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RESUMO



A NADPH oxidase das células fagociticas é um sistema enzimético encarregado da
produgdo de espécies reativas do oxigénio, as quais sdo essenciais durante a resposta imune
inata contra uma grande variedade de microorganismos como bactérias e fungos. Um dos

7 codificada pelo gene

principais componentes deste sistema € a proteina citosdlica p6
NCF?2 Jocalizado no brago longo do cromossomo 1. Mutagdes no gene NCF2 resultam em
uma das formas autossdmicas recessivas da doenga granulomatosa crénica (DGC),
uma imunodeficiéncia primaria caracterizada por infecgBes graves e recorrentes.
Recentemente descrevemos mudangas nucleotidicas em alguns pacientes deficientes de
p677H%% onde aparentemente essas altera¢Oes ndo foram responsaveis pelo fenétipo, mas
que poderiam modificar de alguma forma a expressdo do gene. Para determinar se essas
alteracBes correspondem a polimorfismos génicos, analisamos sua ocorréncia na populagio
normal. A primeira substituigio ¢ uma transicio C—T na posigio -23 da regifo
5 reguladora do gene. Dos 100 sujeitos avaliados, 67% foram homozigotos para o alelo C,
32% foram heterozigotos e s6 1% foram homozigotos para o alelo T. A segunda mudanca
nucleotidica corresponde 4 transi¢do A—>G na posigdo —21 da regido 3" terminal do intron
10 (IVS10-21A—G), essa substitui¢do foi analisada em 114 individuos dos quais 41%
foram homozigotos para A, 49% foram heterozigotos e 24% homozigotos para G.
Esses dois polimorfismos estio localizados dentro de seqiiéncias necessarias para o inicio
da transcri¢do (C—T at -23) e para a formagiio do splicing (IVS10-21A—G) e por isto

77X e conseqiientemente diminuir a atividade do

podem alterar a expressdo do gene p6
sistema NADPH oxidase. Na anilise da segiiéncia com o polimorfismo no
intron 10 (/VS10-214—3G), observamos espécies anormais de mRNA nos individuos
sadios. Nos genétipos analisados algumas moléculas de RNAm ndo possuem o exon 11,
O efeito funcional do polimorfismo 23 T no gene p67”"* foi analisado medindo a
atividade da luciferase entre construtos, contendo toda a regiio promotora com o alelo T e

com o alelo C, mas nfio se¢ observaram diferengas.

Palavras chaves: gene NCF2, SNPs, seqiiéncia promotora, RNA splicing,

NADPH oxidase, explosdo respiratéria, fagocitos.
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ABSTRACT



The NADPH oxidase of phagocytic cells is an enzymatic system that through the
production of reactive oxygen species is essential for the innate immune response against a
variety of bacteria and fungi. One of its essential components is p672%*, a 67-kDa
cytosolic protein encoded by the NCF2 gene located in the long arm of chromosome 1.
Varied mutations involving the NCF2 gene result in an autosomal recessive form of chronic
granulomatous disease (CGD), a primary immunodeficiency characterized by severe and
recurrent infections. We have recently described different nucleotide changes in some
p67-phox—deficient patients that apparently were not responsible for the CGD phenotype,
but they counld modify to some extent gene expression. To determine if two of these
changes corresponded to genetic polymorphisms, we analyzed their occurrence in healthy
donors. The first substitution corresponded to C—T transition at position -23 of the 5’
regulatory region of the gene. Among 100 evaluated subjects, 67% were homozygous for
the allele containing C, 32% were heterozygous, and 1% were homozygous for T.
The second nuclectide change corresponded to A—>G transition in position 21 of the 3’
end of intron 10 (IVS10-21A—G). This substitution was analyzed in 114 subjects:
41% were homozygous for A, 49% were heterozygous, and 24% were homozygous for
G.Both polymorphisms are located within sequences necessary for initiating gene
transcription (C—T at -23) and for RNA splicing (IVS10-21A->G). Therefore, they may
alter p67"* gene expression and consequently decrease the activity of NADPH oxidase
system,

The sequence analysis for the polymorphism located in the intron 10 (IV810-214 —»G) show
generation of the abnormal mRNA species in normal individuals; some molecules of the
mRNA do not contain the intron 11 in all subject genotypes.

The functional effect of the -23 T polymorphism in the p67-PHOX was evaluated
measuring luciferase activity of the T allelic p67-PHOX promoter and C allelic promoter,

but no differences were observed.

Key words: NCF2 gene, SNPs, promoter sequence, RNA splicing, NADPH oxidase,
respiratory burst, phagocytes.
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O sistema NADPH oxidase é um grupo de enzimas associadas s membranas
plasmaticas de uma grande variedade de células. Deste grupo a melhor estudada € a
NADPH oxidase dos leucécitos, a qual é encontrada principalmente nos fagocitos maduros
e nos linfocitos B. A ativacio deste sistema enzimatico ocorre em resposta a estimulos
fisiologicos como a ingestdo de patdgenos opsonizados e a substancias quimtotaticas como
N-formil peptidios, C5a, o fator ativador de plaquetas (PAF), e a interleucina 8 (IL3)
produzidas durante a resposta imune inata (HENDERSON et al, 1996) (CHANOCK et al,
1994). Essas substincias aumentam o consumo de oxigénio molecular de 1- 400 vezes, e
comega a redugio do oxigénio a dnion superéxido (O ), num evento metabolico conhecido
como “Explosio Respiratoria” (DELEO et ak., 1999) (WOODMAN et al., 1991). O sistema
NADPH oxidase catalisa a produgiio de amon superéxido pela reducdo de um elétron do
oxigénio, usando 0 NADPH como o doador de elétrons (BABIOR, 1999) (SEGAL and
ABO, 1993).

20, + NADPH 20, + NADP' + H

O 4nion superdxido gerado soffe uma dismutacdo espontinea, sendo
convertido em perdxido de hidrogénio (H,02) que serve como um co-subsirato para as
peroxidases, como a mieloperoxidase (MPO) dos neutréfilos e monéeitos (CLARK et al.,
2002) ou a peroxidase eosinofilica (HORTON et al, 1996). Estas peroxidases oxidam
haloégenos (CI, Br' e I') ¢ assim produzem uma grande variedade de oxidantes reativos
conhecidos como espécies reativas do oxigénio (ROS, do inglés Reactive Oxigen Species),
que sdo usados pelos fagocitos para matar microrganismos invasores. Mas esses reativos
também podem causar dano tecidual, por isso sua produgio deve ser bem regulada para
assegurar que serdio gerados quando ¢ onde sejam requeridos (SEGAL and ABO, 1993).
Junto com a ativagio do NADPH oxidase, os grinulos intracelulares se fundem com a
membrana fagolisossomal para liberar moléculas biologicamente ativas, como proteases,
e diversas proteinas antimicrobianas (FURTMULLER et al., 1998).

As espécies reativas do oxigénio, junto com os mecanismos microbicidas nio
dependentes do oxigénio, atuam sinergicamente na atividade bactericida das células
fagociticas durante a resposta imune, atuando sobre alvos moleculares como o DNA

Introdugdo
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genémico, o transporte de elétrons, proteinas e lipideos que constiftuem os organismos
(SEGAL et al, 2000) (KLEBANOFF, 1999).

A importéncia da explosiio respiratoria na defesa do hospedeiro foi evidenciada
pelos defeitos na atividade NADPH oxidase ligados a Doenca Granulomatosa Crdnica
(DGC), uma imunodeficiéncia primiria na qual os pacientes sofrem infecgGes recorrentes
produzidas por microorganismos extracelulares principalmente catalase positivos e fungos
(EZEKOWITZ et al, 1987). A Doenca Granulomatosa Cronica € uma desordem herdada
caracterizada pela falha na producio de O, pelos fagocitos, cansada por mutacdes nos
genes que codificam alguma das subunidades que formam o sistema NADPH cxidase
(ARIGA et al., 1993; RAE et al., 1998). DGC € normalmente diagnosticada na infancia e
tem uma incidéncia de 1 em 250.000 nascidos vivos (NISIMOTO et al., 1995).

Propriedades e funcies des componentes do sistema NADPH oxidase

O sistema NADPH oxidase consiste de cinco componentes que sio essenciais

HOX & gp917%  que estdio localizados nas membranas das vesiculas

para sua atividade: p
secretoras e granulos especificos, onde ocomem como uma flavohemoproteina
heterodimérica conhecida como citocromo bssg, € os componentes pd0™7X pa7HOX ¢
p677%  que se localizam no citosol como um complexo (VOLPP et al, 1988)

(CURNUTTE, 1993).

O flavocitocromo bssg possui um grupo FAD e dois grupos hemo, que sio os
encarregados de ceder os elétrons ao oxigénio molecular para a geracio do anion
superoxido (O, ) dentro do fagolisossomo ou na superficie celular (WALLACH and
SEGAL, 1996). Quando as células sdo expostas a estimulos, os componentes citosolicos
pa0™io% paTHX & p67"7X migram para membrana plasmatica para se associarem com o
citocromo bssg e ativar 0 complexo enzimatico. O sistema montado € capaz de transferir os
elétrons por um gradiente de potencial reduzido 4 Flavina Adenina Dinucleotideo (FAD)
presente no flavocitocromo e em seguida aos grupos heme. E postulado que o
flavocitocromo bsss sofre alteragdes conformacionais para permitir a unido do NADPH e/ou

Imtroducdo
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facilitar a transferéncia de elétrons entre o NADPH e o FAD. O passo final na cadeia de
transporte dos elétrons ocorre quando o oxigénio aceita um elétron, sendo convertido em
anion superéxido (SEGAL et al., 2000) (ROTROSEN et al., 1992) (CURNUTTE, 1993) .

Citocromo bssg

O citocromo bssg ¢ um complexo 1:1 de p22™%* ¢ gp91™7°* (WOODMAN
etal, 1991) (WALLACH et al, 1996), e aparentemente contém dois residuos heme para um
de FAD (SEGAL, 1992). Esta composto pelo gene da gp9177%X (CYBB, MIN 306400) que
possui aproximadamente 30 Kb, comtém 13 exons e encontra-se localizado no cromossomo
Xp21 (DINAUER, 1993). Seu RNAm codifica um polipeptidio de 571 residuos, com trés
hélices transmembrana e peso molecular de 65 kDa. Possui uma seqiiéncia rica em prolinas
na regido C-terminal, a qual se liga com a regidio N-terminal da p47°*%* (IMAJOH-OHMI
et al, 1992). A p2277%F (CYBA, MIM 233690) tem comprimento de 8.5 Kb, contém seis
exons ¢ estd localizado no cromossomo 16q24. Codifica uma proteina de 195 aminoicidos
com um peso molecular de 20.9 kDa. E uma proteina transmembrana e possui uma regiso
rica em prolinas na extremidade carboxi terminal (CHANOCK et al., 1994) (DINAUER
et al., 1989).

Componentes Citosdlicos

A p47°H9X & yma proteina altamente bésica (pI: 10.4), possui 390 aminoacidos,
e contém dois dominios SH3 através dos quais interage com outras proteinas. O gene da
p47779% (NCF1, MIM 2337000) encontra-se localizado no cromossomo 7q11.23, tem um
comprimento de 18 Kb e contém 11 exons (DELEQO and QUINN, 1996). Possui dois
dominios SH3 perto do centro da molécula, sendo que o primeiro liga-se & seqiiéncia rica
em prolinas na regido C-terminal da p227™7% ¢ o segundo dominio liga-se a regifio rica em
prolinas da p67P HOX Ela ¢ responsavel pelo transporie do complexo citosdlico desde o

citosol até a membrana durante a ativagio da oxidase. O extremo carboxi terminal mostra
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possiveis alvos a serem fosforilados, com varias serinas e residuos basicos (BENGIS-
GARBER and GRUENER, 1996).

Estd comprovado que durante a ativagdo da oxidase a p47PHOX conduz o

77HOX g50 incapazes

complexo citosdlico até 3 membrana, ja que neutrofilos que nao tém p4
de transferir p6777°F desde o citosol até a membrana. Antes dos componentes Serem
transferidos para a membrana, a p47P HOX qeve ser fosforilada. Essa fosforilagdo € um dos
principais eventos na ativagio da oxidase, embora p47P A9X n3o seja absolutamente
indispensavel na atividade da oxidase (BENGIS-GARBER and GRUENER, 1996)

(HEYWORTH et al., 1991).

A p677#% ¢ uma proteina que possui 526 aminoacidos, tem uma massa de
60.9 kDa ¢ é levemente acida (pl: 6.0). O gene da p677 % (NCF2, MIM 233710)
encontra-se localizado no cromossomo 125 e contém 16 exons que geram um RNAm de
2.4 Kb (CHANOCK et al., 1994). A p677% assim como a pa7%  contem dominios
SH3 que podem ser encontradas em uma grande variedade de proteinas de sinaliza¢do
intracelular (LETO et al., 1990). Possui quatro repetigdes tetratricopeptideas (TPR) que sédo
repeticdes em “tandem” de 34 aminoacidos. Esses motivos medeiam interagdes entre
proteinas ¢ formagéo de complexos multiprotéicos, e também sfo encontrados numa grande
variedade de proteinas. A p67°7* interage com as proteinas citosolicas pa0THOX o pa7PHOx
através destes trés motivos (LETO et al., 1990) (CHEN et al., 1996).

A p6777%% contém uma regido central rica em prolinas seguida por um dominio
SH3, com um segundo dominio SH3 na regido C-terminal. A fungdo do primeiro dominio €
desconhecida. A p677%% interage com a p477%" usando o dominio SH3 da regifo

C-terminal para unir-se a seqiiéncias ricas em prolinas do extremo C-terminal da pa7Hx

7PHOX g0 yine com a regifio rica em prolinas da

em seguida o segundo dominio SH3 da p4
p67 0% (UHLINGER et al., 1994). No sistema NADPH oxidase esses dominios t€ém um
papel muito importante na interagéo entre os componentes que levam 4 montagem do
complexo enzimatico ativo unido a membrana (DELEQ and QUINN, 1996). A por¢do
N-terminal da p6777°F contém uma regido de unido para Rac, sendo que essas proteinas sao

importantes para a ativagdo e desativagio do sistema NADPH oxidase e sdo chamadas de

Introdugdo
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proteinas ligadoras de GTP, onde as subfamilias das Rac t€m sido identificadas como
essenciais (DORSEUIL et al., 1996).

As proteinas ativadoras p67 7 %

e p47°7%% formam o complexo citosélico junto
com um terceiro componente, a proteina p46~~ ", gue possui 339 aminoécidos. O gene que
codifica essa proteina é o0 NCF4, que se encontra 0o cromossomo 22q13, possui 10 exons

(ZHAN et al, 1996) e contém duas segiiéncias ricas em prolinas na regido C-terminal.

Demonstrou-se que esse dominio se liga com um dominio SH3 da p47‘PHOX. Acredita-se que
a translocagio da p407#%% 3 membrana ¢ dependente da presenga da p47"" e é mediada

pela p677#%. Assim, a p47"7%X se associa com a p67*" pela interagiio dos motivos de
’}PHOX

prolina e SHI3, a p40™* interage diretamente com a p47~"** ¢ indiretamente com p6
(KURIBAYASHI et al,, 2002).

Figara 1- Interacdes entre as proteinas phox. Esse modelo mostra as interacbes entre 0s
componentes do sistema NADPH oxidase. As caixas pretas s3o os dominios
SH3, as caixas abertas sio as seqiéncias das regibes ricas em prolinas
interagindo com elas (KURIBAYASHI et al,, 2002).
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A ativagio do sistema NADPH oxidase requer também mais duas proteinas de
baixo peso molecular que ligam GTP, as Rac, as quais nas c€lulas em repouso
encontram-se localizadas no citoplasma mum complexe dimérico Rho-GDI (Guanine
mucleotide Dissociation Inhibitor), e a RaplA, que se localiza nas membranas.
Essas proteinas pertencem a superfamilia Ras das pequenas proteinas (~21kDa) ligantes de
GTP, que regulam diversas vias de transducdio de sinats, ciclo celular, € translocagdo de
proteinas (HEYWORTH et al., 1993).

Durante a ativagdo, Rac2 liga-se ao GTP (guanosine triphosphate) e se liga a
p677* que migra para a2 membrana junto com o complexo citosolico e se associam ao
citocromo bssg (DIEKMANN et al., 1994). A RaplA forma complexos estequiometricos
com o citocromo bsse. O citocromo bsss e a Rapl A siio liberadas & superficie celular pela
fusio das membranas das vesiculas secretoras. O papel da Rac-2 na producio de Oz
parece estar relacionado 3 sua interagio com a p67 " e estabilizagdo desta proteina
{(BURG and PILLINGER, 2001). Aparentemente, a fosforilagdo da RaplA pode inibir a
atividade da oxidase, uma vez que ¢ desfeita a associacéio com o citocromo bsss. Por isso a
translocagio da RaplA até o citocromo bssg € importante para a atividade da oxidase
(SEGAL et al | 2000).

Durante a fagocitose, a membrana plasmaética ¢ intemalizada e se une a vesicula
fagocitica. Com isso, 2 NADPH oxidase libera O, dentro da vesicula e a rapida conversdo
do O~ em produtos sucessores banha o agressor internalizado com uma mistura de
oxidantes corrosivos {BABIOR, 1999).

32



REPOUSO ATIVADO

w2 - = —gggm
_.-'r P47 —on pe7
p;;] g, &

Figura 2- Ativacio do sistema NADPH oxidase. Nas células em repouso as subunidades
da oxidase estdo distribuidas entre o citosol (p40"7%, p477* p67™°% ¢ Rac2)
e as membranas (RaplA e o citocromo bsss, 0 complexo p22™°%/ gp9 1”H%).
Rac2 e RaplA sdo proteinas ligantes de guanina que atuam em Outros processos
além da ativacdo da oxidase. As outras cinco proteinas s3o unicas ao sistema
NADPH oxidase. Quando as células s3o ativadas, a p47PHOX é fosforilada e as
subunidades citosolicas migram para a membrana, se ligando ao citocromo bssg e
provocando a ativagdo do sistema (DIEKMANN et al, 1994) (WOODMAN
et al., 1991).

Doenca Granulomatosa Cronica

E uma imunodeficiéncia primaria grave e rara, com incidéncia estimada de
1/250.000 nascidos vivos por ano. E causada por uma alteragio no sistema NADPH
oxidase fagocitico humano, que altera a producgdo dos reativos intermediarios do oxigénio
(WINKELSTEIN et al, 2000). Os pacientes com DGC sofrem infecgdes recorrentes,
provocadas principalmente por bacténas catalase positivas como Staphylococcus aureus e
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bacilos gram negativos, fungos como Aspergillus e Candida. Essas infecgbes ocorrem
predominantemente em locais considerados barreiras naturais do organismo (SEGAL et al.,
2000). O paciente apresenta infecgdes graves e recidivantes na pele, nas vias respiratorias,
trato gastrointestinal, e nos respectivos linfonodos que drenam essas areas (FORREST
et al, 1988). O mecanismo da formagio dos granulomas se d& provavelmente pela
dificuldade dos neutrofilos em matar o agente agressor pela persisténcia dos

microrganismos nos fagolisossomos na tentativa de conter as infec¢des (SEGAL, 1988).

A DGC apresenta-se como conseqiiéncia de mutagdes em algum dos
componentes do sistema NADPH oxidase, que levam a auséncia, baixa expressao ou mau
funcionamento de um dos componentes deste sistema. A forma mais frequente da DGC ¢ a
ligada ao sexo, na qual € afetada a cadeia pesada do citocromo bssg, 0 componente
2p9177%% (com aproximadamente 60% dos casos). Nas formas autossdmicas recessivas €
afetado um dos componentes citosolicos da NADPH oxidase, a p47P HOX (25-30% dos
casos), p6777?* (5% dos casos) ou defeitos na cadeia leve do citocromo bssg, © componente
p22PHOX (5-7% dos casos). Ainda ndo se documentaram pacientes com DGC devida a
defeitos nos componentes p40” HOX RaplA, racl ou rac2 (WINKELSTEIN et al., 2000)
(THRASHER et al., 1994) (ROOS, 1994).

Os tipos de mutagdes que causam DGC ligada ao sexo incluem delegdes e
insercdes menores, grandes delegdes multigénicas, e substituicdes del tipo “missense” ou
“nonsense” (RAE et al., 1998) (SEGAL et al., 2000). Diversos defeitos moleculares no
gene CYBB ja foram identificados, alguns dentro da regido codificadora, nos introns,
e regides regulatorias do gene (ARIGA et al., 1994, NEWBURGER et al., 1994).

A incidéncia de DGC autossdmica é menor que a DGC ligada ao sexo, portanto
o nimero de mutacdes identificadas nestes pacientes € menor. A identificacao das mutagoes
em familias com alteragido na p22 ou na p67p HOX indica que as bases genético-moleculares
das deficiéncias destas proteinas sdo tdo heterogéneas quanto as observadas nas
deficiéncias do componente gp917#?" ligadas ao X (CROSS et al, 1996). Ja para a
p47‘° H0X 90% dos pacientes com alteragdo nesta proteina apresentam a mesma mutacao,
uma delegdo homozigota dos nucleotideos GT, correspondente as duas primeiras bases do
segundo exon do gene NCF1 (ROESLER et al., 2000) (VAZQUEZ et al., 2001).
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Além das mutacdes, diferentes polimorfismos té€m sido descritos nos
componentes gp91, p22, p67 e p47 ¥ (MORENO et al., 2003). Os polimorfismos de um
s0 nucleotideo sdo pares de bases uinicas localizadas no DNA nas quais seqiéncias
alternativas {alelos) existem em individuos normais numa populagiio, e se apresentam com
uma freqiiéncia de pelo menos 1% (BENTO, 1997). Muitas moléculas envolvidas na
resposta imune apresentam polimorfismo génico, e substituigdes de um Gnico nucleotideo
(SNP, single nucleotide polymorphism) representam o tipo mais freqiiente de variagfio de
DNA na populagdo humana podendo influir na estabilidade ¢ atividade das proteinas
(FOSTER et al., 1998) (MARSHALL and WELSH, 2001). Baseados nestes fatos e num
recente estudo em pacientes com doenga granulomatosa cronica (PATINO et al., 1999)
pretendemos estabelecer se duas substituicdes nucleotidicas que aparentemente nfo foram
responsaveis pelo fendtipo destes pacientes corresponderiam a polimorfismos e se
poderiam estar alterando a expressdo deste gene. A primeira destas transi¢des € a troca de
A—G na posigio -21 da regido 3° do intron 10 e a segunda € a transi¢io de C—oT na

posi¢do —23 antes do inicto do exon 1.
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Objetive geral

Determinar se duas substituigdes nucleotidicas encontradas no gene NCF2,

7PH ox

que codifica para a proteina p6 correspondem a polimorfismos e quais sdo os efeitos

funcionais sobre o gene.

Objetivos especificos

Capitulo 1: “Doenca Granulomatosa Crénica da infincia: novos polimoerfismos no gene
NCF2”.

Investigar a existéncia de dois novos polimorfismos (SNPs "single nucleotide
polymorphtsms") no gene NCF2 do sistema NADPH oxidase e determinar sua freqiiéncia

em uma populagdo sadia.

Avaliar a sensibilidade da técnica de SSCP (polimorfismo conformacional de

cadeta simples) para identificar SNPs.

Capitulo 2: “Novo polimorfismo no Intron 10, na seqiiéncia necessdria para o splicing do
gene NCF2 gera espécies alternativas de RNAm, mas niio afeta & expressdo
da p67-phox”.

Determinar se a presenca de A por G na posicio —21 do intron 10

(IV§10-214 () produz alteragdes funcionais no gene NCF2 em individuos normais.

Analisar a seqiiéncia entre os introns 10 e 12 do gene NCF2 e determinar a

presenga de splicing alternativo.

Capitulo 3: “Identificacdo de um novo polimorfismo na regido promotora do gene

NCF2”.

Analisar se a presenga deste polimorfismo pode modificar de alguma maneira a
regula¢fo da transcricdo do gene NCF2, usando mutagénese sitio dirigida e medig¢io da

atividade de luciferase.
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RESUMO

Objetivos: Mutagdes no gene NCF2 resultam em uma das formas autossémicas recessivas
da doenca granulomatosa crdnica da infincia (DGC). Além de mutagdes conhecidas,
descreveu-se em pacientes com DGC duas novas substituicdes no gene NCF2. O objetivo

deste estudo foi investigar se estas substituigdes constituem polimorfismos do gene NCF2.

Métodos: Investigamos a freqiiéneia de duas substituigdes na seqiiéncia do gene NCF2 em
214 doadores sadios. A primeira é uma transigio de C—T na posi¢io —23 da regidao
5" reguladora. A segunda € uma transigio de A—>G na posigio —21 da regido 3° terminal do
intron 10. Extraimos DNA gendmico de células do sangue periférico. O DNA foi
amplificado por meio de PCR com primers especificos para o gene NCF2, analisado quanto
a presenca de polimorfismos conformacionais de cadeias simples, digerido com
endonucleases especificas e sequenciado. O calculo das freqiiéncias genotipicas e alélicas

seguiu a lei de Hardy e Weinberg,

Resultados: Cem individuos foram avaliados quanto a presenga da transigio C—T na
posicio 23 da regido 5° reguladora; sendo 67% homozigotos para o alelo C,
32% heterozigotos, ¢ apenas 1% homozigoto para T. Cento e quatorze individuos foram
analisados quanto a presencga da transi¢io A—»G na posicio —21 da regifo 3" terminal do
intron 10, dos quais 36% foram homozigotos para A, 43% heterozigotos e

21% homozigotos para G.

Conclusées: Considerando as freqii€ncias alélicas, concluimos que essas variantes
correspondem a polimorfismos do gene NCF2. Suas possiveis implicagGes na expressio do

gene NCF2 constituem objeto de pesquisa atual em nosso laboratério.
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ABSTRACT

Objectives: Mutations in the NCF2 gene result in an autosomical recessive form of
chronic granulomatous disease of childhood (CGD). We have recently described nucleotide
changes in p67-phox—deficient CGD patients that apparently were not responsible for their
CGD phenotype. To determine if two of these changes are genetic polymorphisms,

we analyzed their occurrence in the general population.

Methods: We investigated the frequency of two substitutions in NCF2 gene in 214 healthy
individuals. The first corresponded to a C—T transition at position -23 of the 5° regulatory
region of the gene. The second corresponded to an A—G transition in position 21 of the
3” end of intron 10 (IVS10-21A—G). NCF2 gene fragments from genomic DNA were
amplified by PCR with specific primers. These substitutions were detected in genomic
DNA by conformational polymorphism analysis of PCR-generated fragments, restriction
endonuciease digestion assays, and DNA sequencing. Genotypes and allelic frequencies

were calculated by the Hardy-Weinberg equation.

Results: A fotal of 100 healthy subjects were analyzed for the presence of the
C—T transition of the 5’ regulatory region of the gene, 67% were homozygous for C,
32% were heterozygous, and 1% was homozygous for T. The A—G transition in intron 10
was analyzed in 114 subjects, 36% were homozygous for A, 43% were beterozygous,

and 21% were homozygous for G.

Conclusions: Considering the allelic frequencies, we conclude that both substitutions
correspond to polymorphisms of NCF2 gene. The possible implications for franscription or

expression of NCF2 gene are under current investigation in our laboratory.
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INTRODUCAO

As células fagociticas tém um papel fundamental na defesa inata do hospedeiro
contra as infecgdes. Para esta funcdo, os neutrodfilos, eosinofilos, mondcitos e macréfagos
possuem um eficiente sisterna microbicida dependente do oxigénio, cuja atividade é
conhecida como explosio respiratéria dos fagocitos (1). A produglo de reativos
intermedidrios do oxigénio (ROS) ocorre como conseqii€ncia da ativagio de um complexo
enzimatico denominado NADPH oxidase, que esta localizado principaimente na membrana
fagolisossomal. Esse sistema transfere os elétrons do NADPH citosdlico para o vacholo,
com a finalidade de reduzir o oxigénio a &nion superdxido, dando inicio aos eventos que

levam a morte dos patogenos (2).

O centro enzimético do complexo NADPH oxidase é constituido por vérios
elementos. A glicoproteina de 91 KDa (gp91-phox) e a proteina de 22 KDa (p22-phox)
formam um heterodimero denominado flavocitocromo bsss, presente na membrana das
células fagociticas (3). As proteinas de localizagiio citostlica séo a p47-phox, p67-phox e
p40-phox, as quais se translocam para a membrana quando os fagécitos sdo ativados (1).
Um defeito na proteina gp91-, p22-, p47- ou p67-phox produz a Doenga Granulomatosa
Cronica da infincia (DGC), uma imunodeficiéncia primaria caracterizada por infecgOes

graves ¢ recorrentes causadas principalmente por bactérias catalase positivas e fungos (4).

Além dessas mutagdes associadas com a DGC, sdo encontradas diversas
substituigdes nos genes do sistema oxidase, algumas delas consideradas polimorfismos,
pois sua freqiiéncia na populagio geral ¢ mais elevada do que se esperaria apenas pela taxa
de mutagio recorrente (5). No gene da p67-phox foram descritas varias mutagdes
responsaveis pela DGC, em varias regides da seqii€ncia deste gene (6) (7). Recentemente
foram encontradas algumas substituicSes ndo descritas previamente, durante a
caracterizacio de pacientes com DGC, secundaria a deficiéncia de p67-phox, os quais além
das mutagdes responséveis pelo fendtipo de DGC, apresentavam diferentes substituigSes de
mucleotideos, que também foram identificadas em individuos sadios, € que por sua
localizagio na estrutura do gene, podeniam modificar parcialmente a expressio do mesmo

(8). Uma destas alteragdes corresponde a transicBo de C—T na posicio —23 da
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regido 5  reguladora do gene, que pode ter importancia na regulagio do promotor do gene
(9). A outra substituigdo € uma transigio de A—>G no intron 10, na posi¢io de
21 nucleotideos antecedendo o inicio do éxon 11 (IVS510-21 A—G), local de importancia
para o “splicing” da molécula e processamento do RNA maduro (10). O objetivo deste
trabalho foi investigar a freqiéncia destas variagBes alélicas na populagio geral,

e determinar se estas constituem polimorfismos do gene NCF2.
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CASUISTICA E METODOS
Sujeitos

Foram estudados 214 individuos n3o relacionados, voluntarios sadios da
populacdo geral, de ambos os sexos, com idades entre 18 e 40 anos. Apoés leiura e
concorddncia com os termos do Consentimento Livre e Esclarecido foi realizada uma
pequena entrevista inicial sobre seu estado de satide e o registro de episddios infecciosos
mais importantes. A seguir, foram coletados 10 mL de sangue venoso periférico em tubos
com heparina. Os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, em conformidade com a resolugio 196/96
do Conselho Nacional da Satide do Brasil.

Obtencio de DNA genémico

O DNA gendmico foi extraido do sangue venoso pernférico, utilizando-se o
kit DNA Purification (Promega, Madison, WI), segundo as instrugdes do fabricante.
O DNA foi ressuspendido em 100 pl. de tamp3o TE (Tris 10mM, EDTA 1mM) e

armazenado a 4°C até seu uso.

Amplificacio por rea¢iio em cadeia da polimerase (PCR)

As zonas do DNA gendmico correspondentes a regido 5™ reguladora do gene
NCF2 e ao extremo 3" do intron 10 do mesmo gene foram amplificadas a partir do DNA
gendmico obtido dos individuos sadios. Os oligonucleotideos usados para a
regido 5 foram; p67-5LB  5ACCTCTGGCTGGTGACAC3’ e p67-EXIRB
5’CCTCCCTGGTGATAATGACAJ’; enquanto que para o intron 11 foram p67-Ex11LA
5"GTGTTTCCCCACATCCAC3 e p67-Ex11RA 5"CAGGGAGAGGAACTCAGGAS",

As reagdes de amplificacdo foram feitas num volume final de 50 pL utilizando
Amplitaq Gold (Perkin Elmer). As condigbes da reagiio de amplificagio foram de 30 ciclos
de 96°C/2 min, 63°C/15 seg e 72°C/30 seg, seguidos de um ciclo de extensdo de 72°C por
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7 minutos, o qual foi realizado num termociclador Gen™ PCR Sistem 9600 (Perkin Elmer).
Com 2 finalidade de confirmar a amplificagio, os fragmentos foram visualizados por meio
de luz ultravioleta, depois sua separagio por eletroforese em gel de agarose a 2% corado

com brometo de etidio.

Anilises de polimorfismos conformacionais de cadeia simples (SSCP)

Com a finalidade de identificar polimorfismos conformacionais nos fragmentos
de amplificagio correspondente a regido 5’ do gene NCF2 (oligonucleotideos p67-5LB e
p67-EXIRB) ¢ ao extremo 3’ do intron 10  (oligonucleotideos p67-Exl ILA e
p67-Ex11RB), os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em condigSes nativas
utilizando uma cimara de segiienciamento. Para isso misturou-se 5 uL da reagdo de PCR
com azual de bromofenol dissolvido em formamida, o DNA foi desnaturado por 2 min a
80°C, em seguida foi colocado sobre um gel de poliacrilamida a 6% e foi corrida uma
eletroforese a 35 Watts por 3 horas. A seguir, o gel foi corado com uma solugiio de prata

seguindo protocolo previamente descrito (11).

Identificacio do polimorfismo na pesicio —23 da regifio 5

O fragmento de DNA obtido depois da amplificagio da regido 5° do gene NCF2
foi digerido com a enzima de restrigho Mae III, 2 U/uL (Boehringer Mannheim),
a 55°C durante 3 horas, em um volume final de 25 pl, em tampdo especifico (20mM
Tris-HCI, 275mM NaCl, 6mM MgCl;, 7mM 2-mercaptoetanol, pH 8.2). Esta enzima
reconhece € corta no sitio GTNAC, onde N significa qualquer nucleotideo. O produto da
digestdo foi submetido & eletroforese em gel de agarose NuSieve (FMC BioProducts,
Rockland, Maine) a 2,5%. O gel foi corado com brometo de etidio (1 pg/mL), e as bandas

foram visualizadas e fotografadas sob luz uitravioleta.
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Seqiienciamento enzimatico do DNA

As amostras de DNA amplificadas por PCR foram purificadas wtilizando o
“Concert Rapid PCR Purification System (Life Technologies, Gibco) e seqiienciadas pelo
método enzimatico de incorporagio de dideoxinucleotideos, utilizando o kit DNA
sequencing Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction for ABI
377 (PE/Applied Biosystems). Quando indicado, o fragmento foi subclonado no vetor
pBlueScript conforme ensaios padronizados (12). Uma vez obtidas as seqiéncias
alteradas, estas foram comparadas com as seqiiéncias normais a partir dos dados do
GenBank,

Estatistica

As freqiiéncias dos polimorfismos foram determinadas a partir das leis de
Hardy-Weinberg, que sdo uma extensdo das leis Mendelianas e descrevem as freqiiéncias
de alelos e de gendtipos para populagdes em equilibrio génico. A lei de Hardy e Weinberg
estabelece que p” + 2pq + ¢° = 1, onde p= freqiiéncia do alelo dominante e q= freqgiténcia do

alelo recessivo (13).
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RESULTADOS
Transi¢io de C por T na posiciio —23 da regiio promotora do gene NCF2

Para determinar a freqiiéncia desta substituico, o fragmento de 465 pb que
inclui a regido 5 promotora do gene, foi obtido do DNA gendmico amplificado por meio
de PCR, a partir de 100 individuos sadios. Esse fragmento foi digerido com a enzima de
restriio Mae HL que corta a citosina na posi¢io —23. A figura 1A mostra o padrdo de
digestiio deste fragmento nos diferentes individuos. Os homozigotos para o alelo C geraram
fragmentos de 138 e 316 pb, os heterozigotos (C/T) geraram fragmentos de 138, 316 e
454 pb.

Embora os individuos homozigotos para o alelo referido (C/C) pudessem gerar
3 fragmentos (316, 138 e 11pb), somente dois deles sdo visiveis, pois o terceiro é muito
pequeno para ser observado. Os individuos homozigotos para o novo alelo (T/T) devem
gerar dois fragmentos (454 e 11pb) ¢ os heterozigotos podem apresentar os 4 possiveis

fragmentos.

A anilise SSCP do produto de PCR revelou diferentes padroes eletroforéticos
para cada gendtipo (Figura 1B). Cada produto de amplificagiio é desnaturado, migra nas
suas condigdes nativas, permitindo observar 3 bandas nos individuos heterozigotos € apenas
duas nos homozigotos. Para confirmar esses resultados, sequenciamos a regifo que contém
a substituigio (Figura 1C). Sessenta e scte dos 100 individuos foram homozigotos para C,
32 foram heterozigotos, ¢ somente um deles foi homozigoto para T. As freqiiéncias alélicas

e fenotipicas sdo apresentadas na Tabela L.

Transicio de A por G na posi¢io 21 de intron 10 (IV $10-21A—G) no gene NCF-2

O ensaio SSCP usando um fragmento de PCR de 200 pb contendo o final 3" do
intron 10 foi realizado para identificar a substinigio de A por G na posigdo 21 do

intron 10, j4 que n#io achamos uma enzima de restri¢ao para a identificagiio da substitui¢do.
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Observamos um padrio de quatro bandas para os individuos heterozigotos
(G/A), e duas bandas para os homozigotos (A/A)} ou (G/G) (Figura 2A). Essa substitui¢io
nucleotidea foi confirmada por seqiienciamento, usando o méiodo enzimatico de
incorporagio de dideoxinucleotideos como mencionado nos materiais e métodos
(Figura 2B). Uma completa correlagio entre o seqiienciamento e os dados da migragio do
SSCP foi observada. Dos 114 sujeitos analisados para essa transi¢io nucleotidea,
41% foram homozigotos para A, 49% foram heterozigotos e 24% foram homozigotos
para G (Tabela I).
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DISCUSSAO

Somente 2-3% do DNA humano se expressa. Assim, o maior parte do genoma
humano nfo é composto por genes que transcrevem um RNA importante para a produgio
de uma proteina fundamental. Mutagdes neste DNA ndo chegam a ter um efeito no fendtipo
do individuo e por esse motivo nfio sdo eliminadas da populagdo. Em outras palavras,
o DNA que ndo é transcrito estd mais sujeito a acumular mutagbes, constituindo uma
grande fonte de variabilidade no DNA dos individuos. Estas variaghes genéticas sem
consequéncias aparentes precisam ser diferenciadas daquelas que causam o aparecimento
de doengas genéticas, por afetarem regides importantes de genes fundamentais para o

individuo (14).

O objetivo deste trabalho foi determinar a freqiéncia de duas substituicSes de
mucleotideos localizadas em regides ndo transcritas do gene NCF2. Estas regibes sdo
importantes para o comego da transcrigdo génica (regidio 5° reguladora) ou para o splicing
do RNA (segiiéncia receptora do intron 10), portanto, uma variagho nessas seqiiéncias pode
resultar numa alteragio da expressdo génica, reduzindo a sintese da P67 e

conseqilentemente diminuindo a atividade microbicida das células fagociticas.

A transi¢do na posigio —23 na regiio 5° do gene NCF2 foi detectada na maioria
dos individuos sadios estudados com uma fregiiéncia alélica de 17% para o alelo T, o que
corresponde a um polimorfismo no gene NCF2. Embora outros polimorfismos tenham sido
descritos neste gene (6), a mudanca -23C—T ¢ a primeira a ser descrita na regio

promotora do gene NCF2, e pode ter implicagdes para o inicio de sua transcrigdo.

A eficiéncia da transcrigio estd sujeita a regulagfo por proteinas ativadoras ou
supressoras da transcrigio. Sugere-se que os fatores de transcricio unidos a0 DNA
influenciam a transcrigio por meio de interagio proteina-proteina, com fatores de iniciagdo
geral, resultando na potencializagio do recrutamento ou estabilizagio do complexo do
promotor basal ao molde. Um desses ativadores € o Spl, que se liga s chamadas caixas
GC. O Spl é universalmente expresso, sendo necessario para a expressdo constitutiva e
induzivel de uma variedade de genes. Outros fatores de transcri¢do descritos no promoter
do gene NCF2 incluem o Spl/Sp3, PU.1, AP-1, PU.1/HAF1, importantes para a atividade
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do promotor (9) (15). Embora o polimorfismo aqui apresentado ndo esteja localizado em
nenhuma seqiiéncia reguladora conhecida do promotor do gene NCF2, sua proximidade ao

sitio de inicio de transcrigdo, sugere que este possa alterar a expressio do RNA.

Também foi investigada a freqii€ncia alélica de uma segunda substituicio,
a transigdo de A por G na posigdo —21 (IVS510-214—-G) no gene NCF2. Esta alteragio pode
modificar o splicing do exon 11 neste gene (8). A substituigio —21A foi encontrada no
“branch acceptor sequence” do intron 10, o qual é necessario para a formagido do lago entre

a extremo 5’ livre e o extremo 3 ‘terminal do intron (16) (17).

Durante o splicing do RNAm, o sitio doador no extremo 5° do intron € cortado
por nibonucleoproteinas que geram um exon com um extremo 3 livre e um intron com uma
guanina livre no extremo 5°. O grupo fosfato desta guanina livre é esterificado com um
grupo hidroxila de uma adenina conservada, localizada na seqii€ncia “branch acceptor”,
entre os nucleotideos —18 e —37 do extremo 3” do intron. Estes acontecimentos permitem a
formag¢do do lagco e o corte do extreme 3° do intron. Simultaneamente com a excisdo do

intron, ambos os exons s&o unidos e a seqiéncia do intron € removida (16).

A substituicdo descrita no intron 10 pode alterar o splicing do RNA do gene
NCF2 no intron 10 e no exon 12. Em alguns casos o splicing normal esta presente, pois o
extremo 5'no intron 10 reconhece o sitio aceptor de splicing no mesmo intron. Entretanto,
em outras circunstéincias, a formagio do lago ocorre entre 0 extremo 5° do intron 10 e a
seqiléncia aceptora de splicing no intron 11, a qual resulta em exclusio do exon 11.
A eliminacio deste exon pode mudar o marco de leitura e resuitar em uma proteina

truncada, como representado na Figura 3.

No grupo de individuos sadios analisados para essa transi¢do, 36% foram
homozigotos para A, 21% foram homozigotos para G, e o restante foi heterozigoto.
Estes dados indicaram uma freqiiéncia alélica para G de 42,5%. Como este alelo estd
presente em quase metade da populagio sadia, pode ter um papel importante na expressio

da p67-phox.
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Estudos preliminares de nosso grupo indicam que algumas espécies de RNAm
nfio possuem o exon 11 (18). A redugio de moléculas de RNAm normais em céiulas que
carregam um dos polimorfismos que descrevemos pode diminuir a expressao da p67-phox.
Entretanto, na maioria dos casos, a redugdo do namero de moléculas de RNAm pode ndo
alterar a fungiio do sistema NADPH oxidase, j& que um niimero reduzido de moléculas de
p67-phox ¢ suficiente para a ativagdo completa e normal deste sistema. Porém,
estes polimorfismos podem ser deletérios se presentes simultaneamente com muta¢des no
gene, afetando drasticamente a expressdo ou a fun¢do da proteina p67-phox ou de outros
genes envolvidos na resposta imune. Além disso, efeitos adicionais ou diferentes destes,
podem ser causados por polimorfismos, conduzindo a uma resposta imune anormal em
individuos normais. Em pacientes que ja apresentam resposta imune defeituosa, os efeitos

sinérgicos poderiam ser ainda piores (19) (20).

Considerando as freqgiiéncias alélicas observadas nesta pesquisa, concluimos
que essas variantes constituem polimorfismos do gene NCF2. Suas possiveis implica¢des
sobre a expressdo do gene NCF2, funcionamento da proteina p67-phox, por ele codificada,
atividade do sistema NAPDH oxidase, por ela integrado, e conseqgiientemente sobre a

resposta imunolégica, constituem objeto de pesquisa atual em nosso laboratorio.

Agradecimentos: Os autores agradecem Jussara Rehder e Diana Castafio pela assisténcia

técnica.
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LEGENDAS DAS FIGURAS E TABELA
Figura 1. Transicido de C por T na posiciio —23 da regiiio promotora do gene NCF2

Painel A. Eletroforese dos fragmentos de PCR da regido 5° do gene NCF2 digeridos com
Mae HI. As linhas 1, 3 ¢ 4 mostram o padrido de digestdo dos homozigotos para C na
posi¢do —23. A linha 2 mostra o heterozigoto (C/T).

Painel B. Analise de SSCP dos fragmentos de PCR da regifio 5° do gene NCF2 em
9 individuos estudados. A concordincia desses padrbes de migragio com os diferentes
gendtipos na posico —23 do promotor foi confirmada pela digestdio com Mae IIT e

seqlienciamento do DNA.

Painel C. Seqiiéncia de DNA da regifio 5" do gene NCF2 de individuos apresentando

diferentes gendtipos. As setas indicam os nucleotideos presentes na posicio -23

Figura 2. Transicio de A por G na posicio -21 do intron 10 (IVS10-21A—-G) no gene
NCF-2.
Painel A. Anilise por SSCP da regido do intron 10-exon 11 do gene NCF2Z de

10 individuos sadios. Esse padrio de migracdo concorda com os diferentes genotipos na

posi¢io —21 do intron 10, identificados por sequenciamento do DNA.

Painel B. Seqiiéncia do DNA da regifio do intron 10-exon 11 do gene NCF2. As setas

indicam os nucleotideos presentes na posigdo 21 do intron 10,

Figura 3, Splicing Alternativo. A transigio de A por G na posigdo ~21 do intron 10
(TVS10-21A—>G) no gene NCF-2 pode modificar parcialmente o splicing do exon 11 neste
gene (8). A posigio —21 esta localizada na segiiéncia “branch acceptor” do intron 10, que é

necessaria para a formacdo do laco entre a regido 5° e o extremo 3 do intron 10.

Tabela 1. Freqiiéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos -23C—T e
1VS10-21A—G, calculadas por meio da lei de Hardy-Weinberg.
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Tabela I

5°-23C—-T

IVS10-21A—G

No. (freqiiéncia)

No. (freqiéncia)

Freqiiéncias C/C 67 (0.67) A/A 41 {0.36)
genotipicas ¢y 32 (0.32) A/G 49 (0.43)
/T 1(0.01) G/G 24 (0.21)
Freqiiéncias C 166 (0.83) A 131 (0.575)
alélicas T 34017 G 57 (0.425)
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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ABSTRACT

The p67-phox protein is an essential component for activating the NADPH oxidase of
phagocytes. Mutations affecting this gene lead to an autosomal recessive form of chronic
granulomatous disease (CGD), a primary immunodeficiency characterized by recurrent
severe infections. We have previously described different nucleotide changes in the NCF2
gene of normal subjects and p67-phox—deficient patients. One of the substitutions is an
A—G transition in position -21 of the 3’ end of intron 10 (IVS10-21A—G), located within
the branch acceptor sequence necessary for RNA splicing of the NCF2 gene. In this work
we analyzed its occurrence by sequencing genomic DNA of 114 normal subjects and found
that 36% were homozygous for A, 43% were heterozygous, and 21% were homozygous for
G, showing that this transition corresponds to a polymorphism. We further investigated the
cDNA structure of NCF2 gene between exons 9 and 14. The RT-PCR analysis followed by
cDNA sequencing revealed complete (452 bp) and alternative (284 bp) products, without
exon 11 fragment in all genotypes. The DHR test as assayed by flow cytometry was 99.6%
for G/G, 99.45% for A/G and 99% for A/A individuals (p=0.81), showing normal
respiratory burst activity. The NCF2 gene expression as assayed by real-time PCR was
similar among all genotypes (p=0.937). We conclude that the TVS10-21 A—>G transition is a
polymorphism of the NCF2 gene, and its location gives rise to alternative splicing without
altering gene expression or the respiratory burst activity of normal subjects under specific

expenimental conditions.
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INTRODUCTION

The respiratory burst of phagocytic cells plays an essential role in the innate
immune response against pathogenic microorganisms. During this response, phagocytes
(monocytes, macrophages, neutrophils and eosinophils) produce high levels of reactive
oxygen species (ROS) that act together with the lysosomal enzymes to kill phagocytized
microorganisms [1]. Production of ROS depends on the activation of the enzymatic
complex NADPH oxidase (phagocyte oxidase), which is located mainly in the
phagolysosomal membrane. This enzymatic system takes electrons from the cytosolic
NADPH and transfers them in to the phagolysosome in order to reduce oxygen to
superoxide anion, thereby initiating the biochemical events leading to microbial death [2].
The phagocyte oxidase is comprised of at least five components. Two of these, gp91-phox
and p22-phox, form the flavocytochrome bsse, a membrane protein, which appears to carry
all of the redox components of the oxidase complex [3]. Other two proteins, p47-phox and
p67-phox, are cytosolic factors required for complete activation of the phagocyte oxidase.
A third cytosolic protein, p40-phox, is not essential for superoxide generation in a cell free

system and might have a regulatory role during the activation of the oxidase [4] [5].

The importance of the phagocyte oxidase for the antimicrobial response is
evidenced in patients with chronic granulomatous disease (CGD), a primary
immunodeficiency characterized by recurrent and severe infections produced mainly by
catalase positive microorganisms [6]. CGD is caused by mutations in any of the genes
encoding the major molecules that constitate NADPH oxidase (gp91-, p22-, p47,
or p67-phox) [7, 8]. Moreover potymorphisms have been reported in CYBB and CYBA
genes [9] [10].

We have previously characterized the genetic basis of CGD in 6 patients
lacking p67-phox (MIM number 233710), one of the less frequent forms of CGD [11]
In addition to the mutations responsible for the CGD phenotype, we have also identified
other nucleotide changes in different regions of this gene in CGD patients and in healthy
individuals. One of these nucleotide substitutions is an A—G transition at position -21 of
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intron 10 (IVS10-214—G), which is located in the branch acceptor sequence, important for
intron removal during pre-mRNA splicing.

Our aim was to investigate if this substitution corresponds to a polymorphism
of the NCF2 gene, and its possible implications on mRNA splicing, gene expression and
respiratory burst activity of phagocytes from normal subjects.
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MATERIALS AND METHODS
Subjects

A total of 114 healthy subjects, 18-40 years old, were screened for the genetic
variant in the intron 10 of NCF2 gene. Written consent was obtained according to
regulations of the School of Medicine of the University of Antioquia, State University of
Campinas Medical School ethics committee, and the Ministry of Health of Brazil resolution
196/96.

Nucleie acid preparation and EBV-B cell transformation

Genomic DNA was prepared from blood samples using a commercial
purification kit (Promega, Madison WI). RNA was prepared from EBYV-transformed
B-lymphocytes by the guanidine HCI method, as previously described [12]. Total or
nuclear RNA was reverse transcribed with random hexamers and SuperScnp H RT

(Life Technologies, Gibco), according to manufacturer’s instructions.

EBV-transformed B cell lines reproduce the biochemical and molecular defects
of CGD patients [13], provide an alternative to repeated blood collections from patients,
and serve as an abundant source of nucleic acids for molecular studies. To prepare such cell
lines, mononuclear cells were cultured with supernatants from B95-8, an EBV-producer
cell line, as previously described [14,15,16]. Cellular viability was monitored and the
cultures were maintained during the stdies. Aliquots of EBV-transformed B cells were

frozen in liquid nitrogen for archiving and future studies.

Polymorphism Characterization
Ampilification of NCF2 fragments by polymerase chain reaction (PCR)

The sequence corresponding to the NCF2-exon 10 branch point region was
amplified from Spl (Ipg/mL) of genomic DNA in 50uL of PCR reaction buffer
(Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN) containing 200pM dNTP mix (Amersham-
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Pharmacia Biotech UK Ltd., Buckinghamshire, England), 2.6 ng/uL of each primer, and
2.5 U Taq polymerase (Promega), using a GeneAmp 9600 thermal cycler (Perkin Elmer
Corp., Norwalk, CT). The oligonucleotides used for amplifying NCF2 intron10/exon
11 sequences were p67-Ex11LA 5’GTGTITCCCCACATCCAC3® and p67-Ex11RA
5’CAGGGAGAGGAACTCAGGA3’. The reaction was carried out for 30 cycles at 96°C

for 5 s, 60°C for 15 s and 72°C for 30 s, followed by a 7 minutes extension at 72°C.

Identification of single nucleotide substitutions by single strand conformation
polymorphism (SSCP) analysis

The transition at position -21 of intron 10 {21 nucleotides before the last
nucleotide of intron 10) was detected in genomic DNA by conformational polymorphism of
the PCR-generated fragments [17, 18]. PCR products were resuspended in loading buffer,
denatured at 80°C for 2 minutes, subjected to electrophoresis in a 6% non-denatunag
polyacrylamide gel and silver stained. The relationship between the altered SSCP profile
and the nucleotide substitution was further confirmed by seguencing genomic DNA,
revealing homozygous and beterozygous subjects.

DNA sequencing

DNA sequencing was performed using a DNA cycle sequencing system
(Promega, Madison, WI). 825 ng  of oligonucleotide primers p67-Ex9L 5
CCCCACCTTCATCTTCIT 3  and p67-Ex13R 5° TGATCCAGGATGTTGAGAGAA3’
were labeled in an 11-pL reaction containing 1yl *’P YATP (adenosine 5'-triphosphate;
222x10" Bg/mmol [6000 Ci/mmol]) (DuPont), 1uL. 10xT4 polynucleotide kinase buffer
containing 500mmol/L Tris-HCI (pH 8.3), 100mmol/L. MgCl,, 50mmol/L dithiothreitol,
1mmol/L. spermidine; and 1pL T4 polynucleotide kinase (equal to 1 unit). Amplification
reactions were performed for 30 cycles of 96°C for 5 s, 60°C for 15 s and 72°C for 30 s,
and the reactions were stopped using sequencing loading dye (10 mM NaOH,
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05% deionized formamide, 0.05% bromophenol blue and 0.05% xylene cyanol).
PCR products were heated for 2 minutes at 80°C and loaded into polyacrylamide
denaturing sequencing gels. Electrophoresis was performed at constant power (55 W)
in TBE buffer using an S-2 Sequencing Chamber (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD).
The gels were dried and exposed overnight at-70°C to BioMax film (Kodak, Rochester,
NY). Some sequences were performed using Big Dye Terminator DNA sequencing Kit
(Petkin Elmer) and the samples were run on an ABI 310 Genetic Analyzer (Perkin-Elmer
ABL CA), with the same primers referred above.

Functional Analysis
Biochemical analysis of the respiratory burst activity

The respiratory burst activity of granulocytes was analyzed by flow cytometry
using the dihydrorhodamine assay [19] In this assay DHR 123 is oxidized to green
fluorescent thodamine by the H,0, Brefly, 100 pL of the leukocyte-rich supematant
(10° cells) were added into 1 mL of phosphate buffered saline, pH 7.3 (PBS, Dulbecco’s
Phosphate-buffered Saline, GIBCO) with 9.9 pM/mL dihydrothodamine (DHR 123
Molecular Probes) and incubated 10 min at 37°C. The respiratory burst was induced with
110 plL phorbol ester phorbol-myristate-acetate (PMA, 0.4 ng/mL, Sigma)The samples
were incubated for additional 15 min at 37°C, put on ice to stop the reaciion and
subsequently analyzed by flow cytometry using the biue-green excitation light (483 nm
argon-ion laser) using a flow cytometer (EPICS XL, Coulter, Miami, F1). The respiratory
burst was evaluated in both homozygous and heterozygous individuals.

Splicing analysis

The cDNA sequence spanning the region between exons 9 and 14 in normal
and alternative transcripts were investigated using primers described in Table 1
Primers 1 and 2 were used to amplify the ¢DNA region between exons 9 and 14.
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Alternative transcripts were analyzed using primers 1, 2 and 3 as illustrated in Figure 1.
The PCR was carfied out for 30 cycles at 96°C for 5 s, 60°C for 15 s, and 72°C for 30 s,
followed by a 7 minutes extension at 72°C. Products were resolved in agarose gel
electrophoresis, purified from gel using the Qiaquick Spin PCR Purification Kit (Qiagen)
and cloned into the pGEM-T Easy Vector (Promega) according to manufacturer
instructions. Sequence was performed using Big Dye Terminator DNA sequencing Kit
(Perkin Elmer) and the samples were run on an ABI 310 Genetic Analyzer (Perkin-Elmer
ABL CA) and used the oligonucleotide primers p67-Ex9L (5" CCCCACCTTCATCTTCTT
3") and p67-Fx13R (5" TGATCCAGGATGTTGAGAGAA 3°).

Gene Expression

Gene expression of normal transcripts were assayed by real-time PCR using
SYBR Green Real Time PCR System (Applied Biosystems). Each 25 pl PCR mix
contained 7.9 uL Sybr® Green Master Mix (1X Sybr® Green Buffer, 3 mM MgCl,
200 M dNTP blend, 0.63 U Amplitag Gold®, 0.25 U AmpErase® (UNG), 600 nmol
forward primer NCF2cDNAEX16 5 TTCCCTTTGCACTCCCCTT 3', 600 nmol reverse
pnmer NCF2cDNAEx15 5'"GAGGCTACCCAACCAGAGGAC 3” and 12 ng/pl. cDNA.
Cycle conditions for the ABI 5700 were 50°C for 2 minutes, 95°C for 10 minutes and
35 cycles of 95°C for 15 s and 60°C for 1 minute. After the 35 cycles, 2 dissociation curve
(melting curve) was generated in the range of 60°C to 95°C. § actin was used to normalize
the amount of template for cach wild type. The reactions were run in triplicate and the
results averaged on a log scale. Standard curves for each amplification product were

generated from 10-fold dilutions of pooled cDNA to determine primer efficiency.

Statistic Analysis

The SAS System for Windows software 6.12 (SAS Institute, 1989-1996, Carry,
NC. USA) was used for statistical analysis. The polymorphism’s frequencies were
determined by the Hardy-Weinberg equilibrium [20]. The Kruskal-Wallis test was used for

comparisons among groups [21, 22],
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RESULTS
Transition A to G at position -21 of intron 10 (EVS10-21A—G) of NCF2 gene

The SSCP assay detected the 21 A to G substitution in intron 10 (Figure 2A).
This nucleotide substitution was confirmed by DNA sequencing (Figure 2B). There was a
complete correlation between sequencing data and SSCP migration pattern. From
114 subjects, 41 were homozygous for A, 49 were heterozygous and 24 were homozygous
for G (Table ID), leading to allelic frequencies of 57.5% for A and 42.5% for G, confirming
a polymorphism of the NCF2 gene.

Analysis of the p67-phox ¢cDNA

The region between exons 9 and 14 containing 507 pb was amplified by PCR
with primers p67-835LcDNA and p67-1320RcDNA. The fragment corresponding to an
alternative transcript without exon 11 (284 pb) was amplified in the same reaction using
p67cDNAEx10-12L and p67-1320RcDNA primers. This analysis was performed in four
different individuals carrying each genotype. We observed generation of normal and
alternative transcripts in all subjects. Sequencing of this p67-phox cDNA region
corroborated these data (Figure 3).

Respiratory Burst Activity and Gene Expression

The DHR test revealed the percentage of cells showing a positive respiratory
burst activity. It was 99.6% for G/G individuals, 99.45% for A/G and 99% for the
A/A individuals (p=0.81, Kruskal-Wallis Test). The intensity mean fluorescence (IMF)
range for G/G, A/G, and A/A groups were respectively: 4.57-79.3, 10.20-94.2 and
348-77.7 (p=0.6634, Kruskal-Wallis Test). These results indicated that there were no
statistical differences among these groups.

Capituio 2
74



The gene expression analysis of the NCF-2 was assayed by real time PCR.
The representative amplification plot of NCF-2 was similar to standard curves obtained
from B actin. Calibration curves were generated from serial dilutions of the extemal
standard cDNAs. The calibration curves were linear as shown by a significant correlaiion
coefficient (R® value) of 0.99. Gene expression of the A/A genotype was used as a
reference for comparing the A/G and G/G genotypes. Gene expression among the subjects
carrying the three genotypes did not show any sigpificant statistical difference (p=0.937,
Kruskal-Wallis test) (Figure 4).
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DISCUSSION

We investigated the allelic frequency of a nucleotide change, the A to G
transition at position 21 of intron 10 (I¥510-214—G), in the NCF-2 gene; 36% of healthy
individuals were homozygous for A, 21% were homozygous for G and the remaining were
heterozygous, which indicates an allelic frequency for G of 42.5%, compatible with a
polymorphism.

Initially, we determined the respiratory burst activity of granulocytes from
subjects with different genotypes in response to PMA. Although these cells showed a
similar behavior among genotypes, subtle alterations may be present and we cannot rule out

the possibility of distinct responses to other physiologic stimuli.

Given that this allele is present in almost half of the healthy population, we
investigated if this nucleotide transition influences p67-phox expression. We have
previously reported that a variant splicing of exon 11 may occur in this gene [11].
The —21A is placed in the branch acceptor sequence of intron 10, which is necessary for
lariat formation between the free 5° and 3° ends of intron 10. During pre-mRNA splicing,
the donor site at the 5° end of the intron is cut by the ribonucleoproteins that constitute the
spliceosome, which produces an exon with 2 free 3’ end and an intron with a free guanine
nucleotide at its 5° end. The phosphate group of this free guanine is esterified with a
hydroxyl group from a conserved adenine located at the branch acceptor sequence among
nucleotides —18 and 37 of the 3’ end of the intron. This event allows the formation of a
RNA lariat that is important for positioning the ribonucleoprotein machinery so it can
identify and cut the 3 end of this intron. Simultaneously with the intron excision,
both exons are joined and the intron sequence is spliced out [23] (Figure 5).

To investigate the presence of altemative splicing, we amplified segments of
¢DNA. that cover exon 9 to exon 13 of NCF-2 gene, and two different transcripts were
detected. Some species of mRNA in these bealthy individuals did not include exon 11.

Modifications in regions that determine the splicing of pre-mRNA may exert
different effects on the mRNA and protein products of the gene. Commonly, alternative

splicing patterns determine the inclusion of a portion of coding sequence in the mRNA,
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oiving rise to protein isoforms that differ in their peptide sequence and hence in the
structure and biological activity. Estimates of the minimum number of human gene
products that undergo alternative splicing are as high as 60%. Particular pre-mRNAs often
show multiple positions of altemative splicing, giving fise to a family of related proteins
from a single gene [24, 25]. Changes in the splice site choice can have different effects on
the encoded protein. Genetic switches based on alternative splicing are important in many
cellular and developmental processes and errors in splicing regulation have been implicated

in a number of different disease states [26].

In higher eukaryotic organisms, the branch acceptor sequence is not highly
conserved and mutations in this sequence lead to the use of cryptic branch points that
ultimately result in a reduced rate of splicing [27, 28]. A study demonstrated that different
nucleotide substitutions affecting conserved A in the branch acceptor sequence of the large
rabbit B-globin gene led to a 50% reduction in the rate of splicing as compared to wild type
[29]. In this model, the mutated branch point would still allow for normal splicing when A
was replaced with C, whereas G or U inhibited the normal splicing pattern. Furthermore,
an association between mutations in the branch acceptor sequence and human diseases has

been recently described [30, 31, 32].

The NCF2-intron 10 nucleotide substitution described here resulted in
alternative NCF2 RNA splicing events in intron 10 and exon 11. In most of the cases
normal splicing took place because the 5° end of the intron 10 recognizes the branch
acceptor site of the same intron, however, in some circumstances the lariat formation
occurred between the 5° end of intron 10 and the branch acceptor sequence of intron 11,
which cansed exon 11 to be skipped during the mRNA splicing. The elimination of this
exon could lead to a frame shift in the open reading frame and result in a truncated protein.
However we found that the presence of this nucleotide transition did not alter the splicing
pattern of NCF2 gene. With A or G in position -21 we still observed two cDNA species,

one normal and an alternative without exon 11.

The lack of a strong dependence on a particular sequence at the site of branch
formation in mammals suggest that the site of branch formation is probably specified in

large part by the structure of the multicomponent complex that forms the precursor RNA,
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or the role of the branch site is to supply a reactant, the 2° hydroxyl group, in the cleavage
reaction at the 5’splice site, while other sequences provide the specificity. Therefore a
consensus sequence at the branch site can facilitate the reaction but is not essential for

splicing [33].

A reduction in the number of normal mRNA molecules in cells carrying the
single mucleotide polymorphism that we described may not alter the function of the
NADPH oxidase system, because even a reduced number of p67-phox molecules are
sufficient for 2 normal activation of this system [26]. In some circumstances, these types of
polymorphisms may be deleterious if they are present simultaneously with gene mutations
affecting the expression or function of p67-phox or other genes involved in the immune
response. Similarly, additive effect of these and other single nucleotide polymorphisms can
lead to abnormal immune responses in otherwise healthy individuals. In patients already
presenting defective immune responses, the synergistic effect can be even more severe [23]
{34].

When we analyzed the NCF-2 expression for each genotype, we did not
observe any association between genotype and intensity of gene expression. However,
differences exist among individuals, therefore, for a given population, polymorphisms may
act as susceptibility genes and have moderate effects in the clinical expression of the
diseases [35,36]. It is possible that subtle changes of expression, which have little or no
effect in the general population, could assume greater significance in individuals with

defects in host defense systems, such as CGD.
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Legends to Figures and Tables

Table 1. Primers used for splicing analysis. Primers 1 and 2 were used to amplify the
¢DNA corresponding to sequence between exons 9 and 14; alternative transcripts were

analyzed using primers 1, 2 and 3.

Table I. Genomic and allelic frequencies for the IVS10-21 A—G polymorphism.
Of 114 healthy subjects analyzed for this nucleotide transition, 41 were homozygous for A,
49 were heterozygous and 24 were homozygous for G. The polymorphisms’ frequencies
were determined by the Hardy- Weinberg equilibrium.

Figure 1. Schematic representation for detection of principal and alternative splice
transcripts. The localization of PCR primers is indicated. Primer combinations and length
of resulting PCR fragments are 452 bp for principal transcript and 284 for the alternative

splice transcript.

Figure 2. Transition A to G at position -21 of intron 10 (IVS10-21A->G) of NCF2

gene,
A. SSCP analysis of the intron 10 — exon 11 region of the NCF2 gene in 5 healthy subjects.

These migration profiles were consistent with the different genotypes in position -21 of

intron 10 identified by DNA sequencing.

B. DNA sequence of the intron 10 — exon 11 region of the NCF2 gene shows the alleles
identified in healthy controls. Arrows indicate nucleotides present at position -21 of

intron 10.
Figure 3. Sequence analysis of the p67-phox cDNA

A. To corroborate those both normal and abnormal sequences were present, we amplified
the NCF2 cDNA with the conventional primers (p67-835LcDNA, p67-1320RcDNA) and
with the forward primer p67Ex10-12LcDNA plus p67-1320RcDNA. The presence of both
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sequences in subjects carrying the different genotypes was observed. The transcripts with

exon 11 have 507 pb while the transcript without exon 11 has 284 pb.

B. The PCR products were purified from gel and sequenced using Big Dye Terminator
DNA sequencing kit (Perkin-Elmer). The generation of alternative transcripts without

exon 11 was observed in the all genotypes.

Figure 4. Real Time PCR Analysis of NCF2 gene was made using cDNA from individuals
with A/A, A/G, and G/G genotypes; there were no statistical differences in NCF2 gene
expression among genotypes (p=0.937, Kruskal-Wallis test).

Figure 5. Structure of p67-phox cDNA in healthy doners.

The wupper panel of the figure shows the normal splice events for in
exon 10-intron 10— exon 11 region. The lower panel shows a schematic representation of
the alternative splicing produced by the substitution in the branch point sequence of
intron 10.
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Table I

PCR oligonucleotide primers used for splicing analysis

1. p67-835L 5’AGAAGAGCTCCAGGTCATG 3’

2. p67-1320R 5'CACAGAGTCAGGCAGTAGTTT 3°

3. p67Ex10-12L. 5" GCAGCCCCAGGCCAGAAA 3

Table II

Genotypic and allelic frequencies for the IVS10-21 A—G polymorphism

IVS10-21A—-G
No. (frequency)
A/A 41 (0.36)
Genotypic Frequencies A/G 49 (0.43)
G/G 24 (0.21)
A 131 (0.575)
Allelic Frequencies
G 97 (0.425)
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Figure 1
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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ABSTRACY

Objectives: NADPH oxidase plays an essential role during the innate immune response
against a high number of microorganisms. A. defect in one of the components of NADPH
oxidase produces chronic granulomatous disease (CGD), a rare inherited immunodeficiency
characterized by severe and recurrent infections. Mutations in NCF-2 that encodes P67,
one of the components of this oxidase, result in an autosomal recessive form of CGD.
Besides mutations responsible for CGD, we have previously identified some nucleotide
changes in NCF-2 gene that apparently were not responsible for the CGD phenotype,
one of these was the transtition C — T at position 23 of the promoter region. To determine
if this substitution corresponds to a genetic polymorphism, we analyzed its occurrence in

the general population and possible implications for the expression of the NCF-2 gene.

Methods: The frequency of the transition C —>T at position —23 of the 5" regulatory region
was investigated in 100 healthy individuals. The NCF-2 gene fragment from genomic DNA
was amplified by PCR with specific primers. This substitution was detected in genomic
DNA by digestion with Mae I, also by conformationat polymorphism analysis of
PCR-generated fragments (SSCP), and confirmed by DNA sequencing. Genotypes and
allelic frequencies were calculated by the Hardy-Weinberg equation. To analyze gene

expression luciferase reporter gene assay was used.

Conclusions: We conclude that this substitution corresponds to polymorphism of NCF2

gene, and granulocytes with this transition show normal gene EXPIessIon.
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INTRODUCTION

The NADPH oxidase is a multi-protein enzyme complex that plays an essential
role in host defense [1]. It is expressed in neutrophils, eosinophils, and mononuclear
phagocytes, and catalyzes the transfer of electrons from NADPH to oxygen, resulting in
formation of superoxide anion (O;) [2]. O is rapidly converted to secondary toxic oxygen
species, such as hydrogen peroxide (H20,), hypochlorous acid (HOCI), and hydroxyl
radical (OH), which can kill microorganisms{3]. Moreover, the activation of this enzymatic
system produces several electrochemical changes inside of the phagolysosoma, which
allow the activation of bactericidal enzymes released from granule [4, 5]. The relevance of
the NADPH oxidase is demonstrated by chronic granulomatous disease, a rare inherited
disorder characterized by recurrent infections due to a failure of phagocytic leukocytes to
produce reactive oxygen species [6].

The phagocyte oxidase consists of four components that are essential for its
activity: the heterodimeric membrane-associated flavocytocrome bssg protein, composed of
gp9179%% and p22779% the cytosolic components p477%%, p677%, and 40°7°* [7] and the
small GTPases Racl or Rac2 [8]. During activation, the cytosolic oxidase proteins
translocate to the membrane and associate with flavocytocrome bssg for complete activation
of the phagocyte oxidase [9].

One of the essential components of this system is a 67 kDa cytosolic protein
named p677%X The gene that encodes p67” HOX (NCEF-2) is located in chromosome 1425,

7.PH (24

spans 40 Kb and contains 16 exons. A genetic alteration involving p6 gene results in

an autosomal recessive form of chronic granulomatous disease (CGD) [10].

We have recently described different single nucleotide changes in some
p67-deficient patients that apparently were not responsible for the CGD phenotype,
but they could modify in some extent the gene expression [11]. In order to define if one of

7HOX gene we analyzed their

these changes corresponds to a polymorphism of the p6
presence in normal individuals. The substitution is a C—T transition at position -23 of the
5’ regulatory region of the gene. This region is important starting transcription

(5’ regulatory region). Therefore, variations in this sequence might result in altered gene
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expression, reduced p6777%% synthesis and finally a decreased ability of phagocytic cells to
produce reactive oxygen species.

The aim for this work was to determine the frequency of this single nucleotide
substitution located in the promoter region of the NCF2 gene, as well as to investigate its
possible functional effects regarding gene expression.
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MATERIALS AND METHODS
Subjects

The study population consisted of 100 healthy subjects, 18-40 years old,
males and females. Venous peripheral blood was drawn in heparinized tubes and analyzed
for the presence of the possible polymorphism in the NCF-2 gene and functional
experiments. Written consent was obtained according to regulations of the School of
Medicine of the University of Antioquia, State University of Campinas Medical School
ethics committee, and the Ministry of Health of Brazil resolution 196/96.

Amplification of NCF2 fragments by polymerase chain reaction (PCR)

Genomic DNA was isolated from mononuclear cells using a commercial
Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, WI). For each sample 5 ul of
gDNAwas amplified in 50 pL reaction buffer containing 1X PCR buffer (Boehringer
Mannheim, Indianapotlis, IN), 200 uM dNTP mix (Amersham-Pharmacia Biotech UK Lid.,
Buckinghamshire, England), 2.6 ng/ul of each primer, and 2.5 U Taq polymerase
(Promega), using a2 GeneAmp 9600 thermal cycler (Perkin Elmer Corp., Norwalk, CT).
The synthetic oligonucleotides used for amplifying of the 5 regulatory region of
NCF2 gene were p67-5’LB 5’ACCTCTGGCTGGTGACAC3” and p67-ExIRB
S’CCTCCCTGGTGATAATGACA3’. The reaction was carried out for 30 cycles at 96°C
for 5 s, 60°C for 15 s and 72°C for 30 s, followed by a 7 minutes extension at 72°C.

PHOX

Identification of the nucleotide transition in the p67 promoter

In order to identify the nucleotide placed at position -23 (23 nucleotides before
transcription start site in exon 1) of the 5° promoter region in the NCF-2 gene we used the
restriction endonuclease Mae IIL. This enzyme recognizes and cuts the sequence GTNAC.
Twenty-five pL. of the PCR fragment obtained with primers p67-5’LB and p67-ExIRB
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were precipitated in sodium acetate followed by digestion with 2 U of Mae III (Boehringer
Mannheim) at 55°C for 3 hours. The digestion fragments were resolved in a 2.5% NuSieve
(FMC BioProducts, Rockland, Maine) agarose gel, stained with ethidium bromide and

visualized by UV transiliumination.

Identification of single nucleotide substitutions by single-strand conformation

polymorphism analysis

To evaluated the sensitivity of SSCP to determine SNPs, the transition at
5 regulatory region of NCF2 gene was detected in some of the individuals by single-strand
conformational polymorphism (SSCP) of the PCR-generated fragments from genomic
DNA [12, 13]. PCR products were resuspended in loading buffer, denatured at 80°C/2 min,
subjected to electrophoresis in a 6% non-denaturing polyacrylamide gel and the DNA
bands were revealed by silver staining. To confirm the relationship between the abnormal
SSCP profile and the nucleotide substitution, genomic DNA fragments from homozygous

and heterozygous subjects were sequenced.

DNA sequencing

DNA sequencing was performed using a DNA cycle sequencing system
(Promega, Madison, WI). 82.5 ng of oligonucleotide primers p67-5'LB and p67-Ex1RB
were labeled in an 11-uL reaction coataining 1pL 32p ATP (adenosine 5'-triphosphate;
22.2x10" Bg/mmol [6000 Ci/mmol]) (DuPont), 1L 10xT4 polynucleotide kinase buffer
containing 500mmol/L. Tris-BCl (pH 8.3), 100mmol/l. MgCl, 50mmol/L dithiothreitol,
1mmol/L. spermidine; and 1pL T4 polynucleotide kinase (equal to 1 unit). Amplification
reactions were performed for 30 cycles of 96°C for 5 s, 60°C for 15 s and 72°C for 30 s,
and the reactions were stopped using sequencing loading dye (10 mM NaOH,
95% deionized formamide, 0.05% bromophenol blue and 0.05% xylene cyanol).
PCR products were heated for 2 minutes at 80°C and loaded into polyacrylamide

denaturing sequencing gels. Electrophoresis was performed at constant power (55 W)
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in TBE buffer using an S-2 Sequencing Chamber (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD).
The gels were dried and exposed overnight at-70°C to BioMax film {Kodak, Rochester,
NY). Some sequences were performed using Big Dye Terminator DNA. sequencing Kit
(Perkin Elmer) and the samples were run on an ABI 310 Genetic Analyzer (Perkin-Elmer
ABI, CA), with the same primers referred above.

Mutagenesis of promoter human NCF-2 gene

In order to investigate the effect of this polymorphism in the promotor region,
we used the clone 985-4 (that include the region of polymorphism). This fragment was
cloned into the pGL3-Basic Luciferase Vector (Promega), this construct was kindly
provided by Robert Clark and Li Sen-Li from the University of Texas Health Science
Center at San Antonio (UTHSCSA). A site-directed mutagenesis Kit (Quik-Change,
Stratagene, La Jolla, CA) was used to generate the mutant sequence. The mutagenic
primers were: p67prmL: 5"GTTCTCACTCTAGGTCACGGGTTTCATTTGGGACC 3/,
p67promR: 5"GGTCCCAAATGAAACCCGTGACCTAGAGTGAGAAC 3.
All constructs were confirmed by restriction mapping and sequencing.

Transient transfection and luciferase activity

To investigate if C to T substitution had an effect on genme expression,
transfection experiments on HL-60 cells were carried out harvested by centrifugation and
re-suspended with RPMI 1640 medium supplemented with 10% fetal calf serum,
2mM L-glutamine, 100 U/mL penicillin and 100 pg/mL streptomycin (GIBCO, N.Y.,
USA). Transient transfection for electroporation was performed in 7x1 0° cells suspended in
0.3 mL (per cuvette) of this medium with 1,25% final concentration dimethyl sulfoxide
(DMSO) (Melkonyan et al, 1996) with pGL3-985/-4sm luciferase (firefly) reporter plasmid
or pGL3-985/-4mut luciferase (firefly) reporter plasmid or N-terminal fluorescent protein
vector, pEGFP-N1 (for control of transfection efficiency, CLONTECH, Palo Alto, CA).
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A total of 30 pg of each plasmid DNA were added per cuvette, and the mixiure was
incubated for I min at room temperature and electroporated with a Gene Pulser apparatus
(Bio-Rad) at 290 V and 950 uF (Melkonyan et al, 1996). Immediately after tﬁe pulse,
transfected cells from one cuvette were placed on 6 mL of pre-warmed RPMI 1640 medium
containing 10% fetal calf serum and 1.25% DMSO and divided in two wells. Afier 24h
incubation at 37°C the cells were washed twice with phosphate buffered saline (PBS) and
then lysated in 250 pl (per well) with lysis buffer (25mM gly-gly, 15mM MgSO4,
4mM EGTA, Triton X (25%) and 2mM DTT) for 20 min at room temperature. Luciferase
activity was quantified using 200 pl of cell lysate, 100 ul of D-luciferin (Molecular Probes
Inc., Eugene, OR, USA) and 100 pl of luciferase assay buffer (25mM gly-gly,
15mM MgS04, 4mM EGTA, 15mM KH2P0O4, 6mM ATP and 3mM DTT) per sample.
Light emission was detected using a TD-20/20 Luminometer (Turner Designs) for
30 seconds at room temperature. Gene transfer efficiency was examined under an inverted
fluorescent microscope (Axiovert 135, Zeiss) where the transfected cells exhibiting a green
cytoplasm fluorescence were detected [14].

Biochemical analysis of the fespiratory burst activity

The respiratory burst activity of granulocytes was analyzed by flow cytometry
using the dihydrorhodamine assay [15]. In this assay DHR 123 is oxidized to green
fluorescent rhodamine by the H,O, Briefly, 100 pl of the leukocyte-rich supernatant
(10° cells) were added into 1 mL of phosphate buffered saline, pH 7.3 (PBS, Dulbecco’s
Phosphate-buffered  Saline, GIBCO) with 99 pM/ml  dihydrorhodamine
(DHR 123 Molecular Probes) and incubated 10 min at 37°C. The respiratory burst was
induced with 110 pl phorbol ester phorbol-myristate-acetate (PMA, 0.4 pg/ml, Sigma.).
The samples were incubated for additional 15 min at 37°C, put on ice to stop the reaction
and subsequently analyzed by flow cytometry using the blue-green excitation light
(488 nm argon-ion laser) using a flow cytometer (EPICS XL, Coulter, Miami, FI) (15).

The respiratory burst was evaluated in both homozygous and heterozygous individuals.
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Statistical analysis

Ch Square analysis was used to test for deviation of genotype distribution from
Hardy-Weinberg equilibrium and to determine whether there were any significant
differences in allele or genotype frequencies between normal individuals. Differences in the
luciferese activity experiments between allelic variants were assessed by ANOVA on
Kruskal-Wallis test. P value <0.05 was considered statistically significant.

o1



RESULTS AND DISCUSSION

In order to determine the frequency of the transition C to T at position -23 of
promoter region of NCF-2 gene a PCR fragment of 465 bp including the 5° promoter region
of this gene was obtained from genomic DNA. of 100 healthy subjects. This fragment was
digested with the enzyme Mae ITI, which cuts the allele containing a cytosine at the position
-23. The Figure 1A shows the digestion pattern of this fragment in different healthy
subjects. Although the homozygous subjects for the reported allele (C/C) will generate
three fragments (316, 138 and 11 bp) only the two larger were visible by this analysis
because the third one is too small to be visualized. Those homozygous subjects for the new
allele (T/T) should generate two fragments (454 and 11 bp), while in the heterozygous the
four possible fragments will be present. SSCP showed to be a sensible assay to detect
single nucleotide polymorphisms, and revealed a different electrophoretic pattern for each
genotype (Figure 1B), which correlated with Mae I digestion data. To confirm these
findings, we sequenced the region containing the substitution (Figure 1C). Sixty-seven of
100 subjects were homozygous for C, 32 were heterozygous and just one homozygous for

T was detected. The allelic and genotypic frequencies are presented in Table 1.

The fact that transition C to T at position -23 of the 5° region in the NCF-2 gene
was detected in a high number of the healthy subjects (allelic frequency of 17% for the
T allele) leading to a true polymorphism of the NCF-2 gene. Although other
polymorphisms have been described in this gene [16,17], this nucleotide substitution is the
first to be described in the promoter region of NCF-2.

The effect of -23 " polymorphism of the NCF-2 gene on respiratory burst was
evaluated by flow cytometry using the dihydrorhodamine assay in both homozygous and
heterozygous individuals, the DHR test revealed normal H,0, production by the cells.
It was 99.4% for C/C individual, 98% for C/T and 99.2% for the T/T individual.
To investigate whether this substitution had an effect on gene expression constructs
containing mutated sequences were prepared as shown in Fig. 2A, and then were
transfected into HL60 cells (clone 15). As shown in figure 3 no differences were observed
in the luciferase activity between the allele carrying a T at position -23 of NCF-2 gene
promoter and the aliele with a C in that position (p = 0.1049).
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Different studies about PHOX genes promoters have demonstrated a complex
regulatory mechanism involving both positive and negative transcription factors and the
role for the development of the myeloid cell lineage [18]. The transcription of p67°7* gene
is regulated by diverse factors, including AP1, Spl, PU.1 and the HAF-1 complex.
Although the TATA box 1s not present in the promoter of the NCF2 gene, binding sites for
PU.1 are present in the position at which TATA-boxes are typically located [19].
The HAF1-binding site, a CYBB cis element necessary for IFN-y induced gp91™#%X
expression, has been described in the 5° region of NCF2 gene (180 t0-172 in first intron)
[18, 20). The HAF1-binding element is activated by cooperation between PU.1 and the IFN
regulatory factors (IRF1 and ICSBP). Furthermore, PU.1 has been hypothesized to activate
TATA-less promoters by interacting with TBP and TFIID [21]. HAF1-binding site and
IRFs (IRF1 and ICSBP) are necessary for myeloid differentiation and gp91-PHOX
expression [22].

A recent study of the myeloid-specific transcriptional regulation of the NCF2
gene used the p67°°X 5°-flanking region from ~985 to —4 (relative to ATG) and cloned
into the promoterless luciferase reporter plasmid pGL3-basic (Promega). Combined
mutations in this construct alter the luciferase activity in HL60 lysates, showing that this
segment has the principal elements necessary to regulate transcription in this myeloid cell
line [23].

The polymorphism we described here is not locaied in any known regulatory
sequence of the promoter in the NCF2 gene, maybe this is the reason to not produce
modifications in the RNA expression. However, in some circumstances, this kind of
polymorphisms might be deleterious if they are present simultaneously with gene mutations
affecting the expression or function of p67" HOX or other genes involved in the immune
response. Similarly, additive effect of these and other single nucleotide polymorphisms
could lead to abnormal immune responses in otherwise healthy individuals. In patients
already presenting defective immune responses, the synergistic effect could be even worse
[24, 25].

Probably the combined effect of a collection of SNP alleles in key genes, plus
environmental factors together determine whether an individual suffers some disease.
For that reason the study of SNP continue to be important.
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Figures and Table Legends

Table 1. Genomic and allelic frequencies for the C—T transition at position -23 of
promoter region of NCF2 gene. Among 100 evaluated subjects, 67% were homozygous for
the allele containing C while 32% were heterozygous, and 1% was homozygous for T.

The polymorphisms’ frequencies were determined by the Hardy- Weinberg equilibrium.

Figure 1.

A. Agarose gel electrophoresis of PCR fragments from the 5’ region of the NCF2 gene
digested with Mae I11. Lanes 1, 3 and 4 show digestion pattern of subjects homozygous for
C in position -23; lane 2 shows a heterozygous subject (C/T). B. SSCP analysis of PCR
fragments from the 5’ region of the NCF2 gene in 9 healthy subjects. The concordance of
these migration profiles with different genotypes in position -23 of the promoter was
confirmed by digestion with Mae I and DNA sequencing. C. DNA sequence of the
5’ region of the NCF2 gene in two healthy subjects presenting different genotypes. Arrows

indicate the nucleotides present in position -23.
Figure 2.

Biochemical analysis of respiratory burst. The cells were activated by ester phorbol-
myristate-acetate (PMA) and tested for their production of H,O, staining with
dihydrorhodaminr 123.

Figure 3.

A. Schematic representation of promoter gene constructs containing the p67- <

promoter
The only difference between the two constructs is 2 T or a C base —23 nucleotides before

first nucleotide of exon 1.

B. Luciferase levels in HL60 cells transfected whit reporter gene constructs: mutated (M) or
not mutated (N), and a control (C). Data shown are mean values from 16 separate

experiments (p = 0.1049).
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Table 1

Genotypic and allelic frequencies for the 5°-23 C—T substitution

5-23C—T
No. (frequency)

C/C 67 (0.67)

Geneotypic Frequencies C/T 32.(0.32)
/T 1(0.01)

Allelic Frequencies C 166 (0.83)
T 34 (0.17)
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Figure 2
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Acredita-se que existam aproximadamente 10 milhSes de polimorfismos no
genoma da espécie humana. Assim, dez mithSes de posi¢des ao longo do genoma de
trés mil milhdes de pares de bases tém variagdes comuns (BENTO, 1997). Isto ¢
interessante porque permite rastrear a heranga em familias, sendo que alguns desses
polimorfismos sio funcionalmente importantes e provavelmente mudam a forma como o
genoma se comporta e de fato uma pequena fragio deles tem papel na susceptibilidade a

doengas.

Num estudo prévio, nosso grupo fez a caracterizagio molecular de varios
individuos com DGC autossdmica recessiva causada por defeitos na p67°7% onde além
das mutacbes associadas com a doenga também foram achadas outras alieracbes que

aparentemente nfo seriam as responsaveis pelo fenotipo da DGC (PATINO et al., 1999).

Na primeira delas, a transicgio de A por G na posigio —21 do intron 10
(IV510-214—G) do gene NCF2, observamos uma freqiiéncia do alelo G de 42.5%, ou seja,
esté presente em quase metade da populagiio sadia. Como descrevemos, este polimorfismo
estd localizado numa regiZo determinante para a realizagdo do splicing do intron 11

(branch accepior region).

Sabe-se que dependendo do genotipo, o splicing alternativo pode ser regulado
diferentemente durante a ativacdo celular. O mecanismo sugerido é que o polimorfismo
dentro da sequéncia reguladora de splicing pode implicar na ligagdo de alguns fatores
reguladores expressos preferencialmente durante esta etapa (LYNCH and WEISS, 2001,
SKALNIK, 2002). Por isto € interessante estudar a influéncia do gendtipo na expressdo de

variantes de splicing de mRINA.

Na anélise da regiio compreendida entre os introns 9 ao 14 do gene NCF2
observamos seqiiéncias com diferentes tamanhos em relago a seqii€ncia normal, assim este
polimorfismo estaria implicado na geragfio de splicing alternativo. Ao analisar a expressdo
ndo se encontraram diferencas entre os individuos, j4 que os ensaios feitos pelo Real Time
PCR ngo mostraram diferencas significativas dos doadores sadios assim como nos ensaios
para determinar atividade oxidase, onde avaliamos a explosdo respiratoria, € ndo

observamos diferencas significativas entre eles.
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Esses resultados poderiam ser explicados pelo fato de que 60% dos genes
humanos sofrem splicing alternativo (MODREK and LEE, 2002), gerando distintas
isoformas de proteinas que diferem na sua segiiéncia peptidica e, portanto na sua atividade
quimica e bioldgica, contribuindo na diversidade de proteinas (GRABOWSKI and
BLACK 2001). Portanto, a substituigio descrita pode ter implicagSes no splicing do RNA

entre o intron 10 e exon 11, mas sem alterar a express3o do gene nem a atividade oxidase.

A transi¢io na posigdo —23 na regido promotora do gene NCF2 se apresentou
com uma freqiiéncia alélica de 17% para o alelo T. Embora outros polimorfismos tenham
sido relatados neste gene (KENNEY et al., 1993) (AOSHIMA et al, 1996), 23C—->T ¢€o
primeiro a ser descrito na regido promotora do gene NCF2, ¢ por isso estudamos as

possiveis implicagBes deste polimorfismo para o inicio da transcrigdo deste gene.

Viarios estudos sobre as regides promotoras dos genes que formam o sistema
NADPH oxidase demonstraram mecanismos reguladores complexos que envolvem fatores
de transcrigdo positivos e negativos e seu papel no desenvolvimento na linhagem celular
mieldide (EKLUND and KAKAR, 1999).

77HOX ¢ regulado por diversos

A transcri¢io do gene que codifica para a p6
fatores, incluindo APl, Spl, PUl e o complexo HAF-1 (SKALNIK, 2002}).
O polimorfismo localizado —23 nucleotideos antes do exon 1 niio se encontra dentro da
seqiiéncia reguladora de nenhum destes fatores. Para confirmar se esse polimorfismo
poderia ter alguma implicago na transcrigio deste gene, fizemos mutagénese sitio dirigida
usando o construto pGL3-p67985/-4 e clonando num plasmidio que continha o gene da
luciferase, avaliando a atividade desta proteina em células HL60 transfectadas com os

distintos construtos, mas n&o se observou diferengas na expressio.

Uma redugio no numerc de moléculas de RNAm normais em células que

possuem um ou mais polimorfismos, poderia diminuir 2 expressio da p677% mas em

individuos normais esta reducdo nio altera a fungSo do sistema NADPH oxidase

779X produzidas podem ser

possivelmente porque o nimero reduzido de moléculas de p6
suficientes para uma ativagio normal e completa do sistema (FOSTER and CHANOCK,

2000).
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Em algumas circunstincias tais tipos de polimorfismos poderiam ser deletérios
se eles estiverem presentes no gene junto com mutactes, afetando a expressdo ou a fungdo
da p677"%* ou de outros genes envolvidos na resposta imune. Da mesma forma, efeitos
aditivos ou diferentes destes € outros polimorfismos poderiam levar a uma resposta imune
anormal em individuos sadios. Em pacientes que ja apresentam resposta imune defeituosa,
os efeitos sinérgicos podem ser piores (FOSTER et al,, 1998).

A presenga de um polimorfismo comum pode alierar sutilmente ou nada o
fenétipo, mas em combinagio com um “background” génico vulnerivel poderiam
influenciar uma ou mais fungdes biologicas e levar a uma doenga. E por isso que o curso
clinico de muitas desordens aparemternente monogénicas pode ser modificado
significativamente nfio so6 por fatores ambientais como por gemes secundirios ou
modificados (CHANOCK and FOSTER, 1999), e ¢ isso que torna interessante tais estudos,
a possibilidade do entendimento das bases moleculares da diversidade humana em
populagbes bem caracterizadas, podendo conseguir identificar a importincia clinica de
marcadores genéticos.

Este estudo avaliou se esses dois polimorfismos no gene NCF2 em individuos
sadios poderiam alterar a expressio desta proteina ou sua fungio. Mesmo que néo se tenha
encontrado uma correlacfio direta entre o genGtipo ¢ o fendtipo, seria interessamie estudar
essas alteracbes em individuos que possuam uma imunodeficiéncia de base, o que
permitiria uma associagio mais clara com a alteragdo da resposta inata.
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As freqiiéncias alélicas e genotipicas da transi¢@o de A. por C na posigéo -21 do
intron 10 e da transicgo de C por T na posicio —23 da regido promotora do gene NCF2

confirmaram que essas alteragdes correspondem a polimorfismos génicos.

Na regido compreendida entre os introns 9 ao 14, identificamos a presenca de
seqiiéneias com diferentes tamanhos em relagio a seqiiéncia normal, assim a transi¢8o de

A por C na posigio -21 do intron 10 estd implicada na gerago de splicing alternativo.

Os ensaios de explosio respiratdria mostraram que essas mudangas no DNA de

individuos normais ndo produziram altera¢des que comprometem a atividade oxidase.

O envolvimento da transicio de C por T localizada 23 nucleotideos antes do
exon 1 na regulagdo da tramscricio foi estudada usando mutagénese sitio dirigida e
clonando num plasmidio que continha o gene da luciferase, ndo foram observadas
alteracbes na atividade deste gene entre o construto com o promoter com © alelo T ¢ o

construto com o alelo C.
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DOENCA GRANULOMATOSA CRONICA DA INFANCIA:
NOVQS POLIMORFISMOS NO GENE NCF2

CHRONIC GRANULOMATOUS DISEASE OF CHILDHOOD:
NEW POLYMORPHISMS IN NCF2 GENE

tina Andrea GOMEZ’
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RESUMO

Objetivos

Mutacdes no gene NCF2 resultam na forma autossémica recessiva da doenga
grenulomatosa cronica da infénda. Além de mutagdes conhecidas, descreveu-se
ern pacientes com doenga granulomatosa crénica da infinciz duas novas
substtuicdes no gene NCF2. £ objetive deste estudo foi investigar se estas
substituighes constituem polimoriismos do gene NCF2,
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Métodos

investigamos a iregliéncta de duas substiz.icOes na seqliéncia do gene NCFZ em
214 doadores sadios. A primeirz ¢ ume ~ansigao de C—T na posigdo —23 da
regido 5° reguladora. A segunce é umz Transicdo de A—G na posigio -21 da
regido 37 terminal do intron 0. Extraimos DNA gerdmico de céiulas do sangue
periférica. O DNA foi amplificads por me 2 de PCR com primers espetificos para
o gere NCF2, analisado quante & presentz de polimorfismos conformacionais de
cadelas simples, digerido com endonudeszas espediicas e sequenciado. O célculo
das freqizéncias genotipicas e aidficas sec.'y a let de Hardy e Weinberg.
Resultados

Cem individuos foram avaliados cuante & c-esenca da transicio C—T na posicio
-23 da regiao 5 reguladora; sendo 67°: homozigotos para o alele €, 32%
heterozigotos, e apenas 1% homozigotc para T. Cento e guatorze individuas
foram analisados guanto 3 presenga da tre7sigdo A—G e posiceo —21 da regido
3" termina! do intron 10; dos guais 36°: foram homozigoios pare A, 43%
neterozigotos e 21% homozigotos para &,

Condusao

Lonsiderando as freqgdéncias aléticas. concluimos gque essas variantes
correspondem 2 poiimorfismos o gene “.CF2. Suas possiveis implicagbes na
expressac do gene NCF2 constituem cojeto de pesguisa atual em nosso
laboratdrio.

Termos de Indexacdo: imunocdeiiciénc =5 primarias, cistirbios fagocitarios,
crianga, infecches de repetigao.

ABSTRACT

Objectives

Mitations in the NCF2 gene resu’t in an zutosomical recessive form of chronic
granulomatous disease of childhcod. Vrz have recently described nucleotide
changes in p67-phox-deficient chronic granulomatous disease of childhood in
patients that apparently were nct resporsdie for their chronic granufomatous
ctisease of childhood phenotype. Tz determ:~2 if two of these changes are genetic
polymorphisms, we analyzed their occurrerce in the general population.

Methods

We investigated the frequency of two substiutions in NCF2 gene in 214 healthy
individuals. The first corresponded to a (=T transiticn 2t position -23 of the §5°
reguiatory region of the gene. The second comresponded to an A—G transition in
pasition -21 of the 3° end of inusn 10 (1.3:10-21A—G). NCFZ gene fragmenis
fram genomic DNA were amplified &y FCR with specific primers. These
substitutions were datected in genomic LA by corformational polymorphism
analysis of PCR-generated fragments, restriction endonuclease digestion assays,
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and DNA sequencing. Genolypes and ashelic frequencies were calculated by the
Hardy-Weinberg law eguation.

Resuits

A total of 100 healthy subjects were analyzed for the presence of the (T
wansition of the 5' requistory region of the gene, 67% were homazygous for C,
32% were heterozygous, and 1% was homozygous for T. The A—G wansition i
intron 10 was analyzed in 114 subjects, 36% were homozygous for A, 43% were
heterozygous, and 27% were homozygous for G.

Condusion

Consitering the alielic frequencies, we conclude tha: both substitutions
correspond to polymorphisms of NCF2 gene. The pessible implications for
transcription or expression of NCF2 gene are under current investigation in our
lahoratory.

Index terms: primary immuncdeficiencies, phagotytes gisorders, chiid, recurrent
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infections.

INTRODUGAOQ

As célutas fagociticas tém um papel funda-
rental na defesa inata do hospedeiro contra as
infecches. Para esta fungdo, os neutrdfilos, eosindfi-
ios. mondcites e macrdfagos possuem um eficiente
sisterna microbicida dependente do oxigénio, cuja
atwvidade é conhedda como explosao respiratéria dos
fagocitos’. A produgio de reativos intermedidrios do
oxigénio {ROS} ocorre como conseqiéncia da
atac3o de um complexo enzimatico denominado
NADPH cxidase, que estd localizado principalmente
na membrana fagolisossomal. Esse sistema transfere
as elétrons do NADPH ditosdlico para o vaciolo, com
3 finalidade de reduzir 6 axigénio 2 3nion supardxido,
dando inidio aos eventos que levam a morte dos
paidgenos.?

O centro enzimaitico do compiexo NADFH
oxidase & constituide por varios elementos. A
glicoproteina de 91 KDa (gp31-phex) e & proteina
de 22 KDa (p22-phox) forrmam um heterodimero
denominado Tlavocitocrome by, presente na
membrana das células fagociticas®. As proteinas de
localizagdo ctosdlica sdo a pa7-phox, pb7-phox ¢
»40-phox, a5 quais se transladam para 8 membrana
quando os fagdcites s8c ativados’. Um defeito na

proteina gp91-, p22-. pd7- ou P67-phox produz 2
Doenca Granclomatosa Crénica da infanda (DGQ),
uma imuncdelikigncia primaria caractenizada por
infeccbes graves e recorrentes causadas principal-
mente por bactérias catalese positiva e fungos®.

Além dessas mutaches associadas com a
DGC, sao encontradas diversas substituigdes nos
genes do sisterna oxidase, algumas delas
consideradas polimorfismos, pois sua freqiénca na
popuiacio geral é mais elevada do que se esperaria
apenas pela taxa de mutagao recorrente®. No gene
da p67-phox foram descritas varias mutagbes
responsaveis peta DGC, em varias regides da
seqiéncia deste gene.®” Recentemente foram
encontratas zlgumas substituicbes nao descrites
previamente, Gurante a caracterizacao de pacientes
com DGC, secundana a defidénda de p67-phox, 0s
guais além das mytaghes responsaveis pelo fendtipo
de DGC, apresentavam diferentes substituicdes de
rudeotideos, cue também foram identificadas em
individuos szdios, e que por sua localizacao na
estrutura do gane, poderiam modificar parcalmente
2 expressao ¢o mesme®. Uma destas alieragdes
corresponde & transic3o de C-T na posicio —23 da
regiao 5° reguladora do gene, gue pode ter
impaortinda n2 regulacio do promoter do gene®. A
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outra subsiituicao & uma transiao de A—G nointron
10, nz posicao de 21 nucieotideos antecedendo o
tnicio do éxen 11 {IVS10-21 A-»G), iocal de
importanciz para o splicing da moléculz e
processamento do RNA maduro™. O objetive deste
trabalho foi investigar a freqiiénciz destas variagdes
alélicas na populacao geral, e determinar se estas
constituem polimorfismos do gene NCF2.

CASUISTICA EMETODOS

Foram estudados 214 individuos nao
relacionades, voluntarios sadios da populacao geral,
de amboos os sex0s, com idades entre 18 e 40 anos.
Apos leitura e concordancia com o5 termos 4o
Consentimento Livre e Esclarecido foi realizada uma
pequena entrevista inicial sobre seu estado de saide
e o registro de episddios infecciosos mais
importantes. A seguir, foram coletades 10mE de
sangue venosc periférico em tubos com heparina.
Cs procedimentos forarn aprovados pele Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas
da Universidade Estadual de Campinas, em
confarmidade cormn a resolucdo 196/96 do Conselho
Nadonal da Salde do Brasi.

Obtencdo de DNA genoémico

O DNA gendmico foi extraido do sangue
venoso periférico, utilizando-se o kit DNA Purification
{Promega, Madisen, Wi, segundo as instrugbes do
fabricante. O DNA fol ressuspendidoc em 100ul de
tampao TE (Tris 10mM, EDTA TrnM) e armazenado
a 4°C até seu uso.

Amplificagio por rea¢do em cadeia da
polimerase {PCR)

As zonas do DNA, gendmico correspondenies
a regide 5” reguladora do gene NCF2 e a0 extremo
2" do intron 10 do mesmo gene foram ampilificadas
2 partir do DNA gendmico obtido dos individuos
sadics. Os oligonuciectidecs usados para a regisc 5

foram: p67-518 S ACCTCTGGCTGGTGACALCS ¢
p67-EX1RB 3'{CTCCCTGGTRATAATGACAS",
enquanto gue para ¢ intron 11 foram pB7-Ex11LA
S5 GTGTTTCCCCACATCCACS e pb7-ExT1RA
SCAGGGAGAGCGAACTCAGRAT

As reagbes de amplificagae foram feitas num
volume iina! de SC ul utilizande Ampfiag Gold (Perkin
Elmer). As condi¢Ges da rea¢do de amplificacao
foram de 30 cicics de 96°C/2mir, 63°C/15seg ¢
72°C{30seq, seguidos de um ciclo de extensao de
72°C por 7 minutos, o qual foi realizado num
termoaciador Gen® PCR Sistemn 9600 {Perkin Eimer).
Com & finglidads de confirmar 2 amplificacdo, os
fragmentos foram visualizados por meio de luz
ultravigietz, depo's sua separacie por eletroforese
em gel ce agarosz a 2% corado com brormeto de
etidio.

Analises de polimorfismos
conformacionais de cadeia simples (SSCP)

Com afinaidade de identificar palimorfismas
conformacionais ~os fragrnentos de amplificacio
correspondents & regidc 5° do gene NCF2
foligonucleotideas pB7-5°LB ¢ p&7-EX1RB) e
ac extrerno 3’ do intron 10 {ofigonucleotideos
pb7-ExTiLA e p87-2x11RB), os produtas da PCR
foram submetidos a eletroforese em condicoes
niativas uiilizando uma cémara de segiienciamento.
Para isso misturoy-se 5l da reagdo de PCR com azul
de brorrefencl dissolvido em forrmamida, o BNA o
desnaturado por 2min a 80°C, em seguida foi
colocado sobre um cel de poliacrizrmida a 6% e foi
corrida uma eletraforese a 35 Watts por 3 horas. A
seguir, ¢ ge! foi corado com umea sofugio de prata
sequinGs protocsio previamente daseriic™.

ldentificacao do polimorfismo na
posigao -23 da regiao 5

€ fragmentc de PNA cbtide depois da
amplificacao da regizo 5" do gene NCF2 {oi digerido
com a enzima de restricao Mae fll, 2U/u! (Boehringer
Mannheim}, 3 55°C durante 3 horas, em um
volume final de 25uf, em tampdoc especifico
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{20mM Tris-HCL, 275mM NaCL, 6mM MgCL,, 7mM
2-mercaptoetanol, pH 8.2). Esta enzima reconhece
e corta no sitio GTNAC, onde N significa qualquer
nucleotideo. O produto da digestao foi submetido
a eletroforese em gel de agarose NuSieve (FMC
BioProducts, Rockland, Maine) a 2,5%. O gel foi
corado com brometo de etidio {(1pg/mi), e as
bandas foram visualizadas e fotografadas sob luz
ultravioleta.

Seqiienciamento enzimatico do DNA

As amostras de DNA amplificadas por PCR
foram purificadas utilizando o Concert Rapid PCR
Purification System (Life Technologies, Gibco) e
seqlenciadas pelo método enzimatico de
incorporacao de dideoxinucleotideos, utilizando o
kit DNA sequencing 8ig Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction for ABI 377 (PE/
Applied Biosystems). Quando indicado, o
fragmento foi subclonado no vetor pBlueScript
conforme ensaics padronizados™. Uma vez obtidas
as sequéncias alteradas, estas foram comparadas
com as sequéncias normais a partir dos dados do
GenBank.

Estatistica

As freqiéncias dos polimorfismos foram
determinadas a partir das leis de Hardy-Weinberg,
que sdo uma extensao das leis Mendelianas e
descrevern as fregliéndas de alelos e de genétipos
para populagoes em equilibrio génico. A lei de Hardy
e Weinberg estabelece que p? + 2pq + @2 = 1, onde
p= freqiéncia do alelo dominante e g= freqiéncia
do alelo recessivo®.

RESULTAD OS

Transi¢3o de C por T na posicao -23 da

regiao promotora do gene NCF2

Para determinar a frequéncia desta substi-
tuicdo, o fragmento de 465 pb que inclui a regido 5

promotora do gene, foi obtido do DNA gendmico
amplificado por meio de PCR, de 100 individuos
sadios. Esse fragmento foi digerido com a enzima
de restricdo Mae lll, que corta a citosina na posicao
—23. A Figura 1A mostra o padrao de digestao deste
fragmento nos diferentes individuos. Os homozigotos
para o alele C geraram fragmentos de 138pb e
316pb, os heterozigotos {C/T) geraram fragmentos
de 138, 316 e 454pb.

Embora os individuos homozigotos para o
alelo referido (C/C) pudessem gerar trés fragmentos
(316pb, 138pb e 11pb), somente dois deles sao
visiveis, pois o terceiro é muito pequeno para ser
observado. Os individuos homozigotos para o novo
alelo (T/T) devem gerar dois fragmentos (454pb e
11pb) e os heterozigotos podem apresentar os 4
possiveis fragmentos.

A analise SSCP do produto de PCR revelou
diferentes padroes eletroforéticos para cada genétipo
(Figura 1B). Cada produto de amplificacao é
desnaturado, migra nas suas condicdes nativas,
permitindo observar trés bandas nos individuos
heterozigotos e apenas duas nos homozigotos. Para
confirmar esses resultados, sequenciamos a regido
que contém a substituicao (Figura 1C). Sessenta e
sete dos 100 sujeitos foram homozigotos para C, 32
foram heterozigotos, e somente um deles foi
homozigoto para T (Tabela 1).

Tabela 1. Freql@ncias fenotipicas e aldlicas dos polimorfismos
-23C.T e WS10-214.C, calculacas por meio da lei de

Hardy-Weinberg.
5'-23C.T WS10-214.6
Fregindias n (freqiénca) n (freqiéncia)
genotipicas o/C 67 (0.67) ArA 41 (0,36)
T 32 (0.32) AG 49 (0,43)
m 1(0.01) GG 24 (D.21)
Frequéncias € 163 (0.83) A 131 (0.575)
alébcas T 33 (0.7 G 97 (0,425}
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Figura 1. Trarsigao de C por T n2 posicao ~23 ¢a regiso promotora
do gene NCF2.
Painel A_ Cletroforese dos fragmentes de PCR da regido 5 do gene
NCF2 digeridos com Mae lll. As Enhas 1, 3 e 4 mostram o padrdo de
digestao dos hemozigotos para C na posicio ~23. A lnha 2 mostra
o heterozigotc (G}
Painel B. Anilise de SSCP dos fragrentes de PCR da regizo 5 do
gene NCFZ em 9 individucs estudades. A concordancia desses
padrges de migragdc cem os diferentes genolpos ra posicdo -23
da promotor foi confirmada pela digestdo com Mae il e
seqiiencaments ¢o DNA.
Painel C. Seqiénda de DNA ca regido 5" do gene NCF2 de individucs
apresentando ciferentes gendlipos. As setas indicam os nuceotideos
presentes na 20s20 —23.

Transi¢do de A por G na posicao -21
do intron 10 {iVS10-21A—G) no gene
NCF-2

O ensaio SSCP usande um fragmento de PCR
de 200pb contendo o finai 3" do intron 10 foi realizado
nara identificar a substituicao de A pcr G na posicao
-21 do intron 10, ja que nao achamas uma enzima
de restricao para a identificacao da substituicao.

Observamos um padrdo de guairo bandas
oara osindividuos heterczigotos (G/A), e cuas bandas
para 0s homozigotos {A/A) ou (G/G} (Figure 2A). Essa
substituicdo nucleotidea foi confirmada por
segiienciamento, usando o métode enzimatico de
incorporacac de dideoxinuc!eoticets como
mencionado nos materiais e métodos ‘Ficura 2B).
Uma completa correlaggo entre ¢ segienciamento
e os dados da migracdo do SSCP “oi obse~vada. Dos
114 sujeitos analisados para essa 1ransicao
nucleotidea, 41% foram homozigotos pa-e A, 43%
foram heterozigotos e 24% foram homozigotos para
G (Tabela 1).

DISCUSSAO

Somente 2% a 3% do DNA numano se
expressa. Assim, 0 maior parte Co Genoms humango
néo é composto por genes gue transcreverm um RNA
importante para a producao ¢e uma proteina
fundamental. Mutaces neste DNA nac cnegam a
ter um efeito no fendtipo do incivicuo & por este
motivo n3o s3o eliminadas da populagdo. £ outras
palavras, 0 DNA que ndo é transcrito esta ma's sujeito
a acumular mutagoes, constituindc umz gra~de fonte
de varizbilidade no DNA dos individuos. Estas
variagbes genéticas sem consequéncias soarentes,
precisam ser diferenciadas daqueias que causam O
aparecimento de doencas genéticas, por zfetarem
regides importantes de genes fundamentias para o
incividuo™.

O objetivo deste trabalhc foi ceterminar @
freqiiéncia de duas substituicoes de nuc'ectideos
localizadas em regides naa transcritas do gene NCF2.
Estas regides sao importantes para 0 {C™M2Co da

Rev. Cinc. Méd, Campinas, 13(2):137-14€, abrfun., 20048

140



PCLIMORRSMOS Z0! 5B7-phox

AfA

143

AG

G AT C GATC G ATC G ATC G AT C G AT C & LBECE
-~ —_— —— S a - i P -
o - e = - —
T - = _ = = =
= _ =R F~3 - - - - -
— E = o — Ly = -
- —— — - E N A
T— ¥ - X e - - - = _
= - =" _ - = -_ o -
= -h-t" -_- - = -_—. b N_ -—
—— - —
- -- -— ) a___ —a — ‘¥ il ;a-'__ o .
4T AT - XZ i S = S
- ; e — i —— = = -_— — - . &
T s T = = = = "
4 = e = — A
iy c— a— J— - x=
- - — — = - = —
. = P '_ = = — -~ s
=y - e — - e il
— — — o
- i — T - T — -
— = — = S ?-_ "-'-.-- e
- = o — — -_—
-— — — - o —— - = -
- - - - - o e T
— — — e o o e
—— 4__: — ; — —— o
e ==
o — e o - ) ""- - s el
- B - at = - T T a—
o e s - — - e — -
= - e - s —— =
o L=2) - — - -t —— =
i S - - e =
- — -— -— - -

Figura 2. Transigae de A por G na posgao -21 do intron 10 (VS16-21A®G) no gene NCF-2.
Painel A. Anslise por SSCP da regiso do intron 10-exon 11 do gene NCF2 de 10 individuos sadics. Esse Padrio de migragso concorda com os
Ziferentes gendtipos na posicdo -21 do intron 10, identificades por secuencamento do DNA.
Painel B. Sequéncia co DNA da regi2o ¢o intron 10-exon 11 do gene NCF2. As sefes indicam os nucieotideos presentes na pesicio -21 do

i=tron 10.

transcricao génica (regiac 5™ reguladora) ou para o
splicing do RNA (seqiiéncia receptora do intron 10),
e portanto, uma variagéo nessa sequéncia pode
resultar numa alteraca@o da expressao génica,
reduzindo 2 sintese da p67-phox e conseglente
diminuigdo da atividade microbicida das células
fagociticas.

A transicao na posicao —23 na regido 5° do
gene NCF2 foi detectada na maioria dos individuos
sadios estudados com uma fregiiénda alélica de 17%
para o alelo T, o que corresponde a um poiimorfismo
no gene NCF2. Embora outros polimorfismos tenham
sido descritos neste genef, a mudanca -23CeT € &
primeira a ser descrita na regido promotora do gene
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NCF2, e pode ter implicagoes para o inicio de sua
transcrgao.

A eficiencia da transcricac esta sujeita a
regulacao por proteinas ativadoras ou supressoras
da transcricdo. Sugere-se gue Os fatores de
transcricao unidos 2o DNA influenciam a transcricao
por meto de interacao proteina-prnteina. com fatores
de iniciacao geral, resultando na potencializacao do
recrutamento ou estabilizacgo do complexo do
promotor basat ac molde. Um desses ativadores € 0
Sp1, que se liga es chamadas caixas GC. O Sp1 é
universalmente expresso, sende necessanc para &
expressao constitutiva € induzive! de uma variedade
de genes. Outros fatores de transcricao descritos no
promoter do gene NC F2 incluem o Sp1/Sp3, PU.1.
AP-1, PU.1/HAF1, importantes para a atividade do
promotor®s. Embarao polimorfismo aqui apreseniado
nao esteja localizado em nenhuma seguéncia
reguladora conhecida do promotor do gene NCF2,
sua proximidade ao sitio de inicio de transcricao,
sugere gue este possa alterar a expressao do RNA.

Também foi investigada a freguiéncia alélica
de uma segunda mudanca substituicdo, a transicao
de A por G na posicao -21 (IV510-2 1A—G) no gene
NCE2. Esta alteracio pode modificar o splicing do
exon 11 neste gene®. A substituicdo —21A foi
encontrada no branch acceptor sequence do intron
10, o qual é necessario para & formacao do lago
entre a extremo 5 livre e o extremo 3terminal do
intron't&:?.

Durante o splicing do RNAm, o sitio doador
no extremo 5 do intron € cortado por
ribonucleoproteinas que constituem O esplaisossomo,
gerando um exon Com um exuemo 3 fivre e um
intron com uma guanina livre no extremo 5. Ogrupo
fosfato desta guanina livre é esterificado com um
grupo hidroxila de uma adenina conservada,
localizada na seqaéncia branch acceptor, entre 05
nucleotideos —18 e —37 do extrerne 3" do intron. Estes
acontecimentos permitem a formacao do lacoe o
corte do extremo 3" do intron. Simultaneamente com
2 excis3o do intron, ambos 0S exons s20 unidos e 2
seqiiéncia do intron € removida’™.

A substituicao descrita no intron 10, pode
alterar o soiicing do RNA do gene NCFZ nointren 10
e no exon 12. Em alguns casos © splicing normal
esta presente, pois O extremo 5" no intron 10
raconhece o sitio aceptor de splicing no MesmMo inton.
Entretanto, em outras circunstancias, a formagao do
laco ocorre entre © extremo 5 do intron 10 e e
segliéncia aceptora de splicing no intron 11, a qual
resulta em exclus3o do exon 11. A eliminacac deste
exon pode mudar o marco de lettura e resultar em
uma proteina truncada (Figura 3).

Exon 10 31 txon it
AR -2 (11 -2 B oo o
NS 1 -3
" A - -
Exor 10 { Exon i3
\_;\_//)____
=21
Exon 30 Zxon 11
fxcr 13 = Exon 11
——— N r
e———— L
=21
s a3
txon 10 f Exon 12
p— . B i e
— =21

Exon 31 Exorn 12 Exon i3
i i

Figura 3. Splicng Altemativo A transicac de A por G na posigao
_31 dp intron 10 (WS10-21A=G) ne gene NCF-2 pode
modificar parcialmente o splicing do exon 11 neste gene
(8. A posicao -21 esta localizeda na seqiéncia branch
acceptor do intron 10, Gue @ Necessana para a formatgac
do laco entre a regiac 5’ e o extremo 3’ do intron 15,

No grupo de individuos sadios analisados para
essa transicao, 36% foram homozigotos para A 21%
foram homozigotos para G, e o resiante foi
heterozigoto. Estes dados indicaram uma freqéncia
alélica para G de 42,5%. Como este alelo esta
presente em guase metade da populagdo sadia,
pode ter um papel importante na expressao da
p67-phox.

Estudos preliminares de nosso grupo indicam
que aigumas espécies de RNAM nao possuem o exon
11%, A reducao de moléculas de RNAM normais em
células gue carregam um dos polimorfismos que
descrevemos pode diminuir a expressao da p67-phox.
Entretantc, na maioria dos €asos, a reducao do
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ntmero de melécuias de RNAmM pode ngo alterar a
funcdo do sistema NADPH oxicase. j& que um
nimerp reduzido de moléculas de p&/-phox é
suficientz para a ativacdo compieta ¢ normal deste
sisterna. Porém, esies polimorfismos podemn ser
deletérios se presentes simultanezmente com
mutacoes no gene, afetando drasticamente 2
expressao ou & furncéo da proteina p57-phox ou de
outros genes envolvidos na resposta imune. Alémn
disso, efeitos adicicnais ou diferentes destes, podem
ser causados por potimor{ismos, conduzindo 2 uma
resposte imune znormal em individuos normiais. Em
pacientes que jé apreseniam Tesposta imune
defeituosz, 05 efeitos sinérgicos poderiam ser aind2
pioreslg..-‘_'.‘_

Considerando as freqiéncias alélicas
observadas nesta pesquisa, concCiuimos que essas
varizntes constituam polimorfismos do gene NCF2.
Suas possivels impiicagbes sopre a oxpressdo do gene
NCE2, funicionamento da proteina p67-phox, por ele
codificada, atividade do sisterna NAPDH oxidase, por
ola integrado, e conseqiientemente sobre 2 resposta
imunologica, constitluern objeto de pesquisa atual
em nosso laboratério.
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