de ponto
nova, uma mutagio silenciosa e uma mutagdo intronica. A mutagdo nova foi detectada no
exon 1, em homozigose e provoca a troca da base C para T na posigdo 281. Esta mutacdo
de sentido trocado converte o aminoacido Glicina para Arginina no codon 68 (GGA—-AGA,
G68R). A mutagio silenciosa foi encontrada no exon 3 em homozigose € provoca a troca da
base G para A na posi¢do 511, o que ndo altera o aminoacido Prolina no codon 145
(CCG—CCA, P145). A mutagdo no intron 3, [VS3-58T>A, visualizada através do
sequenciamento do exon 4, foi encontrada em homozigose e provoca a troca da base T para
A na posi¢io 641-58 e também foi utilizada a técnica de minigenes para analise do seu

efeito. A figura 24 mostra as trés alteragdes detectadas neste paciente.

A) GATCGATCGATC
6 _-""" .
nt Nz
G >4
A ‘-* -
- N -
G
A/
c
1.
T
IVS3-58T>A N
641-58t —a
g
1.

Figura 24 — A) Mutag@o G**! 5A no exon 1 da paciente 11(P), alterando no codon 68 o
aminoacido Glicina por Arginina. O pai (F) e a mde (M) da paciente 530
heterozigotos para a mutagdo; B) Mutagao silenciosa P145 em homozigose;
C) Mutagio em homozigose no intron 3 da paciente 11 (M) e a sequéncia

normal (N).
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Os pacientes 14 e 41 sdo homozigotos para a mutagio ja descrita na literatura
Q347X, que leva a substituicdo do aminoacido Glutamina por um codon de terminagdo. O
sequenciamento direto do produto da PCR revelou uma transi¢io de C para T na posi¢ao
[118 (CAG-TAG) no exon 5. A figura 25 ilustra a mutacio Q347X presente em ambos os

pacientes.

GA'T € 68 T €

y
C
£

Q47X &

Clils iy T
A
s
G

Figura 25 - Mutagdo Q347X (C''"®*-5T) encontrada em homozigose no exon 5 dos

pacientes 14 e 41; (P) paciente e (N) seqiiéncia normal.

Foram encontradas nos pacientes 26, 32 e 51, através da técnica de sequenciamento,
a mutacio de sentido trocado R83C (C***->T) em homozigose no exon 2. Esta mutagdo
provoca a substituicdo do aminoacido Arginina no cédon 83 por Cisteina (CGT—> TGT)

como pode ser observado na figura 26.

6 A T C 6 A TC

Figura 26 — Mutagdo C’**-T (R83C) no exon 2 do gene da G6Pase presente nos pacientes

26,32 e 51 (P) e a sequéncia normal (IN).
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4. ANALISE DO POLIMORFISMO T1176C

A figura 27 mostra o padrdo da digestdo do exon 5 do gene da G6Pase pela enzima
de restricdo Dra I, utilizado na analise do polimorfismo T1176C. O produto da PCR de
647bp quando digerido com a enzima Dra [ em presenga da base T, € cortado apresentando
bandas em gel de agarose de 572 e 75bp. Na presenga da base C o produto da PCR ndo €
digerido, como pode ser observado no gel da figura 28. O estudo desse polimorfismo foi
feito em todos os pacientes em um total de 27 individuos. Foram estudados também 50
individuos ndo portadores de glicogenose tipo Ia, o resultado pode ser observado na tabela

13.

Oral

647pb

Figura 27 — Padrdo de digestdo do produto da PCR do exon 5 com Dra I. Em presenca da

base T, o fragmento de 647pb € digerido em 572 e 75pb.

647pb

572pb

Figura 28 — Analise de restrigdo para o polimorfismo T1176C com a enzima Dra I. M- marcador
de peso molecular de 100pb-GibcoBRL. 1- produto da PCR nao digerido; 2- auséncia
do sitio de restri¢do para Dra [, homozigoto para C; 3- heterozigoto T/C; 4- presenga

do sitio de Dra I, homozigoto para T.
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Tabela 13 — Resultado da analise do polimorfismo T"'"*—C.

Nimero de Polimorfismo T1176C Porcentagem (%)
Individuos analisados individuos Alelol/Alelo 2
analisados
C/C 73
Portadores de GSDIA 26 T/T 3.8
T/C 232
Nao portadores de % CC ol
GSDIa 30 Ll 10
T/C 30

5. ANALISE DOS INTRONS DO GENE G6PC

5.1. AMPLIFICACAO DOS INTRONS

Os introns 1, 2, 3 e 4 foram amplificados através da técnica da PCR utilizando-se os
primers descritos na tabela 6, como pode ser observado na figura 29. Inicialmente foi
utilizada a enzima 7ag DNA polimerase para a amplificagdo dos introns, contudo esta ndo
se mostrou muito eficaz na amplificagio de fragmentos longos, sendo substituida pela

enzima Pfx DNA polimerase (Gibco BRL).

M

Figura 29 - Amplificagdo dos introns 1, 2, 3 e 4 do gene G6PC. M-marcador de pesc
molecular de 1Kb-GibcoBRL.
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5.2. SEQUENCIAMENTO DOS INTRONS

As seqiiéncias flanqueadoras dos introns 1, 2, 3 e 4 de todos os outros pacientes € de
individuos normais ndo portadores de GSDIa foram sequenciadas € nao revelaram outras
mutacdes intrénicas. O sequenciamento dos introns 3 e 4 foi facilitado uma vez que estes
foram clonados no vetor pSVL para transfecgdo, pois o seu sequenciamento a partir da PCR
¢ muito dificil devido ao tamanho dos fragmentos. O sequenciamento dos introns 1 e 2 fo1
realizado & partir do produto da PCR. O fato de se tratar de fragmentos grandes (~3Kb)
dificultou a leitura, sendo necessario varios tempos de corrida. As seqiiéncias estdo

editadas no anexo L.

6. CONSTRUCAO DE MINIGENES

6.1. AMPLIFICACAO DOS MINIGENES

Para a construgdo de minigenes, cujo objetivo foi estudar o efeito das mutagdes
‘ntronicas no mecanismo de splicing do gene G6PC, foi feita a amplificagdo do minigene 3
(exon3-intron3-exon4) do paciente 11 e do minigene 4 (exon4-intron4-exons5) da paciente
6, nos quais foram detectadas previamente as mutagdes IVS3-58T>A e [VS4+10G>A. Para
a construcdo foram utilizados primers mutantes descritos na tabe'a 7. O resutado da

amplificagdo da reagdo da PCR ¢ observado na figura 30.

M P11 c

2Kb
1,65Kb

1,65Kb

Figura 30 - Amplificacdo por PCR dos minigenes. A) construgdo exon3-intron3-exon4 do paciente
11 e controle; B) construgio exond-intron4-exon5 da paciente 6 ¢ de dois controles. M

= marcador de peso molecular 1Kb-Gibco BRL.
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Ambos os minigenes foram amplificados utilizando-se a enzima Ffx (Gibco) pela
sua facilidade de amplificar fragmentos maiores e pela atividade editorial 3’5" da

enzima, que minimiza erros na seqiiéncia amplificada.

6.2. CLONAGEM NO VETOR PGEM

Apbs a amplificagio do minigene 4 (exon4-intrond-exonS), este foi clonado no
vetor pGEM, e a selegdo das coldnias recombinantes foi feita utilizando-se os primers T7 e
SP6. Entre as vinte coldnias brancas selecionadas, apenas uma continha o inserto do
tamanho desejado, como pode ser observado na figura 31. O minigene 3 (exon3-intron3-

exon4) foi clonado diretamente no vetor pSVL.

1,65Kb

Figura 31 - PCR das colonias recombinantes, a seta indica a col6nia cujo inserto apresenta

o tamanho desejado. M = marcador de peso molecular de 1Kb-Gibco BRL.

O fragmento clonado (minigene 4) foi entdo sequenciado para confirmar se haviam
erros na seqiiéncia do inserto e se os sitios de restrigdo para as enzimas Xba I e BamH 1
haviam sido inseridos pelos primers mutantes. Também era importante determinar qual o
alelo havia sido clonado, se o normal ou mutante, ja que a mutagdo em questdo €
encontrada em heterozigose no paciente. O sequenciamento revelou que o inserto clonado
se tratava do alelo normal, como mostrado na figura 32. O alelo mutante foi obtido em

clonagens posteriores da mesma forma descrita.
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=

Seqtiencia reconhecida pela enzima BamH I:

6|6ATCC
CCTAG

| Minigene 4 clonado |

[ l
Xba BamH I

Exon 5
~— Intron 4
| SV40 Late Promoter [VP! Infron ESSa V40 Late Polyad

aQQO-HHHOHOOPQRQAE OO0

Figura 32 - Sequenciamento do clone recombinante contendo o minigene 4, mostrando a
sequéncia do primer V12R e a inserg¢@o do sitio de restrigdo para BamH L, na
regido 3' do fragmento amplificado. As bases trocadas no primer mutante para

inser¢do do sitio de BamH I estdo em negrito.

6.3. CLONAGEM NO VETOR PSVL:

Para a clonagem no vetor pSVL, tanto o plasmidio pSVL quanto o inserto
(minigenes 3 e 4, controle e mutante) passaram por uma digestdo dupla com Xba I e BamH
[ para que extremidades coesivas compativeis fossem criadas, possibilitando o processo de
ligagdo do inserto no vetor proporcionando uma clonagem direcional. A figura 33 mostra o
plasmidio pSVL e o fragmento a ser clonado (minigene 4) ja digeridos e purificados com o
kit ConcertT" Rapid Gel Extraction System. A purificagio de ambos é necessaria para
otimizar a clonagem, porém melhores resultados foram alcangados, tanto na clonagem do
minigene 3 quanto do 4, sem a purificacdo do inserto, provavelmente porque durante o
processo de purificagdo a extremidades coesivas podem ser perdidas comprometendo o

processo de ligagdo.
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49Kb
1,65Kb

Figura 33 - Vetor pSVL e fragmento amplificado do paciente 6 (P6) e de um controle (C)
j4 digeridos e purificados (M = Marcador de peso molecular de 1Kb-Gibco

BRL) para clonagem em pSVL.

A selecdo dos clones recombinantes foi feita em placas de meio LB solido contendo
ampicilina. A verificagdo da presenga do inserto foi feita primeiramente por PCR utilizando
primers que flanqueiam o sitio de inser¢do do fragmento no plasmidio (tabela 7). Um
exemplo do rastreamento das colonias por PCR é mostrado na figura 34, nesse caso foi

clonado o minigene 4. Entre 200 coldnias rastreadas apenas uma continha o inserto do

tamanho desejado.

1,6Kb

gopb — i DL L L L L L L L L 28

Figura 34 — Um exemplo da utilizagdo da PCR para constatar a presenga ou ndo do mserto em
colénias selecionadas. A banda de 86pb é referente a amplificacdo de seqiiéncias do
vetor pSVL sem o fragmento inserido. A banda de 1,6Kb corresponde ao minigene

4 clonado. M — marcador de peso molecular de 1Kb-Gibco BRL.

Na clonagem do minigene 3 fez-se também um rastreamento por PCR em 50
coldnias e apenas uma apresentou o tamanho desejado. Como a mutagdo no intron 3 €

observado em homozigose no paciente, ndo foi necessario fazer-se outra clonagem.
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Apos um rastreamento inicial das coldnias por PCR, aquelas que continham
plasmidios recombinantes com o inserto do tamanho correto, foram colocadas em meio
liquido a 37°C durante a noite e seus plasmidios foram extraidos em pequena escala para
digestdo com Xba I e BamH 1 e sequenciados utilizando-se os primers pSVLF e pSVLR
descritos na tabela 7. Desse modo confirmou-se a insercdo dos sitios de restrigdo (Xba I

e BamH 1) e a presenga do inserto correto (figura 35).

M C PitL

Inserto 1.6Kb

Figura 35 — Dupla digestdo dos plasmidios recombinantes. A) Vetor pSVL e minigene 3,
controle (C) e mutante (paciente 11), o inserto possui 1,65Kb; B) Vetor pSVL e
minigene 4, controle (C) e mutante (paciente 6), o inserto possui [,6Kb. (M =
marcador de peso molecular de 1Kb-Gibco BRL).

6.4. ANALISE DOS TRANSCRITOS

-

Os plasmidios contendo os minigenes 3 e 4, controle e mutante, foram
purificados e transfectados em células COS-7 para expressdo transiente de seus mRNAs.
Apos a transfecgdo, os RNAs mensageiros de cada amostra foram extraidos e através de
um RT-PCR, cujos primers utilizados sdo mostrados na tabela 10, amplificou-se os
fragmentos que foram obtidos a partir da expressdo de cada minigene nas células COS-
7. A figura 36 mostra como ocorre o splicing normal nos minigenes 3 e 4 e a localizagdo
dos primers nos exons correspondentes. Foram alcancados melhores resultados

utilizando-se oligo(dT) ao invés de primers randdmicos para a sintese de cDNA.

pSVL
Inserto
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A P ST S N e |

P HRENT » ey T

Figura 36 — Mecanismo de splicing normal entre alguns dos exons do gene da G6Pase e a posi¢do

dos primers utilizados na reagdo de PCR pos-transcricional.

Através da comparagdo entre os tamanhos dos fragmentos provenientes dos
minigenes normal € mutante e sequenciamento desses fragmentos, observou-se que em
nenhum dos dois casos, ocorreu alteragio no sitio de splicing provocado pelas mutagdes

encontradas nos introns de ambos os pacientes (figura 37).

M, P11 c

200pb
171pb '

Figura 37 — Amplificacdo dos fragmentos expressos pelos minigenes em células COS-7. Em ambos 0s
minigenes 3 ¢ 4 (A e B) os produtos de amplificacdo dos controles ¢ dos pacientes
apresentam o mesmo tamanho, demonstrando que ndo houve formagdo de transcritos
aberrantes pelos fragmentos mutantes clonados. M, marcador de peso molecular de 100pb-
MBI Fermentas: M, — marcador de peso molecular de 1Kb-Gibco BRL: C- controle; P-

paciente.

76



V. Discussao




Discussdo Glicogenose tipo la

1. MUTACOES ENCONTRADAS NO GENE G6PC

Dentre as oito alteragdes detectadas neste trabalho, cinco conduzem a substituigdo de
aminoacidos em regides conservadas na enzima G6Pase, sugerindo que esses residuos sdo
importantes para a atividade da enzima. As mutagdes aqui apresentadas foram as unicas
detectadas em toda a regido codificante, em seus respectivos alelos, exceto as duas
mutagdes intrdnicas encontradas nos pacientes 6 e 11. Estas mutag¢Ges intronicas foram
pesquisadas em individuos normais, ndo portadores de glicogenose tipo Ia e ndo foram
detectadas. A maioria das mutagdes foram encontradas em homozigose, em pacientes filhos
de pais consangiiineos, sugerindo que a GSD ¢é rara na populag@o brasileira. Na tabela 14
podem ser observadas as mutagdes discutidas, bem como a idade do diagnostico e a idade

atual dos pacientes.

Tabela 14 — Resumo das alteragdes encontradas.

FAMILIA | PACIENTE | IDADE | IDADE MUTACAO POLIMORFISMO
INICIO | ATUAL ALELO 1 ALELO 2 T1176C
alelo 1/alelo 2
4 6 (F) 3meses | 9anos |IVS4+10G>A Normal C/C
6 11 (F) Smeses | 4anos |G68R G68R C/C
P145 P145
IVS3-58T>A | IVS3-58T>A
7 14 (F) 2meses | 9anos |Q347X Q347X C/C
11 24 (F) 7 meses | 3 anos |V338F V338F T/T
25 (F) 7 meses | 2 anos T/T
12 26 (M) RB33C R83C C/C
13 27 (F) 39 anos | 51 anos | D38V D38V C/C
16 32 (F) R83C R83C C/C
20 41 M) 3anos | 24 anos | Q347X Q347X C/C
26 51 (F) R83C R83C ClC

(M) masculino, (F) feminino
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Muitas mutagdes que provocam a GSDIa mostram uma prevaléncia surpreendente em
grupos étnicos especificos, o que possibilita testar mutagGes especificas no gene da G6Pase
em pacientes dessas regides antes de se analisar o gene por inteiro. A alteragdo mais
freqiientemente observada nos individuos com deficiéncia da atividade da Go6Pase
estudados neste trabalho foi a mutagdo missense R83C (326C—T), seguida da mutag¢do
nonsense Q347X (1118C—T). Essas alteragdes sao as mais comuns entre portadores
caucasianos de GSDIa nos Estados Unidos (LEI ef al,, 1995c) e no Noroeste e Sul
europeus, sendo responsaveis por aproximadamente 70% de todos os alelos mutantes
nessas regides (CHEVALIER-PORST et al., 1996; RAKE et al., 2000a). Como as origens
étnicas da populagdao brasileira sdo altamente heterogéneas, sendo compostas por
imigrantes europeus, africanos, asiaticos, assim como por grupos amerindios, resulta em
uma complexa mistura racial. A contribuigdo portuguesa € uma das mais antigas e
predominantes, tendo inicio no século XVI juntamente com a colonizagdo do Brasil. Essas
observagdes indicam que as mutagdes R83C e Q347X sdo relativamente comuns entre
caucasianos e devem ter se espalhado pelo Brasil através da migragédo européia dos ultimos
séculos. A tabela 15 apresenta a distribuigdo e a freqiiéncia das mutagGes nos alelos

mutantes dos pacientes de GSDIa estudados.

Tabela 15 - Distribuigio e frequéncia das mutagdes em 16 alelos da G6Pase em pacientes

com GSDIa.

Mutacio Nucleotideo  Exon No. de alelos Freqiiéncia (%)
R83C 326C->T 2 6 37,5
Q347X 1118C—>T 5 4 25
G68R 281G—A 1 2 12,5
V338F 1012G—>T 5 2 12,5
D38V 192A5T 1 2 12,5
Total 16 100
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Em 18 pacientes com sintomas clinicos de GSDIa ndo foram encontradas mutagdes na
regido codificante que pudessem ser responsaveis pela doenca. Esses pacientes nao foram
submetidos a biopsia de figado para analise bioquimica da atividade da enzima G6Pase e
foram inicialmente classificados como tipo Ia, podendo na verdade, se tratar de pacientes
de GSDI non-a ou GSD III, devido a semelhanga de sintomas clinicos, ou ainda de outras

deficiéncias de reserva.

A seguir sdo discutidos os achados relativos a cada paciente, levando-se em conta as
caracteristicas bioquimicas da enzima mutante e analisando a ocorréncia destas alteragdes

nos casos descritos na literatura pertinente.

Mutacdo R83C

Nos pacientes 26, 32 e 51, os dois primeiros filhos de casais consangiineos, foi
encontrada no exon 2 a mutagio R83C, que provoca a substituigdo de uma Arginina na
posigio 83 por uma Cisteina. Esta alteragio ¢ uma das mais freqiientes ndo s6 em
portadores caucasianos de GSDIa nos EUA, como também em norte-americanos de origem
hispanica (28%), populagdes de origem judaica (93%) e pacientes de origem turca (60%)
(LEI et al., 1995b; PARVARI et al., 1995 e 1997, RAKE et al., 2000a). Foi a mutagao mais
comum encontrada na amostra estudada, com uma freqiiéncia de 37,5% dentre os alelos
mutantes. A Arginina do codon 83 contribui para o centro ativo da enzima. A estrutura
estringente que requer este codon, sugere que este aminoacido da G6Pase também esteja
envolvido no posicionamento do fosfato presente na glicose 6-fosfato, que € o substrato da
enzima (LEI ef al., 1995b). Esta mutagdo ja foi examinada através de experimentos de
expressio transiente, e o mutante R83C ndo apresentou atividade detectavel da glicose 6-
fosfatase (LEI ef al., 1993). A substitui¢do do aminoacido Arginina na posi¢do 83 por
outros aminoacidos de diversas estruturas, inclusive Lisina, o que € uma troca conservativa,
produz mutantes G6Pase sem atividade enzimatica, demonstrando que a Arginina no codon

83 ¢ absolutamente necessaria para a atividade catalitica da enzima ( LEI e7 a/, 1995b).
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Mutacao Q347X

A mutagdo Q347X, comum em pacientes caucasianos norte-americanos € europeus
(LEI et al., 1995b; CHEVALIER-PORST et al., 1996), foi encontrada em homozigoze no
exon 5 dos pacientes 14 e 41, ambos filhos de casal consangiiineo ¢ € uma das mais
freqiientes em nossa amostra, como pode ser observado na tabela 15. Essa mutagdo
promove a conversdo de uma Glutamina na posi¢do 347 a um codon de terminagdo. A
enzima G6Pase codificada a partir de um mutante Q347X € uma proteina truncada de 346
aminoacidos, 11 aminoacidos menor na regido carboxi-terminal do que a G6Pase selvagem
que apresenta 357 residuos totais. Experimentos de mutagénese sitio dirigida e expressao
transiente demonstraram que esta mutagdo provoca a inatividade da enzima G6Pase (LEI ef
al., 1994).

Mutagcdo IVS4+10G>A

Foi encontrada na paciente 6 a mutagdo 641+10G>A em heterozigose no intron 4
do gene G6PC. Essa paciente ndo é filha de casal consangiiineo, porém apresenta
sintomas clinicos caracteristicos de GSDIa, como hepatomegalia e hipoglicemia,
podendo esta alteragdo ser responsavel pelo seu fen6tipo. Contudo através da construgao
de minigenes constatou-se que essa muta¢do ndo alterou a edigdo do mRNA, pois
provavelmente sua localizagdo ndo interferiu no mecanismo de splicing do minigene 4.
Nessa paciente ndo foi encontrada nenhuma mutagdo em regido codificante ou outra
mutagdo intronica que pudesse justificar o seu fenotipo. Seu diagnostico foi baseado
apenas em sintomas clinicos caracteristicos de glicogenose tipo 1. A auséncia da analise
da atividade da enzima glicose 6-fosfatase no figado provoca em muitos casos um
diagnéstico impreciso, podendo este tratar-se de um caso de glicogenose tipo 1 non-a ou

mesmo de glicogenose tipo III.
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Mutagoes G68R, P145 e IVS3-58T>A

A paciente 11 € filha de casal consangiiineo e portadora da substituigdo de uma
Glicina na posigdo 68 por uma Arginina, da mutagdo silenciosa P145 e da alteragdo no

intron 3 (641-58T—A), todas em homozigose.

A mutagdo G68R no exon 1 do gene G6PC se localiza na hélice transmembranica
da enzima G6Pase e embora nenhum estudo de expressdo desta mutagdo tenha sido feito,
uma alteragdo nessa regido pode influenciar na estabilidade estrutural da enzima e
consequentemente em sua atividade. Esta mutagdo foi descrita por nds, somente uma vez,

em um paciente de Campinas, cuja origem étnica ndo foi informada.

A mutag@o silenciosa Pro145 no exon 3, é aparentemente neutra, porém até que se
analise o seu impacto sobre o processamento e estabilidade do RNA mensageiro, torna-se
dificil determinar a neutralidade ou a ndo patogenicidade desta mutagdo. Pesquisou-se a
presenga desta alteragdo nos outros pacientes de GSDIa para analisar se poderia ser apenas

uma regido polimorfica, concluindo-se que esta €, realmente, uma mutagio silenciosa.

A mutagdo 641-58T—A no intron 3 da paciente 11, também foi analisada através
da construgdo de minigenes, e observou-se que nao ocorreu alteragdo no mecanismo de
splicing provocado por esta mutagdo. Com estes resultados pode-se supor que a mutagéo
responsavel pelo fenétipo da paciente 11 seja a encontrada no exon 1 (G68R) e que nem
a mutagao silenciosa P145 nem a alteragdo em homozigose no intron 3, contribuam para

este fenétipo.
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Mutagdo V338F

Esta mutagdo fo1 encontrada no exon 5 do gene G6PC de duas irmés (pacientes n’
24 e 25), filhas de casal consangiiineo, e foi recentemente descrita em um paciente de
GSDIa de origem alema@ que era heterozigoto composto para essa alteragdo (RAKE et al.,
1999). Essas pacientes foram submetidas a biopsia de figado para analise da atividade
enzimatica da G6Pase, a qual ndo foi detectada. Embora ainda ndo tenham sido feitos
estudos de express@o para demonstrar se essa mutagdo provoca uma deficiéncia na
atividade da Go6Pase, ela foi a unica mutagdo encontrada na regido codificante do gene
G6PC das duas irm3s em homozigose, o que indica que provavelmente altera a atividade da
enzima Go6Pase no figado. De acordo com RAKE et al. (1999), a substituicio do
aminoacido Valina por Fenilalanina no codon 338 pode afetar a atividade e estabilidade da
G6Pase, pois a Fenilalanina contém um anel aromatico ao inves de um alifatico ndo-polar

presente na Valina.

Mutagio D38V

A paciente 27 apresenta no exon 1 do gene G6PC a mutagdo D38V em homozigose.
Ela tem 51 anos de idade, € filha de casal consangiiineo e trés dos seus irmdos sdo afetados.
Dois foram a obito em consequéncia de complicagSes relacionadas a GSDIa, como
adenomas hepaticos. O heredograma da familia pode ser observado na figura 37. A
paciente apresenta sintomas brandos de glicogenose e nunca observou episodio de
hipoglicemia. Esta mutagdo foi previamente descrita em pacientes do Noroeste e Sul
europeus (RAKE et al., 1999) e provoca a troca de um aminoacido acido (Acido Aspartico)
por um ndo-polar hidrofobico (Valina) no meio do primeiro dominio transmembranico da
proteina. Analises desta alteragdo por mutacdo sitio dirigida e experimentos de expressao
transiente, demonstraram que a mutag¢do D38V faz com que ndo haja qualquer atividade da
enzima (CHEVALIER-PORST et al., 1996). A analise bioquimica da atividade da G6Pase
em bidpsia hepatica foi realizada na paciente e em sua irmd, e em ambas ¢ nula. S3o ainda
intrigantes os sintomas apresentados pela paciente, o que enfatiza a heterogeneidade de

genotipos e fendtipos observados na glicogenose tipo [a. Ndo foi possivel se obter maiores
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informagdes acerca da sua dieta alimentar, que provavelmente deve ter sido fortuitamente
rica em amido, minimizando os efeitos da deficiéncia da G6Pase, uma vez que sintomas
como hipoglicemia passaram desapercebidos e tendem a diminuir com a idade, devido ao

aumento da produgdo endogena de glicose.

]
— ]

T

e - Individuo natimorto

. - Propésito

. - Individuo do sexo feminino afetado

/-/- Individuo do sexo masculino afetado e falecido

Figura 37 - Heredograma da familia 15, mostrando a paciente 27 e os membros da familia afetados

por glicogenose tipo la.

2. O pOLIMORFISMO T1176C

O polimorfismo T1176C esta localizado na regido 3” ndo traduzida do gene G6PC.
De acordo com a amostra de 27 pacientes analisados quanto ao polimorfismo, 74,1% dos
alelos codificam a base C e 25,9% dos alelos codificam a base T. Entre os individuos ndo
portadores de GSDIa estas porcentagens ndo diferem muito, pois 75% dos alelos codificam

a base C e 25% dos alelos codificam para a base T.
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WONG e colaboradores em 1999, observaram que nas populagdes chinesa e
japonesa o nucleotideo 1176C esta em desequilibrio de ligagdo com as mutagdes R83C e
R83H e com a mutagio em sitio de splicing 727G—T, sendo as duas ultimas as mais
prevalentes na Asia (LAM e al., 1998a). Enquanto que o polimorfismo 1176T estaria em
desequilibrio de ligagdo com a insergdo 459insTA, comum entre norte-americanos de
origem hispanica. A descoberta deste polimorfismo nessas populagdes proporciona a
detecgdo de portadores dessas mutagbes e o diagndstico pré-natal de GSDIa em familias
que tém mutagdes n3o identificadas e que sdo informativas para este marcador (LAM ef al.,
1998b). Todos os pacientes estudados neste trabalho que apresentaram a mutagdo R83C
(pacientes 26,32 e 51), sdo homozigotos para a base C, como propde WONG. Contudo, na
amostra estudada, esse polimorfismo ndo pode ser considerado um marcador informativo
para essa mutagdo comum em nossa populagdo, uma vez que a porcentagem de individuos
normais que sao homozigotos para a base C (60%) € muito proxima da porcentagem de

homozigotos para a base C em individuos portadores de GSDIa (70,4%).

3. ESTRATEGIA DOS MINIGENES

Além da determinagdo de mutagdes, € muito importante analisar se a mutagiao é
realmente a causa da doenga, isto €, se a troca do DNA na seqiiéncia modifica o fenotipo. A
analise de expressdo, ou analise funcional do gene, nem sempre € possivel, principalmente
quando a proteina estudada ndo se expressa em todos os tecidos, como € o caso da G6Pase.
Estudos do mecanismo de edigao do RNA mensageiro in vifro sdo entretanto, a prova final
de que uma mutagdo tem um efeito ou se trata de uma variagao neutra. Foi demonstrado
que uma mutagdo previamente descrita como silenciosa no gene FGFR2 (receptor 2 do
fator de crescimento de fibroblastos), levava na verdade, ao surgimento de um sitio de
splicing doador no RNA mensageiro desse gene (RICHARD & BECKMAN 1995). Assim
como também foi descrita a natureza patogénica de uma variagdo neutra que provoca a
perda de um sitio de splicing em um paciente com sindrome de Tay-Sachs infantil tardia

(AKLI ez al., 1990), o que ressalta a importancia da técnica de minigenes.
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O significado de mutagdes em regides intrdnicas, ou mutagdes silenciosas também
ressaltam a importancia desses estudos. A natureza patologica dessas mutagdes pode ser
determinada pela observagdo de produtos de transcrigdo anormais, resultantes de splicing
aberrantes no gene. Estima-se que mais de 15% de todas as mutagdes de ponto que sao
responsaveis por doengas genéticas humanas, sdo alteragdes que provocam a produg@o de
RNAs mensageiros aberrantes (ROGAN ef al., 1998). A estratégia de construgdo de
minigenes mostrou-se efetiva no rastreamento de defeitos nesses mecanismos, que podem

resultar tanto na delegao de seqiiéncias codificantes como na retengdo de introns.

Embora as mutagdes intronicas investigadas através da estratégia de minigenes
neste trabalho ndo fossem a causa da doenga nos pacientes n°6 e 11, essa pesquisa alcangou
seus objetivos. Conseguiu-se implantar a metodologia dos minigenes em nosso laboratorio,
a qual pode caracterizar uma mutagdo com relagé@o ao sitio de splicing através da analise do
tamanho do cDNA. Demonstrou-se que através desta técnica € possivel investigar o efeito
de mutagdes sobre o mecanismo de splicing e além disso, evitar nova bidpsia hepatica para

o estudo destes mecanismos.

4. DIAGNOSTICO

O estudo molecular da glicogenose tipo I ¢ fundamental para o diagnostico pré-
natal, pois permite determinar através de amniocentese ou vilosidade coridnica, se o filho
de casais afetados ou portadores de GSDIa, apresentam ou nio a doenga. Da mesma forma,
fazer o aconselhamento genético adequado do casal, pode proporcionar a estimativa do
risco de repeti¢do entre os proximos filhos. Aqueles que tiverem um risco real de gerarem
criangas com GSDIla poderdo tomar uma decisdo consciente quanto a reprodugdo. O
diagnostico precoce da doenga de Von Gierke € muito importante porque proporciona aos
pacientes uma qualidade de vida melhor através da aplicagdo do tratamento correto,

evitando o surgimento de complicagdes a longo prazo, como adenomas hepaticos.
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Com o aumento da informagéo & respeito da base genética da glicogenose tipo I e
a grande quantidade de mutagdes detectadas nos genes G6PC e G6PT1, o diagnostico de
GSDIa e GSDIb pode ser feito baseado nas anormalidades clinicas e bioquimicas
associadas com a anilise de mutagdes, ao invés de ensaios enzimaticos em tecido

hepatico obtido através de bidpsia, o que ¢ um procedimento invasivo.
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Apesar da raridade da doenga de Von Gierke na populagdo brasileira, foram
identificadas oito alteragdes no gene G6PC (R83C, Q347X, G68R, D38V, V338F, P145,
IVS3-58T—A, IVS4+10G—A), sendo uma delas (G68R) detectada apenas em nossa
populagio. O polimorfismo T1176C do gene G6PC também foi analisado e concluiu-se que

este ndo é um marcador informativo para a mutagdo R83C.

A mutagio R83C, presente no exon 2 do gene da G6Pase, € a mais comum nao so
em individuos caucasianos portadores de GSDIa nos EUA e Noroeste € Sul europeus, como
também em individuos de origem hispénica, judaica e turca. Esta mutagdo foi a mais
freqiente em nossa amostra, estando presente em 37,5% dentre os alelos mutantes
encontrados. A mutagido Q347X, encontrada no exon 5 do gene G6PC, também € comum
em pacientes caucasianos e europeus, e foi encontrada em dois pacientes de nossa amostra,
tendo uma freqiiéncia de 25% dentre os alelos mutantes. Portanto pode-se concluir que os
exons 2 e 5 do gene G6PC devam ser prioritariamente investigados, uma vez que as
probabilidades de se encontrar mutagdes neles € maior devido as origens étnicas da

populagdo do sul e sudeste do Brasil.

Em todos os quatro pacientes onde detectou-se a inatividade da enzima G6Pase
através de biopsia hepatica (pacientes n° 24, 26, 27 e 51), foram encontradas mutagdes no
gene G6PC, comprovando que a analise enzimatica apesar de poder ser substituida pelo

diagnéstico molecular, tem sido concordante com este ultimo.

Nio foram detectadas alteragdes moleculares em 18 pacientes com sintomas
clinicos sugestivos de GSDIa que n3o fizeram o ensaio enzimatico da G6Pase.
Considerando a auséncia do ensaio bioquimico, esses pacientes apesar de terem sido
classificados como tipo Ia, podem na verdade se tratar de GSDI non-a ou GSD III, pois a
semelhanca entre os aspectos clinicos desses tipos de glicogenose pode provocar

divergéncias na classificagdo.
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Comprovou-se por intermédio deste trabalho a eficicia da técnica dos minigenes
para analise do efeito de mutagdes no processamento do RNA mensageiro. Além disso, esta
estratégia evita a necessidade de uma nova bidpsia hepatica no paciente para analise desses
mecanismos de splicing. Contudo, os resultados obtidos através desta teécnica sdo
demorados, devido a grande quantidade de etapas a serem cumpridas na metodologia.
Portanto este tipo de analise seria inviavel nos diagnosticos de rotina, sendo feita
preferencialmente com o objetivo de pesquisar-se o efeito de determinada mutagdo no

mecanismo de splicing.

A metodologia de diagnéstico molecular da GSDIa proposta nesse trabalho foi
baseada na analise prévia de mutagdes pela técnica de SSCP. A eficicia desta técnica
mostrou-se duvidosa, pois apenas duas das doze mutagdes foram detectadas por esta
analise. Considerando que o gene G6PC ndo € muito grande, sugere-se a triagem de
mutacdes por sequenciamento direto de todos os exons, eliminando-se a analise preliminar
por SSCP. A rapida detecgdo das alteragdes no gene G6PC em nivel molecular,
proporciona um diagnoéstico preciso e faz da metodologia utilizada um eficiente

instrumento de investiga¢do diagnostica.

Portanto a analise molecular do gene G6PC pode substituir a analise da atividade da
enzima G6Pase em biopsia de figado. No caso de auséncia de mutagdo no gene G6PC,
sugere-se o rastreamento de mutagdes no gene G6PT1, responsavel pela GSDIb, ou mesmo

no gene AGL, responsavel pela glicogenose tipo II1.

90



VII. Summary




Summary

Glycogen storage disease type (GSD) is the most prevalent form among the
glycogen storage disease type I (GSDI), with an overall frequency of 1:100.000 live births.
It's an autosomal recessive disorder clinically characterized by hypoglycemia,
hepatomegaly, growth retardation, hyperlipidemia, hyperuricemia, and lactic acidemia.
These symptoms are caused by a deficiency in glucose 6-phosphatase (G6Pase), which
catalyzes the terminal steps in gluconeogenesis and glycogenolysis by converting glucose
6-phosphate (G6P) into glucose and phosphate. In the past, many patients with type I
glycogen storage disease used to die. At present, with early diagnosis and initiation of
continuous proper treatment such as hepatic and renal adenomas can be prevented.

Isolation of human G6Pase cDNA showed that G6PC gene is composed of five
exons, spanning approximately 12,5Kb on chromosome 17. From its cloning, more than 50
different mutations have been reported in this gene. In Caucasian patients from the USA
and from North-West Europe, R83C and Q347X account for 25.2% and 22.4% of all
mutant alleles respectively.

Diagnosis of GSDIa can be done by enzymological tests and confirmed by mutation
analysis of the G6PC gene. The characterization of the G6Pase gene enabled the
identification of the mutations causing GSDIa. This fact provides an option on applying
DNA-analysis based diagnosis for carrier detection and prenatal diagnosis. The
characterization of the gene also provides an insight into the structure-function relation of
the G6Pase catalysis, by revealing the structural roles of specific amino acid residues.

In the present study, twenty seven GSDIa patients from twenty six unrelated
families were investigated. The diagnosis by the G6Pase enzyme activity analysis in the
liver biopsy was confirmed only in four patients.

The minigenes strategy was used in order to verify the effect of the intronic
mutations in the splicing mechanism. No aberrant transcripts were identified. Exon
skipping or exon intronic fragment incorporation is an usual mutational mechanism, often
caused by changes in the consensus sequences at splicing site region. Likewise, sequences
outside these regions can also affect the inclusion or exclusion of exons. Such splicing
enhancers may be located in introns or exons, and alternative splicing patterns could be
determined by visualization of a sized transcription product.

Eight alterations in the G6PC gene were identified, including a new point mutation
found so far only in Brazilian population and published by our group, two intronic
mutations, a silent mutation, and four point mutations previously described. It was also
analyzed the T1176C polymorphism that is in association with the R83C mutation. This
polymorphism can be used as a marker in carrier and prenatal diagnosis of GSDIa families
which have unidentified mutations and are informative for this marker. This study
emphasizes that molecular genetic analysis is a reliable and convenient alternative to the
enzyme assay in a fresh liver biopsy specimen to diagnose GSDIa.
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1. Seqiiéncias flanqueadoras dos introns 1, 2, 3 e 4.

1 553
//exonl// cattcttggt abgtoh W eoscesssmdEssmsrs s 16pb
tgcattcatt cagtaaccca gaacttgttc tgtttttcca tag //exon2// 3000pb
Z 5§53
//exon2// gtaagcgtcc cagcccctgc agacagaagc tgagtgataa cagacagttc 49pb
tgggtactkga "Lgabp = oo e T S T R I TR 64pb
acaccttta ctccattctc tttcctgccc tttag //exon3// 3000pb
3 5573

//exon3//gtaag aactcaccac tggggtgtag gtggtggagg gcaggaggca gctctc S5ipb

tetq tagctgacag [agCac——— =S imormmmmees | SIS S T T 70pbp
tttacaacct cggaccgct gcaggggctg ttttctttge tgaaggatct gcacctgtgt  1372pb
tctgttatgg ttgcctcttc tgttgcag //exond// 1400pb
T vy

//exond//gtat gggctgatct gactodette (o e ulod ot ol o wt ol o aaaccccatt 44pb
ccgtttctct ccctaatcag gacaaaatcc cagcattcca geccacatcct  gtgtgtaatc 104pb
agtactgtta gcatttctgt gggttgagag tcaagaatga gcaacttgaa atgattaatt 164pb
tctataagag tgcccagatc tatagaatga attgtgtaga agttaccata catc------- 198pb
aattccacag tcgcagaacg gaaggcatgt cacccactcc tccaaaccca cctctagcaal250bp
ggtcccaatc cttccgatct ctcacagtca tgctttcttc cactcaggca ttgctgttgcl310bp
agaaactttc agccacatcca cagcatctat aatgccagcc tcaagaaata ttttctcatt1370pb

accttcttcc tgttcagectt cgccatcgga //exon5// 1400 pb

*As bases em negrito e italico mostram aonde estdo localizadas as mutages encontradas no intron 3 do paciente

11 e no intron 4 do paciente 6.
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Abstract Mutations in the glucose-6-phosphatase (G6Pase)
gene are responsibie for glycogen storage disease tvpe la
(GSDIa). This disease is characterized by growth retarda-
tion. hepatomegaly, hypoglycemia. hyperiipidemia. and

lactic acidosis In this study, we report mutations in the
G6PC gene in 8 of 25 Brazilian patients with clinical symp-
toms of GSDla. Five _reviously described mutations
(R83C. Q347X, V338F, D38V, and G68R) were detected.
The two mOSt COMIMON MUIANons identified were R83C and
Q347X, accounting for 8 of 14 (57.14%) mutant alleles. A
1176 single-nucieotide polymorphism and two intronic mu-
tations (TVS3-S8T>A and IVS4+10G> A) were also ana-
lyzed. We used the minigene

strategy in order to verify the
effect of these intronic.mutations on the splicing mecha-

nism. This study emphasizes that molecular genetic analysis
is a reliable and convenient alternative 10 the assay of en-
Zyme activity in a fresh liver biopsy specimen for diagnosing
GSDIa.
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Introduction

Type 1a glycogen storage disease (GSD]la: von Gierke dis-
ease: MIM no. 232200, is caused by a deficiency of glucose-

6-phosphatase {G6Pase) activity in the liver, kidney, and
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intestinal mucosa. with the excessive accumulation of giyco-
gen in these organs. The G6Pase enzyme catalyses the
terminal steps in gluconeogenesis and glycogenolysis and
the conversion of glucose-6-phosphate (G6P) to giucose and
phosphate. Itis considered to be the key enzyme in glucose
homeostasis. GSDIa is clinically characterized by short
stature. doll-like facies. growth ret~rdation, hepatomegaly.
lactic acidemia, hyperuricemia, and hyperiipidemia (Chen
and Burcheil 1995). Current treatments of GSDIa are
directed toward controiling symptomatic hypogiycemia.
Patients receive continuous nasogastric infusion of giucose
or frequent oral administration of uncooked comnstarch.
Both treatments significantly reduce the metabolic abnor-
malities of GSDIa and greatly improve the prognosis, but
the underlying pathological process remains untreated.

Somatic gene therapy is one attractive alternative to
dietary therapy for

GSDla. whereby a functional recombi-
nant G6Pase gene is targeted to the affected organ in vivo
(Zingone et al. 2000). GSDIa. the most prevaient form of
glycogen storage disease, is transmitted as an autosomal
recessive trait, with an estimated overall frequency of
1:100 000. While a ten

tative diagnosis of GSDIa can be
made from the charactens

istic clinical picture and various
loading tests, an assay of G6Pase activity in liver biopsV
specimens is essential to distinguish the disease from glyco-
gen storage disease type Ib. Glycogen storage disease fype
Ib is associated with neutropenia and neutrophil dysfunc-
tion. which indicates that the putative G6P transiocase gene
(G6PTI), recently cloned by Gerin et al. (1997), is likely to
have an important function in leuk . Investigation of
patients diagnosed with GSDI non-a, (GSD b, I, or 1d)
showed mutation in

the G6PTI gene, therefore indicating
that they were GSDIb patients.

At present. available
evidence indicates that there are only two types of GSDL
GSDIa and GSDI non-a. Diagnosis can be donme by

confirmed by mutation analysis of
the respective genes (Veiga-da-Cunha et al. 2000). Charac-
terization of the G6Pase gene by Lei et al. (1993) enablec

the identification of the mutatons causing GSDIa. This

provides an option to apply DNA-based diagnosis for car-

rer detection and prenatal diagnosis. Identification of ths
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mutations causing GSDIa provides an insight into the
structure-function relation of G6Pase catalysis by revealing
the structural roles of specific amino acid residues (Parvari
et al. 1999). The G6Pase human gene is located on chromo-
some 17g, contains five exons, spans 12.5 kb, and encodes
endoplasmic reticulum membrane-associated protein con-
taining 357 amino acid residues (Lei et al. 1993:; Chou and
Mansfield 1999). So far, more than 50 different mutations in
the G6Pase gene have been identified.

In the present study, we describe the results of mutation
analysis of the G6Pase gene in 24 unrelated Brazilian
GSDIa families, and the construction of minigenes in order
to analyze whether two intronic mutations, one located in
intron 3 and the other in intron 4, could be responsible for
an aberrant mRNA splicing. Exon skipping is a common
mutational mechanism, usually caused by changes in the
consensus sequences at splice sites or lariat branch-point
regions. Sequences outside these regions can also affect the
inclusion or exclusion of exons. Such splicing enhancers
may be located in introns Or exons, and alternative splicing
patterns could be determinated by the visualization of a
sized transcription product. In our study, we used the

minigene strategy to determine the pathological nature of
these intronic mutations.

Subjects and methods

Subijects 2

Twenty-five GSDIa patients from 24 unrelated families
were investigated. Fourteen families came from the south-
east and the other 10 came from the southern part of Brazil-
The diagnosis of GSDIa was based on the typical clinical
and laboratory findings, such as hepatomegaly, recurrent
hypoglycemia, hyperuricemia, and doll-like facies. The
diagnosis was confirmed in only 4 patients by the measure-

ment of enzyme activity in fresh liver biopsy specimens.’

Twenty-one patients had not undergone a liver biopsy prior
to our molecular genetic analyses, but displayed the charac-
teristic clinical and laboratory findings of GSDIa. All pa-
tients gave their informed consent prior to their inclusion in
this study.

Methods

Identification of mutations in GSDIa patients. Genomic
DNA was extracted from peripheral leukocytes, using stan-
dard procedures. The five exons of the G6Pase gene and
their flanking intron-exon junctions were polymerase chain
reaction (PCR) amplified, using previously described
primers (Lei et al. 1993). Sequence analysis was performed
by the cycle-sequencing method, using a Thermo Sequenase
radiolabed terminator cycle sequencing kit (Amersham,
W) and 2 Pharmacia (HN) a**P-labeled terminator pack.

The sequencing reaction was performed according to the
manufacturer’s protocol.

Polymorphism analysis. A single-nucleotide polymorphism
occurs at position 1176, where the presence of T instead of
C generates a Dral restriction site. The PCR product of
exon 5 is 647bp in size. In the presence of a T nucleotide
at position 1176, Dral restriction enzyme cuts the PCR
product into a 572-bp and a 75-bp fragment. Enzymatic
digestion of PCR products was performed as described else-
where (Lam et al. 1998).

Construction of minigenes. The effects of the IVS3-58T>A
and IVS4+10G>A mutations, located in introns, 3 and 4,
respectively, were investigated using a minigene strategy.
The constructions exon 3-intron 3-exon 4 (minigene 1) and
exon 4-intron 4-exon 5 (minigene 2), were PCR amplified
from the patients, and from control genomic DNA using the
following set of primers (minigene 1): 5'-CCATGGGCAC
AGCAGGTCTAGACTAC-3 (sense); 5'-CTGACG GAT
CCAGCAACAACTTGATG-3' (antisense); (minigene 2):
5'—GGGATTCTAGACI‘GTGCAGCTGAATGTCTG-S'
(sense) (Kajihara et al. 1995); 5'-CT GGGTTTCTCCAGG
ATCCACAGGAGGTC-3' (antisense) (Kajihara et al.
1995). The fragments were digested with Xbal (within sense
primer) and BamHI (within antisense primer), purified with
a Cencert Rapid Gel Extraction System (GIBCO BRL,
Grand Island, NY, USA), and then ligated to the expression
vector pSVL (Pharmacia LKB, M) to create minigene
constructs that included the G6Pase sequence containing
the intronic mutation. - B

In-vitro transient expression. COS-7 cells were grown in
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (ﬁ@ Cultilab,

) supplemented with 10% (vol/vol) f‘eﬁ'ﬁévjine serum
(Cultilab). The wild-type and the mutant pSVL vector were
transfected into COS-7 cells by the calcium-phosphate

‘method, using a calcium phosphate transfection system

(GIBCO BRL), to transient expression. After incubation
at 37°C for 72h, the transfected cells were suspended in
a small volume of isotonic buffer. Total mRNA was ex-
tracted with a QuickPrep Micro mRNA Purification Kit
'(Amersham); it was reverse-transcribed, and then PCR
amplified, using a ThermoScript reverse transcription (RT)-
PCR System (GIBCO BRL). The specific primers for the
¢cDNA amplification were (minigene 1): 5’-ACTACG
TGATGGTCACATCT-3'  (sense); 5'-CAGCAACA
ACTTGATGAGGA-3' (antisense); (minigene 2):
5'.GTCGTGCAGCTGAATGTCTG-3' (sense) (Kajihara
et al. 1995); 5'. TCCAGAGTCCACAGGAGGTC-3'
(antisense) (Kajihara et al. 1995). Ten microliters of the
PCR products were electrophoresed in 2% agarose gel.

Results

Mutation analysis of the G6Pase gene was performed by
direct sequencing. We identified mutations on both alleles
in eight patients studied. The mutations identified are listed
in Table 1. A total of five different mutations was detected;
four missense mutations (G68R, V338F, D38V, and R83C),



Table 1. Distnbuton and frequency of mutauons in 14 G6Pase
alleles of GSDla patients

Mutation Nucleoude No. of

name change Exon alleles ©  Frequency (%)
R83C 326C =T 2 4 2857

QMTX 1118C =T 5 4 28.57

G68R 281C =T 1 2 14.28

V338F 10126 —T 5 2 14.28

D3gv 192A =T 1 2 1428

Total 14 100

GSDIla. Type la giycogen siorage disease

and onme nonsenseé mutaton (Q347X). R83C and Q347X
were the most common mutations in the patients, account-
ing for 8 of 14 (57.1

4% mutant alleles. Two patients were
homozygous for the R83C mutation and two were homozy-
gous for the Q347

« mutation. One patient was homozygous
for the G68R muradon, which was first described in this
country (Sartorato et al. 1998), two brothers were homozy-
gous for V338F (2/14), and one patient was homozygous for
D38V.

We also studied a known polymorphism. 1176T/C, de-
scribed by Lam et al. (1998). The polymorphism (nucleotide
C) was present in 70% of the GSD]Ia alleles and in 60% of

the alleles from 50 heaithy controls. According to Wong
et al. (1998), the nucleotide 1176C is in linkage disequilib-
rium with the R83C mutagion, and this was confirmed in our
patients. The 1176 nucleotide polymorphic marker can be
used in the carrier and prenatal diagnosis of GSDIa families
that have unidentified mutations and are informative for
this marker.

The patient with the G68R mutation in exon 1 also pre-
sented one intronic mutation (TVS3-58T>A) in a homozy-
gous condition. This mutation was investigated by the
minigene techmique, and the construction, exon 3-intron 3-

exon 4, cloned into the pSVL vector, had a size of 1.6kb.
After the transfection. cDNA was ampiified by PCR and
the ampiification product had an expected size of 171 pb for
the mutant and the control construction. No differences
berween the normal and mutant sequence were detected,
showing that the TVS3-58T>A mutation did not cause an
alternative splicing mechanism.

The IV4S+10G mutation was found in 2 heterozygous

condition in a patient who did not have any other mutations
in the gene coding region. The intron-exon junctions from
the G6PC gene of this patient were ampiified and direct
sequenced. and no other mutations Wwere found. The
minigenes containing exon 4-intron 4-exon 5 cloned into the

pSVL vector had a size of 1.64kb. After the wransfection.
cDNA was amp

lified by PCR and the amplification product
had an expected size of 236pb for the mutant and the con-
trol construction. This demonstrates that there were no dif-

ferences between the normal and mutant transcripts. and
therefore the IV4S—10G mutation 1s not responsible {or an

aberrant splicing in the gene.

Discussion

In terms of phenotype-genotype correlation. patients with
the R83C mutation showed clinical

and biochemical mani-
festations that were similar to the known pattern of the
disease. This mutation has already been examined for
Gé6Pase activity in transient expression assays (Lei et al
1993) and the mutant had no detectable phosphohydrolase
activity. This mutation alters Arg®, an amino acid residue
that contributes to the active center of the enzyme. The
stringent structural requirement of codon 83 s

uggests that
this amino acid residue in G6Pase may aiso be invoived in

positioning the phosphate (Lei et al. 1995). The mutation
Q347X. which converts a glutamine at position 347w a

stop codon, inactivates G6Pase activity, because it Causes
truncation of the carboxy terminal 11 amino acid residues
in human Gé6Pase (Lei et al. 1994). A similar mutation
frequency in the G6Pase gen

e was observed in Caucasian
patients from the United S

tates (Lei et al 1995) and
northwest Europe (Chevaiie

r-Porst et al. 1996; Rake
et al. 1999), where R83C and Q347X account for approxi-
mately 50% of all mutant alleles. The ethnic origins of the
Brazilian population are highly heterogeneous. with the
population being composed of immigrants fre™ Europe.
2.5tica, and Asia, as well as Amernndian groups. resulting
in a complex race admixture. The Portuguese contributon
is one of the most ancient and predominant ones, beginning
in the sixteenth century with the colonization of Brazil.
These observations indicate that the R83C and Q347X

mutations may be relatively common in

could have spread through

centurnes.

Caucasians and
European migration in recent
The G68R mutation is sit

uated in the transmembrane
helices of the G6Pase enzyme.

and, although no enzymatic
assay has been done, an alteration in this region may influ-
ence the stability of the enzyme structure and, conse-
quently, its activiry.

The V338F mutation was recently described in 2 com-
pound heterozygous Dutch GSDIa pa

tient (Rake et al.
1999). Although it remains to be demonstraled by expres-
sion analysis whether this mutation leads to GéPase
deficiency, V338F is a true mutation, considering that this
mutation is recurrent in homozygous form in GSDIa pa-
tients. According to Rake et al. (1999), the substitution of
valine by phenylalanine at codon 338 could affect the activ-
ity or stability of G6Pase. because phenylalanine contains
an aromatic ring instead of the aliphatc nonpolar side chain
contained in valine.

In the G6Pase gene, we identified
tation (D38V) in exon 1 in a patient whose GSDIa diagnosis
was confirmed by the lack of GéPase activity shown in the
biochemical analysis of a liver biopsy sample. This muta-
tion. which was previously described only in the heterozy-
gous condition (Chevalier-Porst et al. 1996), changes an
acidic amino acid residue (aspartc acid)to 2 nonpolar hy-
drophobic one (valine) in the middle of the first predicted
transmembrane spanning

domain. Analysis of this mutation.
by site-directed mutagenesis. followed by transient eXpres:

another missense mu-
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sion. demonstrated that the D38V mutation abolishes
G6Pase acvity.

In 17 patients with clinical GSDIa symptoms, we did not
find mutations in the coding region that could be respon-
sible for the disease. Although they had the clinical charac-
teristics of GSDIa. these patients had not undergone a liver
biopsy for the biochemical analysis of G6Pase activity, and
we can presume that the alteration in the G6PC gene, re-
sponsible for the patients’ phenotype, could be located in
the noncoding region. or that they are GSDI non-a patients.

In GSDIa. the apparent absence of phenotypical hetero-
geneity could be related 1o our inability or failure to recog-
nize phenotypes, which was demonstrated by the study of
one of our patients who had the D38V mutation. She was 39
years old at the time of biochemical investigation. and the
typical symptoms of GSDIa had been absent during in-
fancy. The biochemical investigation was performed mainly
because of the existence of GSDIa family history. So we
could speculate that GSDIa could. in fact, be 2 disease with
a large phenorypic variability. It is possible that mild cases
may remain misdiagnosed. as the enzyme assay is per-
formed only in severe cases when a liver biopsy is required,
and occasionally, liver biopsies may be performed without
enzymatic analysis.

In conclusion. the molecular genetic analysis presented
in this study is a noninvasive. highly fficient. and rebable
method fo. ihe diagnosis of GSD1Ia. Itis a convenient aiter-
native to enzyme studies in liver tissue obtained by biopsy.
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