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Resumo

O splicing do pré-mRNA é uma etapa essencial na expressao dos genes
eucaridticos. Sabe-se actualmente que entre 15% a 60% das mutagdes exdnicas ou
intronicas envolvidas em doenca provocam alteragées no processo de splicing.

Neste trabalho, para efectuar a andlise funcional da mutacdo ¢.257C>T no
processo de splicing do exdo 3 do gene IDS, foi utilizada uma amostra de DNA
gendmico de um doente diagnosticado com Mucopolissacaridose tipo |l

Uma analise prévia do cDNA deste doente permitiu observar a ocorréncia de
dois transcritos na presenga desta mutacdo. Um deles apresentou-se como um
produto normal, apenas com a substituicio C>T e origina uma proteina com a
substituicdo aminoacidica P86L. No segundo transcrito observou-se a delecdao dos
primeiros 44 nucledtidos do exdo 3, dado que, em vez do 3’ss normal foi utilizado
um local criptico de splicing no interior do exao 3. Este local possui um valor de
score mais elevado do que o local de splicing normal, sugerindo que a utilizagao
deste estara possivelmente dependente de elementos cis-acting e/ou factores
trans-acting. De facto, as andlises bioinformaticas efectuadas previram alteracdes
em motivos de ligacdo para as proteinas ASF/SF2, SC35 e hnRNP E1 e E2. Deste
modo, no sentido de identificar quais os elementos/factores envolvidos na
regulacdo do splicing desta regido do exdo 3 do gene /DS foi efectuada a construcdo
de um minigene através da clonagem de um fragmento de gDNA do doente
contendo parte do intrdo 1, o exdao 2, o intrdo 2, o exao 3 e parte do intrdo 3. O
estudo in vivo deste minigene em células DT-1 permitiu verificar que o splicing
ocorreu da mesma forma que no doente, sugerindo que este constructo é um
sistema valido para futuramente se efectuar o estudo dos elementos cis-acting e
factores trans-acting envolvidos na regulacao do splicing desta regido do gene IDS.

Assim, a validacdo deste minigene permite concluir que a técnica de clonagem
e construgdo de minigenes foi implementada com sucesso no grupo de investigagao
em doencas lisossomais de sobrecarga do CGM-INSA, abrindo ainda a possibilidade
de continuar a efectuar estudos funcionais que contribuam para o conhecimento
dos mecanismos de splicing e de delinear novas abordagens terapéuticas nesta

area.




Abstract

Pre-mRNA splicing is a critical step for eukaryotic gene expression. Actually it
is known that 15% to 60% of disease-causing exonic or intronic mutations affect
splicing.

In this study, to perform splicing functional analysis of ¢.257C>T mutation at
exon 3 of IDS gene, a genomic DNA sample from a Mucopolyssacharidose Il patient
was used.

A preliminary analysis from patient cDNA allowed us to observe two
transcripts. The first one showed only the C>T change which gives rise to a protein
with the aminoacidic substitution P86L. The second one presented the deletion of
the first 44 nucleotides of exon 3. This deletion was caused by the mentioned
mutation which activates the use of an alternative downstream cryptic splice-site.
This splice-site showed a higher score value than the constitutive splice-site,
suggesting that this region is possibly under regulation of splicing cis-acting
elements and/or trans-acting factors. In fact, bioinformatic analysis predicted the
mutation to change ASF/SF2, SC35 and hnRNP E1 and E2 splicing factors binding
sites. So, in order to identify the elements/factors involved in IDS gene exon 3
splicing regulation, a minigene was constructed with the interest gDNA fragment
enclosing part of intron 1, exon 2, intron 2, exon 3 and part of intron 3. The
minigene in vivo splicing analysis performed in a DT-1 cell line has shown the same
splicing pattern observed in the patient, suggesting that this construct is a valid
system for future studies of cis-acting elements and trans-acting factors implicated
in IDS gene exon 3 splicing regulation.

As a result, minigene validation allow to conclude that cloning and minigene
construction technique was successfully implemented in CGM-INSA lysosomal
storage disorders research group, opening therefore the potential for further
functional studies which can contribute to improve knowledge of general splicing

mechanisms and to design new therapeutic strategies in this area.
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1.1 Principios basicos do processo de splicing

Como material genético, a molécula de DNA oferece um modelo que orienta
todas as actividades celulares e especifica o plano de desenvolvimento de todos os
organismos multicelulares. Deste modo, o estudo da estrutura e funcdo dos genes é
fundamental para a compreensdo da biologia molecular das células (Cooper &
Hausman, 2009).

A expressdo dos genes eucarioticos é um processo com varias etapas que
inclui a transcricdo do gene, o splicing e a poliadenilagcdo do transcrito primario,
assim como o transporte do RNA mensageiro (mRNA) para o citoplasma (Singer &
Green, 1997), onde é traduzido em proteina. O splicing do pré-RNA mensageiro
(pré-mRNA) foi descoberto no final dos anos 70 quando foi demonstrado que os
genes eucariéticos continham determinadas sequéncias, os intrdes, que ndo se
encontravam presentes no mRNA maduro (Berget et al., 1977; Chow et al., 1977).
Estudos subsequentes demonstraram que os intrdes sao removidos e os exdes
ligados numa ordem correcta por um complexo macromolecular denominado
spliceossoma, constituido por cinco pequenos RNAs - U1, U2, U4, U5 e U6 em que
cada um funciona como um complexo RNA-proteina conhecido como small nuclear
ribonucleoprotein (snRNP) e por um elevado numero de outras proteinas non-
snRNP. Para que o processo de splicing possa ocorrer eficientemente sdo
necessarios quatro locais presentes em todos os intrdes, entre os quais o 5’splice-
site (5’ss), a branch point sequence (BPS), o polypyrimidine tract (PPT) e o 3’splice-
site (3’ss) (Figura 1A). A montagem do spliceossoma (Figura 1B) é iniciada pela
formacao do complexo E que envolve a associacdo do Ul snRNP ao 5'ss e o
reconhecimento do 3’ss por parte do factor auxiliar heterodimérico U2AF65/35 que
se liga respectivamente ao PPT e a sequéncia terminal do intrdo - 3’ss - AG, assim
como a ligacdo da proteina splicing factor 1 (SF1) a regido BPS. De seguida, o U2
snRNP é associado a BPS, numa ligacdo dependente de ATP, permitindo a formacao
do complexo A. O subsequente recrutamento do tri-snRNP U4/U6°U5 resulta na

formacao do complexo B, que é seguida por uma série de rearranjos estruturais,
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incluindo a perda dos U4 e U1 snRNPs, levando a formacdao do complexo catalitico
C. Este complexo uma vez formado, permite as duas reac¢des de transesterificagao
sequenciais necessarias a ligacdo dos exdes e libertacdo do /ariat intrénico (Hastings

& Krainer, 2001; Nilsen 2003; Jurica & Moore, 2003; Schellenberg et al., 2008).

Exdo 1 eI} A g Exdo 2
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Figura 1: A) Representacdo esquematica dos locais de splicing classicos situados préximo das
extremidades do intrdo (5’splice-site; Branch site; Polypirimidine tract (Y).; 3’splice-site). Os
motivos que flanqueiam os nucleétidos conservados destes locais classicos sdo mostrados em
baixo. Os nucledtidos que fazem parte das sequéncias consenso classicas encontram-se a azul,
excepto para o branch point A que é representado pela cor laranja. Adaptado de Cartegni et al.,
(2002). B) Esquema representativo do processo de montagem do spliceossoma (este processo

encontra-se descrito no texto). Adaptado de Query (2009).
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Embora o spliceossoma catalise a quebra e ligagdo do RNA com grande
exactiddo, a flexibilidade inerente a este complexo enzimatico faz com que este seja
altamente sensivel ao seu proprio mecanismo de regulacdo. Uma consequéncia
frequente desta sensibilidade é a inclusdo ou exclusdo diferencial de exdes no
mRNA final num processo denominado splicing alternativo (SA) (Black 2003; House
& Lynch, 2008). Estima-se que este processo ocorra em cerca de 60% dos genes
humanos sendo um mecanismo pelo qual os organismos mais complexos regulam a
expressdao proteica, originando um proteoma diverso a partir de um genoma

relativamente limitado (Black 2003; Stamm et al., 2005; Ben-Dov et al., 2008).

1.1.1 O Reconhecimento do exao — um processo regulado por multiplos

factores

O mecanismo de splicing tem vindo a ser estudado com grande detalhe.
Contudo, ainda ndo se encontra totalmente esclarecido como é efectuada a
seleccdo dos splice-sites. As sequéncias reguladoras deste processo (5’ e 3’ss, BPS e
PPT) apesar de conservadas sdo muito degeneradas, o que constitui o maior
problema para a compreensao desta escolha, ndo sendo portanto ainda possivel
prever de um modo preciso quais os padrdes de splicing de uma determinada
sequéncia gendmica. Deste modo, actualmente pensa-se que o reconhecimento e
seleccao eficientes dos splice-sites de um determinado pré-mRNA, pelo
spliceossoma, com o consequente processamento dos exdes sejam mediados por
diversos factores (Stamm et al., 2005; Hertel 2008). Entre estes encontram-se a
estrutura exdo-intrdo, a “forca” dos splice-sites, a presenca ou auséncia de
sequéncias reguladoras do splicing (enhancers — activadores e silencers —
repressores), a presenga ou auséncia de estruturas secundarias no RNA, assim como
o processo de sintese do pré-mRNA pela RNA polimerase Il (pol II). Cada um destes
componentes contribui para a afinidade global do spliceossoma a cada exdo,
determinando assim o seu nivel de inclusdo no RNA maduro (Matlin et al., 2005;

House & Lynch 2008; Hertel 2008).
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1.1.1.1 Estrutura exao-intrao - importancia na selec¢ao dos splice-sites

Tipicamente um gene humano contém exdes relativamente pequenos (50-250
pares de bases de comprimento) separados por intrées maiores (centenas a
milhares de pares de bases) que em média sdo responsdveis por mais de 90% da
constituicdo do transcrito primario (Wang & Burge, 2008). O reconhecimento e
emparelhamento preciso do spliceossoma nos splice-sites 5’ e 3’ é necessario para
gue os introes possam ser removidos e os exdes ligados correctamente. O local de
splicing a 5’ nos eucariotas superiores compreende 9 nucledtidos, ao passo que o
3’ss é definido pelos trés elementos - BPS, PPT e a prépria sequéncia da jungdo
3’exao-intrao, que se localizam até quarenta nucleétidos a montante desta jungao
(Horowitz & Krainer, 1994; Chiara & Reed, 1995). A classificacdo destes splice-sites é
efectuada de acordo com o grau de complementaridade entre o U1 snRNP e 0 5'ss e
pela extensao do PPT ao qual se liga o factor U2AF. Deste modo, quanto maior a
complementaridade com o 5’ss e quanto mais longos os PPTs, maior sera a
afinidade entre os splice-sites e os componentes do spliceossoma traduzindo-se
num reconhecimento mais eficiente dos exdes (Hertel 2008).

Por outro lado o tamanho quer dos exdes quer dos intrbes parece estar
também relacionado com o reconhecimento e selec¢cdo dos splice-sites (Berget
1995). Por exemplo, o aumento do tamanho dos exdes, no caso de mamiferos,
resultou na ocorréncia do skipping desses mesmos exdes. Contudo, os mesmos
exoes foram incluidos no transcrito final quando os introes flanqueantes eram
pequenos. Desta forma, quando os exdes ou intrées sdo de pequeno tamanho, o
reconhecimento dos splice-sites é mais eficiente, sugerindo que estes sdo também
identificados através de um mecanismo que reconhece e avalia o comprimento
nucleotidico éptimo e que este influencia significativamente, tanto a eficiéncia do
splicing do pré-mRNA como a escolha de splice-sites alternativos (Hertel 2008). Esta
€ uma hipdtese importante, dada a distribuicdo divergente do comprimento dos
intrdes no genoma humano e a hipdtese de que o spliceossoma utiliza dois modelos
de reconhecimento para definir os splice-sites. Um destes modelos designado

“intron definition” estabelece que os 5 e 3’ splice-sites dos intrées sdo
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directamente identificados pela maquinaria de splicing como uma unidade. Por
outro lado, um modelo denominado “exon definition” define que os splice-sites que
flanqgueiam o exdao sdo inicialmente reconhecidos e subsequentemente
emparelhados pelos elementos do spliceossoma (Berget 1995). Porém, apesar de
estes dois modelos ainda ndo se encontrarem provados, algumas analises recentes
da co-evolucdo dos locais de splicing a 5 e a 3’ tém detectado interaccbes
predominantes “across-exon” em humanos e em ratos, e interac¢des do tipo
“across-intron” em invertebrados, plantas e fungos, corroborando uma preferéncia
do modelo “exon definition” em mamiferos e “intron definition” na maioria dos
outros metazoarios (Xiao et al., 2007).

Num outro estudo recente (Fox-Walsh et al., 2005), foi demonstrado que a
preferéncia pelos splice-sites “across-introns” decresceu quando o tamanho do
intrdo se situava entre 200 e 250 nucledtidos. Por outro lado, quando o tamanho do
intrdo se encontrava acima deste valor, foram reconhecidos os splice-sites “across-
exons”. Verificaram ainda que a seleccdo dos splice-sites “across introns” foi
significativamente mais eficiente do que quando efectuada “across-exons”, na qual
se verifica uma elevada inclusdo de exdes com splice-sites mais “fracos”,
favorecendo a ocorréncia de splicing alternativo. Este estudo demonstrou assim
gue o tamanho dos intrdes influencia a probabilidade com que um exdo sofre
splicing alternativo. Estas observacdes permitem perceber que a arquitectura exdo-
intrdo define, tanto os mecanismos de reconhecimento dos splice-sites como
influencia a frequéncia com que ocorre o splicing alternativo do pré-mRNA.

Com o aumento do conhecimento nesta drea tem sido obtida informacdo
acerca da estrutura exdo-intrdo, permitindo o desenvolvimento de modelos
estatisticos que auxiliem a previsao da localizagdo dos motivos dos 5" e 3’ splice-
sites de uma forma mais precisa. Algumas ferramentas para o calculo dos scores das
sequéncias consenso dos splice-sites encontram-se disponiveis na internet, como
por exemplo: MaxEntScan (http://genes.mit.edu/burgelab/maxent/Xmax
entscan_scoreseq.html) (Yeo & Burge, 2004), Splice Site Prediction by Neural
Network (http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html) (Reese et al., 1997),
Human Splicing Finder (http://www.umd.be/HSF/) (Hubbard et al., 2007) e
GENSCAN (http://genes.mit.edu/GENSCAN.html) (Burge & Karlin, 1997).
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1.1.1.2 Elementos cis-acting e trans-acting envolvidos na regulagao do

splicing

Apesar do processo de splicing possuir um enorme potencial para ocorrer de
forma errada, parece suceder com enorme exactiddo, em parte devido ao
envolvimento de sequéncias cis-acting auxiliares existentes no transcrito primario,
gue para além dos splice-sites influenciam a seleccdo destes, activando ou
reprimindo a sua utilizacdo (Ladd & Cooper, 2002; Wang & Burge, 2008; Matlin et
al., 2005). Estas sequéncias cis-acting sdao convencionalmente designadas como
Exonic Splicing Enhancers (ESEs) ou Exonic Splicing Silencers (ESSs) se
respectivamente, activam ou reprimem a inclusdo do exao onde a sua sequéncia se
encontra, ou como Intronic Splicing Enhancers (ISEs) ou Intronic Splicing Silencers
(ISSs) se respectivamente, activam ou reprimem o uso de splice-sites/exdes
adjacentes a sua localizagdo intrénica (Blencowe 2000; Cartegni et al., 2002; Wang
& Burge, 2008; Hertel 2008). De um modo geral, estes elementos reguladores tém
como funcdo recrutar factores de splicing trans-acting que por varios mecanismos,
activam ou reprimem o reconhecimento de splice-sites ou a montagem do
spliceossoma (Ladd & Cooper, 2002; Cartegni et al., 2002; Matlin et al., 2005; Wang
& Burge, 2008).

Os ESEs, s3ao normalmente reconhecidos por factores trans-acting
pertencentes a uma familia de proteinas conhecida como proteinas SR, que contém
na sua estrutura um dominio de ligacdo ao RNA, assim como um dominio carboxi-
terminal rico em dipéptidos arginina-serina (Dominio RS) (Cartegni et al., 2002;
Black 2003; Matlin et al., 2005; Long & Caceres, 2009). Porém, a regulacdo do
splicing do pré-mRNA depende também de outros elementos ja mencionados, os
ESSs, ISEs e ISSs (Figura 2). O mecanismo de ac¢do dos elementos envolvidos no
silenciamento ndo se encontra ainda totalmente esclarecido. Contudo, parecem
interagir com repressores pertencentes a familia de proteinas heterogeneous
nuclear ribonuclearprotein (hnRNP). Estas proteinas, de um modo similar as

proteinas SR, possuem na sua estrutura um dominio de ligacdo ao RNA, associado a
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um dominio auxiliar normalmente envolvido em interac¢des proteina-proteina

(Cartegni et al., 2002; Hertel 2008).

Intrao Exao Intrao

Proteinas SR

Complexo
regulador

AGgtragt o

Branch site 3’splice-site ESE ESS 5’splice-site ISE ISE ISS

Figura 2: Representacdo dos varios elementos que regulam o processo de splicing. Para
além dos locais de splicing classicos e de alguns elementos do spliceossoma, encontram-se
representados os elementos cis-acting auxiliares (Exonic splicing enhancers e silencers —
ESEs e ESSs; Intronic splicing enhancers e silencers — ISEs e ISSs), assim como os factores
trans-acting - proteinas SR e hnRNP que interagem respectivamente com os elementos

cis-acting enhancers e silencers. Adaptado de Pagani & Baralle (2004).

Estes elementos cis-acting reguladores do splicing (activadores e repressores)
encontram-se presentes nas proximidades das junc¢des exdo-intrao, sugerindo que a
sua accao combinada, activando ou reprimindo determinados locais de splicing,
influencia a probabilidade de inclusdo de um exdo (House & Lynch, 2008; Hertel
2008). Alguns estudos (Zhu et al., 2001; Singh et al., 2004) corroboram este modelo,
sugerindo que o reconhecimento de cada exdao é influenciado por multiplos
elementos cis-acting distintos e que o ratio de algumas formas de splicing
alternativo para um dado pré-mRNA resulta de um balanco entre uma regulacao
positiva e negativa efectuada por estes elementos. Globalmente, estes apresentam
sequéncia variavel, sdo relativamente pequenos, individualmente fracos e
presentes em mais do que uma cépia. Apresentam-se ainda conservados entre
espécies e possivelmente entre genes que obedecem ao mesmo modo de
regulacdo. Contudo, as suas sequéncias sao normalmente degeneradas colocando
dificuldades na sua identificacdo (Ladd & Cooper, 2002; Cartegni et al., 2002).

Para além de andlises experimentais no ambito da genética molecular,

estudos bioinformaticos permitiram desenvolver software para prever as
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sequéncias destes elementos reguladores. Alguns programas encontram-se
disponiveis na internet: ESEfinder (http://rulai.cshl.edu/cgi-bin/tools/ESE3
/esefinder.cgi?process=shome) (Cartegni et al., 2003), Splicing Rainbow
(http://www.ebi.ac.uk/asd-srv/wb.cgi?method=8) (Stamm et al., 2006) e PESX:
Putative Exonic Splicing Enhancers/Silencers (http://cubweb.biology.columbia
.edu/pesx/) (Zhang & Chasin, 2004; Zhang et al., 2005).

O elevado envolvimento destes elementos cis-acting no processo de splicing
faz com que facilmente se tornem um alvo de mutacdes patogénicas (Cartegni et
al., 2002). No entanto, estas ferramentas informaticas ainda ndo permitem
identificar estes elementos com precisdo, sendo sempre necessario validar as suas

previsdes através de analises experimentais.

1.1.1.3 O envolvimento da estrutura secundaria do RNA e da sintese do pré-

mRNA no processo de splicing

A estrutura secundaria do RNA tem vindo a ser cada vez mais reconhecida
como um modificador dos eventos de splicing (Buratti & Baralle, 2004). A maioria
dos factores proteicos que se ligam ao RNA interagem com a sua estrutura de
cadeia simples. Contudo, as sequéncias alvo do RNA onde se ligam estes factores
encontram-se habitualmente presentes num “loop” formado pela prépria estrutura
do RNA e ndo na estrutura de cadeia simples (Pagani & Baralle, 2004). Ao nivel
local, as conformacdes do RNA regulam o processo de splicing afectando os
elementos bdsicos (splice-sites e outros elementos cis-acting — activadores e
repressores que permitem a identificacdo de um exdo, inibindo ou activando assim
a montagem do spliceossoma (Buratti & Baralle, 2004; Hertel 2008).

Alguns trabalhos tém demonstrado a importancia da estrutura secundaria do
RNA na selecgao dos splice-sites. Por exemplo, um estudo no gene tau demonstrou
gue a ocorréncia de uma mutacdo ao nivel do 5’ss provocou alteracdes na estrutura
secundaria do RNA (numa regido stem loop) rompendo assim as interac¢cdes com
elementos do spliceossoma e consequentemente alterando o processo de splicing

(Donahue et al.,, 2006). Adicionalmente, analises computacionais demonstraram
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que aproximadamente 5% dos eventos de splicing alternativo se correlacionam com
a presenca de estruturas secundarias estaveis (Johnson et al., 2003). Estes exemplos
apoiam a ideia de que as estruturas secundarias de RNA terdo um papel mais
significativo na regulacdo do reconhecimento dos splice-sites do que é actualmente
considerado.

Algumas observacGes recentes indicam que o processo de splicing sera
regulado ndo apenas por todos os factores ja descritos anteriormente, mas também
por um mecanismo mais complexo envolvendo a maquinaria de transcricao. De
facto a transcricio e o processamento do pré-mRNA ndo sdo eventos
independentes. Pelo contrdrio, existe um elevado grau de coordenacdo tanto
temporal como espacial uma vez que as trés reacges envolvidas no processamento
do pré-mRNA (5’-capping, splicing e 3’-polyadenylation) ocorrem em intima
associacao com o processo de alongamento pela RNA polimerase Il (pol Il) (Caceres
& Kornblihtt, 2002). Desta forma, algumas analises tém apoiado esta hipdtese,
demonstrando que o processo de reconhecimento dos splice-sites pode ocorrer co-
transcripcionalmente, isto é, os splice-sites de um exdao podem ser identificados
pelo spliceossoma enquanto os exdes situados a jusante aguardam ainda a sua
sintese pela pol Il (Kornblihtt 2005; Tardiff et al., 2006). Estes efeitos da transcricao
no processo de splicing podem ser explicados segundo dois modelos. Um dos
modelos sugere que os factores de splicing se associam ao dominio C-terminal
(CTD) da pol Il quando esta se encontra préxima do promotor (Cramer et al., 1997).
Durante a transcricdo, elementos constituintes deste dominio sdo fosforilados
tornando a pol Il processiva e com capacidade de interagir com os varios factores de
splicing existentes. Contudo, diferencas na estrutura do promotor podem levar a
diferencas nos factores de splicing que se associam ao dominio CTD da pol Il e
consequentemente influenciar as decisGes da maquinaria de splicing (de la Mata &
Kornblihtt, 2006). Um segundo modelo complementar propGe que a cinética de
transcrigdo da pol Il influencia o splicing alternativo, uma vez que os splice-sites dos
exoes alternativos terdo menor probabilidade de ligacdo por parte da maquinaria
de splicing do que os exdes constitutivos, podendo assim necessitar de um maior

periodo de tempo para interagir com o spliceossoma, e 0 seu uso ser apenas
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favorecido quando a taxa de alongamento da pol Il é mais baixa (de la Mata et al.,
2003).

As relativas contribuicbes de cada um dos parametros mencionados,
permitem controlar o reconhecimento inicial dos exdes e consequentemente a
eficacia com que os seus splice-sites sdo identificados e os respectivos intrées
flanqueantes removidos (Hertel 2008). Deste modo, o processo de splicing pode ser
visto como um processo onde uma série de “checkpoints” permitem ao
spliceossoma experimentar diferentes opc¢des e ajusta-las de acordo com o que é
ditado localmente e requerido por cada célula em especifico. Esta flexibilidade e
controlo permitem de certo modo, prever a extensao do processo de splicing
alternativo, actualmente reconhecido como ubiquo e essencial para a diversidade
funcional requerida pelos organismos eucariéticos mais complexos (House & Lynch,

2008).

1.1.2 Splicing alternativo — um gene, varios transcritos, diferentes proteinas

O splicing alternativo (SA) é um mecanismo fundamental que permite a
sintese de diversas proteinas estrutural e funcionalmente diferentes a partir do
mesmo gene. Estima-se que este processo ocorra em cerca de 60% dos genes
humanos, tendo a capacidade de determinar a localizacdo intracelular, actividade
enzimatica, estabilidade, propriedades de ligagao e modificagdes pds-tradugao de
um vasto numero de proteinas. Estas observacdes sugerem assim que o SA é um
mecanismo responsavel pela elevada complexidade do proteoma humano (Caceres
& Kornblihtt, 2002; Black 2003; Stamm et al., 2005; Ben-Dov et al., 2008).

Um gene humano tem a capacidade de gerar, em média, dois a trés
transcritos (Stamm et al., 2005). Contudo, existem genes capazes de codificar
dezenas a centenas de proteinas diferentes (Cartegni et al., 2002). O gene Dscam
(Down syndrome cell-adhesion molecule) de Drosophila melanogaster exemplifica a
extrema diversidade estrutural que o processo de SA é capaz de gerar. Este gene
codifica uma proteina de membrana envolvida na conectividade neuronal e o seu

pré-mRNA pode ser processado de diversas formas, dando origem a 38 016
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transcritos maduros diferentes, mais do que o dobro do numero de genes
existentes em todo o genoma de Drosophila (Schmucker et al.,, 2000). As
proporcoes das diferentes proteinas produzidas por SA podem variar de acordo
com o tipo celular, o estado de desenvolvimento, processos fisioldgicos,
diferenciacdo sexual, apoptose e como resposta a factores de stress (Ladd &
Cooper, 2002; Pajares et al., 2007).

A regulagdo do splicing alternativo, permitindo a inclusao ou exclusao de
determinados exdes, pode ser conseguida através da modulacdo dos diversos
componentes que interferem com o reconhecimento desses exdes (elementos
constituintes do spliceossoma; sequéncias splice-site; sequéncias dos elementos
activadores e repressores; proteinas trans-acting reguladoras; estrutura exao-
intrao; formagao de estruturas secundarias de RNA e sintese do transcrito primario
(pol ). As variacOes ocorridas nas actividades ou quantidades dos factores gerais de
splicing e/ou reguladores de splicing especificos de um gene podem explicar os
varios eventos de SA observados durante o desenvolvimento ou em diferentes tipos
de células (Caceres & Kornblihtt, 2002; Hertel 2008).

A producdo de diversas isoformas a partir do mesmo transcrito por SA (Figura
3) é um acontecimento muito comum em células de mamiferos, que torna a ja
dificil tarefa de identificar correctamente os splice-sites ainda mais complexa. Um
dos modelos mais comum de SA é o modelo cassette exons. Estes sdo exdes que
podem ser independentemente incluidos ou excluidos do mRNA final (Figura 3A).
Outro tipo de SA é o modelo de exdes mutuamente exclusivos que involve a
seleccdo de apenas um exdo a partir de duas ou mais variantes exdnicas existentes
(Figura 3B). A seleccdo alternativa de um 5’ss ou de um 3’ss localizado no interior de
um exao é também frequente, representando eventos de modificagdo exonica
(Figura 3C) (Cartegni et al., 2002; Matlin et al., 2005; Corcos & Solier, 2005;
Blencowe 2006). Os restantes modelos incluem a retencdo de intrées (Figura 3D) e
o SA combinado com o uso de promotores alternativos (Figura 3E) ou de locais de
poliadenilacdo (poli A) alternativos (Figura 3F) (Matlin et al., 2005; Corcos & Solier,
2005; Blencowe 2006).
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A) Cassette exons

™ D) Retencdo intrdnica

B) ExGes mutuamente exclusivos

{: . E) Promotores multiplos

Competing 5’splice-sites

Di F) Multiple poly(A) sites

Vi - - L
Competing 3’splice-sites | "

Figura 3: Diferentes modelos propostos para o processo de splicing alternativo (cada um

destes modelos encontra-se explicado no texto). Adaptado de Matlin et al. (2005).

1.1.3 Desregulagao do processo de splicing e doencga

Nas ultimas duas décadas, na area das doencas genéticas humanas, tem sido
dada especial atencdo a pesquisa de mutag¢des que afectam o processo de splicing e
para as quais tém vindo a ser formuladas e testadas novas terapias (Garcia-Blanco
et al., 2004; Cooper et al., 2009).

Para além das doencas causadas por mutagdes exdnicas, incluindo mutacgées
missense, nonsense e frame-shift que originam proteinas aberrantes, e mutacoes
em regibes ndo codificantes que afectam a eficiéncia da transcricdio ou a
estabilidade do mRNA, sabe-se actualmente que entre 15% a 60% das mutacdes
exdnicas ou intrénicas alteram o normal padrao de splicing (Lépez-Bigas et al.,

2005; Wang & Cooper, 2007). Estas mutacles, para além de poderem ser a causa
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directa de doenga, podem também modificar a sua gravidade fenotipica, assim
como estarem ligadas a uma maior ou menor susceptibilidade de desenvolver
doenca (Wang & Cooper, 2007).

A maioria destas mutacdes pode afectar elementos cis-acting (jungdes exdo-
intrdo, PPT, BPS e sequéncias exdnicas/intronicas activadoras ou repressoras) assim
como factores trans-acting necessarios a regulacao do processo de splicing. No caso
das mutacdes cis-acting tanto o uso de splice-sites constitutivos como alternativos
pode ser afectado. A ruptura do splicing constitutivo resulta na maioria das vezes na
perda da expressao génica, ao passo que uma mutacdo cis-acting que active ou
inactive um de dois locais de splicing alternativos ird forgcar a expressao de um
desses padrGes de SA. Deste modo, embora seja expresso um mRNA normal, a sua
expressao inapropriada num tecido ou etapa do desenvolvimento podera resultar
em doenca. Por outro lado, as muta¢Oes associadas a elementos trans-acting
podem afectar o normal funcionamento da maquinaria basal de splicing assim como
factores proteicos que intervém no processo de SA. Alteracdes ocorridas nas
estequiometrias relativas destes componentes na célula podem também causar
anomalias no splicing e consequentemente doenga. As mutagdes que afectam a
maquinaria basal de splicing podem afectar o splicing de todos os pré-mRNAs, ao
passo que as mutacdes que afectem um elemento regulador do SA irdo apenas ter
influéncia no conjunto de pré-mRNAs regulados por esse factor (Faustino & Cooper,
2003; Pagani & Baralle, 2004; Garcia-Blanco et al., 2004; Wang & Cooper, 2007,
Cooper et al., 2009).

A maioria das muta¢cdes que alteram o processo normal de splicing sao
substituicbes nucleotidicas que ocorrem em elementos cis-acting contidos em
segmentos exdnicos ou intrénicos. Estas mutacdes podem causar o skipping de
determinado exdo, o uso de um local criptico de splicing a 5’ ou 3’, provocar a
retencdo de um intrdo ou ainda criar um novo local de splicing. Na maior parte dos
casos, o0 uso de splice-sites ndo naturais ou a retencao intrénica introduzem coddes
stop prematuros no mRNA activando um mecanismo de vigilancia utilizado pela
célula denominado nonsense-mediated mRNA-decay (NMD) que tipicamente

degrada os transcritos mutados, fazendo assim com que o alelo mutado perca a sua
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funcdo (Faustino & Cooper, 2003; Pagani & Baralle, 2004; Garcia-Blanco et al., 2004;
Cooper et al., 2009; Wang & Cooper, 2007).

A variagdo genética em polimorfismos nucleotidicos sindbnimos localizados em
regioes codificantes (coding single-nucleotide polymorphisms - cSNPs) é a principal
causa das diferencas fenotipicas encontradas individualmente, incluindo aquelas
gue se tornam relevantes no aparecimento de uma doenca (Caceres & Kornblihtt,
2002; Garcia-Blanco et al., 2004; Wang & Cooper, 2007; Cooper et al., 2009). Por
exemplo, para o gene CFTR (Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator)
um estudo envolvendo uma analise mutacional demonstrou que cerca de um
quarto das substituicdes nucleotidicas encontradas nos exdes 9 e 12 apesar de
sindnimas (codificam para o mesmo aminoacido) alteravam a eficiéncia do processo
de splicing (Pagani et al., 2005). Deste modo, os cSNPs possuem um peso
importante como modificadores da gravidade fenotipica e susceptibilidade de um
individuo para uma determinada doenca genética (Wang & Cooper, 2007; Cooper et
al., 2009).

Para uma correcta interpretacdo das bases moleculares das doencas
hereditarias, e para que polimorfismos neutrais ndo sejam enganosamente
considerados como mutacgGes, sera necessario um estudo dos padrdes de splicing
dos c¢SNPs por cDNA ou por analise funcional. Por exemplo, a detecgao de uma
mutacdo missense pode levar a supor que o aminoacido afectado seja critico para a
funcionalidade da proteina em causa, quando de facto apds uma analise mais
cuidada se percebe que a real causa da doenca envolve a quebra de um ESE que
leva ao skipping de um exdo ou a outras alteracdes de splicing. Estas consideracdes
impdem assim, a necessidade de uma analise do transcriptoma para além da analise
gendmica habitual, com o objectivo de avaliar o verdadeiro impacto do processo de

splicing nas doencgas humanas (Caceres & Kornblihtt, 2002).
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1.1.3.1 Mutagdes de Splicing e Doengas Lisossomais de Sobrecarga

As mutagdes de splicing, que em alguns casos originam transcritos nao
funcionais, tém sido identificadas em muitos doentes diagnosticados com uma
doenga lisossomal de sobrecarga (DLS). As DLS sdo um grupo de doengas
hereditarias do metabolismo, em que mais de 50 sdo conhecidas, causadas pela
actividade deficiente de uma proteina lisossomal, resultando na acumulagdo intra-
lisossomal de metabolitos ndo degradados (Ballabio & Gieselmann, 2009).

As DLS podem ser agrupadas segundo varias classificacdes, mas como
defendem Futerman & van Meer (2004), a mais util serd baseada na caracterizacdo
da enzima ou proteina deficiente, em vez de se basear na natureza do substrato
acumulado. Esta ultima tera sido a causa para a caracterizacdo errada de doencas
para as quais estava identificado o substrato acumulado, anos antes de se descobrir
o seu defeito enzimatico. Segundo estes autores as DLS podem ser divididas em
esfingolipidoses, mucopolissacaridoses, oligossacaridoses, glicoproteinoses,
doencas causadas por defeitos em proteinas integrais de membrana e ainda uma
subclassificacdo denominada “outras” onde se incluem as patologias que ndo se
inserem em nenhum dos grupos anteriores, como por exemplo a galactosialidose, a
deficiéncia de multiplas sulfatases, as mucolipidoses Il e Ill e as cerdide
lipofuscinoses neuronais (CLNs). O modo de transmissdo das DLS é autossémico
recessivo, a excepgao da doenca de Fabry e da Mucopolissacaridose Il (Sindrome de
Hunter), cujo modo de transmissdo é heterossémico recessivo (Meikle & Hopwood,
2003). Embora as DLS sejam individualmente raras, no seu conjunto apresentam
uma incidéncia de aproximadamente 1:7700 nascimentos (Meikle et al., 2006),
representando, por isso, um reconhecido problema de saude a nivel mundial.
Recentemente, para Portugal, a prevaléncia destas doengas foi estimada em 1:4000
nascimentos (Pinto et al., 2004). A maioria das DLS conhecidas sdo consideradas
doengas monogénicas associadas a uma consideravel variabilidade clinicopatoldgica
e heterogeneidade alélica resultante da presenca de diferentes tipos de mutac¢ées
(missense, nonsense, splice-site, dele¢Oes parciais e inser¢des) num Unico gene,
embora em geral para cada uma estejam também descritas numerosas mutacgoes

no mesmo gene (Futerman & van Meer, 2004).
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Para um grupo de DLS relativamente frequentes (Fabry; Gaucher; Niemann-
Pick tipo A, B e C; Gangliosidoses 1 e 2; Mucopolissacaridoses I, llIA e llIB, VI e
Cerodide lipofuscinose neuronal tipo 2 e 3) a percentagem de mutacdes de splicing é
em média cerca de 10% (The Human Gene Mutation Database -
http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php). Contudo, este valor podera encontrar-se
subestimado dado que muitas vezes apenas sdo efectuadas andlises ao DNA
gendmico (gDNA) que ndo permitem clarificar qual o verdadeiro impacto de muitas
mutacdes silenciosas, missense e nonsense.

No caso da doenca lisossomal de sobrecarga Mucopolissacaridose tipo Il
(Sindrome de Hunter) causada por alteracdes no gene IDS, que codifica para a
enzima iduronato-2-sulfatase, alguns estudos de caracterizacdao molecular (Karsten
et al., 1998; Lualdi et al., 2006; Alves et al., 2006) tém descrito diferentes mutacdes
gue alteram o processo normal de splicing, como sendo a causa frequente da
doenca. Especificamente no estudo molecular efectuado por Alves et al. (2006) foi
identificada no gene IDS a mutacdo estudada no presente trabalho: c.257C>T.

O gene IDS apresenta splicing alternativo com pelo menos oito transcritos
diferentes conhecidos (Ensembl - http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene
/Summary?g=ENSG00000010404). Este niumero elevado de opgbes de transcricdo
aponta para uma regulacdo complexa do processo de splicing neste gene, que
provavelmente requer a interac¢do de varios elementos cis-acting auxiliares. Deste
modo, um mecanismo com esta complexidade podera fazer aumentar a incidéncia
de mutagOes que originam a ruptura do normal processo de splicing, constituindo
uma importante fonte de patogenicidade no locus IDS.

Parte do conhecimento sobre os mecanismos moleculares basicos subjacentes
ao processo de splicing do pré-mRNA, tem sido obtido por estudos funcionais de
mutacOes especificas em genes particulares, com o objectivo de perceber de que
modo a sua presencga afecta o splicing desses genes. Assim, tanto a mutagao
referida para o gene /DS como outras envolvidas na origem, tanto de doencas de
sobrecarga lisossomal como de outras, representam uma importante oportunidade

para efectuar estudos que permitam clarificar o processo de splicing em geral.
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1.1.4 O uso de minigenes como método de estudo do processo de splicing

Dada a importancia bioldgica e biomédica do processo de splicing tém surgido
nos ultimos anos um numero elevado de estudos que visam os mecanismos que
controlam as decisdes deste processo assim como as consequéncias bioldgicas dos
diferentes transcritos alternativos. Estas analises tém permitido o desenvolvimento
de diversas metodologias de entre as quais se destaca o uso de sistemas de
minigenes construidos para a analise dos elementos que intervém neste processo e
que permitem recapitular in vitro a regulacdo observada in vivo (Garcia-Blanco
2005).

Os constructos de minigenes s3ao uma importante ferramenta para a
identificacdo e analise in vivo tanto dos elementos reguladores cis-acting como dos
factores trans-acting que determinam a eficiéncia e regulam o processo de splicing.
A expressdao dos pré-mRNAs em minigenes através da transfeccdo transitoria
permite efectuar uma analise rapida do ganho ou perda de funcdo para os
elementos cis-acting e os factores trans-acting que afectam a regulagao do splicing.

O primeiro passo de uma investigacdo que tenha como objectivo analisar as
caracteristicas que regulam o splicing é estabelecer qual ou quais os pontos
especificos a estudar. Assim, os minigenes sdo utilizados habitualmente para: (i)
determinar o papel desempenhado pelos splice-sites no reconhecimento exdnico,
(ii) identificar os elementos exodnicos e intrénicos que activam ou reprimem o
processo de splicing, (iii) determinar se uma variante alélica tem ou nao efeito na
eficiéncia do splicing, (iv) efectuar a analise funcional de supostos elementos
reguladores do processo de splicing previamente identificados por analise
bioinformatica, (v) identificar elementos necessdrios a uma regulacdo celular
especifica, (vi) identificar elementos requeridos na regulacdo do splicing por
factores trans-acting especificos, e (vii) testar se uma mutacdo geneticamente
ligada a uma doenca afecta a eficiéncia do splicing de um exdo adjacente ou causa

activacdo de um local criptico de splicing (Cooper 2005; Singh & Cooper, 2006).
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1.1.4.1 Construg¢ao de minigenes

A construgdo de minigenes é normalmente efectuada em vectores de
expressao. Estes podem ser uma qualquer porcao de DNA capaz de incorporar um
fragmento de DNA de outro organismo, sendo depois este conjunto normalmente
transferido para uma célula de um outro organismo. Existem varios tipos de
vectores, contudo os mais utilizados sdo os vectores plasmidicos capazes de clonar
fragmentos de DNA com um tamanho médio de 4 Kb. Um plasmideo é uma
molécula de DNA de cadeia dupla, pequena e circular, geralmente encontrado em
algumas bactérias, leveduras, células de plantas ou outros tipos de organismos
(Lewis 2001).

Nos estudos de splicing, os minigenes contém habitualmente o fragmento
genomico de interesse que inclui a regido onde ocorre splicing alternativo, assim
como as regides gendmicas flanqueantes. Este fragmento pode ser obtido através
de amplificagao por PCR directamente a partir do gDNA ou de um fragmento de
DNA ja clonado. O comprimento das regides gendmicas flanqueantes depende dos
objectivos de cada analise em particular e pode variar entre as dezenas e centenas
de nucledtidos. Sabe-se actualmente que os elementos basicos que regulam o
processo de splicing encontram-se tipicamente entre 200-300 nucleétidos a jusante
ou a montante do exdo sob regulagdo. No entanto, existem casos em que estes
elementos reguladores especificos foram encontrados a mais de um kilobase do
splice-site regulado (Savkur et al., 2001; Dredge & Darnell, 2003). Apesar deste
facto, segundo Cooper (2005) um fragmento gendmico que contenha até 300
nucledtidos de sequéncia intrénica a jusante e a montante do exao € um bom ponto
de partida para efectuar a analise de elementos cis-acting (Figura 4). Porém, nos
casos em que o fragmento inicial ndo permitiu a andlise da regulacdo, de forma a
observar a regulacdo do processo de splicing foi necessdria a utilizacdo de
segmentos maiores de gDNA.

A amplificacdo do fragmento de DNA de interesse a ser clonado no minigene
deverd ser efectuada utilizando oligonucleétidos desenhados de forma a conter no
final da extremidade 5 os locais especificos para as enzimas de restricio que

emparelham no locais de restricao existentes no plasmideo seleccionado. Deste
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modo, estas enzimas sao normalmente escolhidas de acordo com a disponibilidade
dos sitios de clonagem existentes no minigene (RS#1 e RS#2, Figura 4). Para além
disso, sera conveniente seleccionar duas enzimas de restricdo que possuam a sua
maxima eficacia de corte no mesmo tampdo. Dado que muitas enzimas de restricdo
ndo cortam eficientemente nos locais que se encontram apds o final do fragmento
de interesse clonado, uma sequéncia de 6 nucledtidos (frequentemente ATATAT),
deverd ser incluida para que estes sejam os primeiros nucleétidos do primer. Desta
forma, o primer desenhado terd a partir da direccdo 5’ a sequéncia ATATAT, seguida
pela sequéncia especifica de restricdo e pelos 18-21 nucledtidos complementares
ao gene de interesse. Por outro lado, os locais de clonagem escolhidos e
desenhados nos primers utilizados, devem permitir apenas a amplificacdo do
produto de PCR de interesse e esta deve ser efectuada com uma DNA polimerase
gue funcione com elevada exactiddo para evitar a introducdo de substituicGes

nucleotidicas.

gene ---4 HHM--

RS#1 RS#2 AATRAA
minigene | CMV FHE | O} — —
- -—
5’PCR-oligo 3’PCR-oligo
F—— i i S
1‘-\‘_ Exdo situado a Fragmento Exdo situado a jusantee  /

“ montante e 5’splice-site  genémico 3’splice-site f
Elementos cis para

formacgao do local
de terminagao a 3’

Promotor para clonado
expressao ubiqua

Figura 4: Esquema representativo da constru¢do de um minigene num vector plasmidico.
CMV — Citomegalovirus transcriptional enhancer/promotor; RS#1 e RS#2 — locais de

restricdo situados no plasmideo. Adaptado de Cooper (2005).
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1.1.4.2 Transfecgao e obtencdao de RNA

Para avaliar o funcionamento in vivo de um minigene construido com o
fragmento de interesse, é necessario proceder-se a sua transfeccdo numa linha
celular. A transfeccdo é o processo de introduzir DNA ou RNA exdégenos em culturas
de células eucaridticas, sendo uma técnica indispensavel no estudo da funcdo e
expressao de proteinas, na modulacdo da expressao génica, na analise mutacional e
na produgao proteica. Existem varios métodos de transfecg¢ao, incluindo métodos
fisicos como a electroporagdo, microinjeccdo ou choque térmico e métodos
bioquimicos que envolvem a utilizacdo de fosfato de calcio (Cas(P0O4),), polimeros,
lipossomas ou dendrimeros (macromoléculas organicas altamente ramificadas)
(Kendrem 1994). Um dos métodos mais eficientes e menos citotdxico para células
epiteliais é o que utiliza lipossomas catidénicos como mediadores da transfec¢do. Os
lipossomas sao estruturas sintéticas de lipidos catidonicos com uma constituicao
similar as membranas celulares que tém a superficie carga positiva, o que lhes
confere a capacidade de interagir de uma forma electrostatica com o material
genético carregado negativamente e de formar complexos (lipossoma/acido
nucleico) estaveis. Estes complexos sdo depois integrados no citoplasma da célula
por endocitose, beneficiando da atracgao inerente que, também, possuem com a
membrana plasmatica (Kendrem 1994; Almeida & Saraiva, 2001).

A transfec¢ao pode ser transitéria ou estavel, embora para a maior parte das
aplicacdoes seja suficiente que o material genético seja expresso, apenas
transitoriamente, isto é, sem integrar o genoma e desaparecendo apds mitose
celular (Kendrem 1994). Trata-se de um processo que pode ser efectuado em varias
linhas celulares, sendo a sua escolha efectuada de acordo com os objectivos de
cada estudo em particular. Geralmente, células com elevada eficiéncia de
transfeccdo como Hela, COS e HEK293 sdo utilizadas para definir as bases do
splicing “nao-constitutivo” (isto é, para identificar as caracteristicas que resultam
num processo de splicing ineficiente). A reaccdo de transfeccdo pode ser efectuada
com diferentes reagentes disponiveis no mercado, porém, devera ser escolhido um
reagente que permita uma elevada eficiéncia de transfeccdo em multiplas linhas

celulares, facil de usar e com nivel de toxicidade baixo (Cooper 2005).
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Para a identificacdo de elementos cis-acting necessarios a uma regulacado
celular especifica, a abordagem ideal passa por utilizar uma cultura celular que
possa ser induzida a uma transigdo fisioldgica associada com a transi¢ao que ocorre
no processo de splicing sob investigacdo. Assim, idealmente, o minigene devera ser
capaz de demonstrar a mesma transicdo de splicing apresentada pelo gene

enddgeno (Cooper 2005).

1.1.5 Utilizacao de minigenes para o estudo de mutacgdes de splicing —

alguns exemplos

A técnica de clonagem e construgcdo de minigenes é uma técnica bastante
utilizada laboratorialmente para o estudo do processo de splicing em vdrias areas
da genética. Nos ultimos anos, varios estudos tém sido realizados utilizando esta
técnica com o objectivo de compreender as alteracGes provocadas por mutacdes de
splicing ocorridas tanto em locais exdnicos como intrénicos, como de contribuir
para um aumento do conhecimento dos mecanismos que regulam o processo de
splicing de um modo geral.

Existem varios trabalhos na literatura (Cartegni & Krainer, 2002; Kashima &
Manley, 2003; Cartegni et al., 2006) realizados para os genes SMN1 (Survival of
motor neuron 1) e SMN2 (Survival of motor neuron 2) ambos associados a patologia
neurodegenerativa — atrofia muscular espinhal (Spinal muscular atrophy - SMA) que
¢é causada pela perda das copias funcionais do gene SMN1. O gene SMN2 é um gene
paralogo idéntico ao SMN1 e a sua sequéncia € igual em individuos normais e
portadores da doenca. Embora fosse esperado que os dois genes codificassem
proteinas indistinguiveis, a proteina SMN2 é apenas parcialmente funcional, sendo
suficiente para uma actividade normal na maioria das células mas ndo nos
neurdnios motores. O gene SMNZ2 é eficientemente transcrito, mas ndao permite
compensar a perda da proteina SMN1 devido a uma substituicdo nucleotidica C>T
silenciosa que ocorre ao nivel do exdo 7 e que provoca alteragbes no splicing do
pré-mRNA, causando o skipping deste exdo e levando a sintese de uma proteina
instavel. Para tentar perceber a diferenca observada no processo de splicing dos

genes SMN1 e SMN2, alguns estudos tém sido efectuados tendo sido propostos dois
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modelos. Um deles propde a existéncia de um ESE no exao 7 do gene SMN1 que é
reconhecido pela proteina SR — AFS/SF2 e que a substituicdo nucleotidica C>T que
ocorre no gene SMN2 interrompe esse ESE resultando no skipping do exdao 7.
Estudos de analise mutacional, transfeccdo e analise do splicing in vivo foram
efectuados apoiando a hipdtese de que a proteina ASF/SF2 exerce uma fungdo
importante na inclusdo do exdao 7 no gene SMN1 que ndo é mantida no gene SMN2.
Um outro modelo sugere que a presenca do nucleétido T no exdo 7 do gene SMN2
origina a criacdo de um ESS que é reconhecido pela proteina hnRNP Al levando a
exclusdo do exdo 7. Esta hipdtese foi testada pelo silenciamento (por RNA de
interferéncia - RNAi) da proteina hnRNP Al permitindo verificar um aumento na
inclusdo do exdo 7, o que sugere que esta proteina poderd estar envolvida na
inibicdo da inclusdao do exdao 7 no gene SMNZ2. Estes dois modelos ndao sao
necessariamente incompativeis, uma vez que tanto a perda de um ESE especifico
para a proteina ASF/SF2, como a cria¢do simultdnea de um motivo de ligacdo para a
proteina hnRNP A1, poderdo em principio contribuir para o skipping do exdo 7 no
gene SMN2. Na realidade, estas duas proteinas parecem antagonizar-se numa
competicdo aparentemente baseada nas suas concentragdes relativas e
propriedades de ligacdo ao RNA.

Dado que a gravidade da patologia SMA é diferente de acordo com o défice
de funcionalidade da proteina SMN, o aumento da inclusdo do exdo 7 para o gene
SMN2 podera diminuir a gravidade desta doenga através da produgao da proteina
SMN2 funcional. Neste sentido, alguns trabalhos tém sido realizados (Hua et al.,
2008; Singh et al., 2009), utilizando por exemplo Oligonucleétidos Antisense, com o
objectivo terapéutico de reverter a exclusdo do exdo 7 SMN2 e assim aumentar os
niveis de expressao de uma proteina funcional. Estes estudos tém demonstrado
tanto em linhas celulares, como em modelos animais (ratinho) a recuperacdo de
uma proteina funcional, abrindo assim uma possibilidade terapéutica e de cura para
esta doenga.

Num outro estudo, Gongalves et al. (2009) efectuaram a andlise do impacto
no processo de splicing de uma nova mutagdo missense (c.1918C>G) no exao 14 do
gene supressor tumoral APC (Adenomatous polyposis coli), identificada num doente

diagnosticado com Familial adenomatous polyposis (FAP). A andlise in vitro do cDNA
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do doente revelou o skipping completo do exdo 14 nos transcritos mutantes dando
origem a uma alteracdo na grelha de leitura e consequentemente a um coddo STOP
prematuro. Deste modo, para determinar se a mutagao referida foi suficiente para
causar a auséncia do exdo 14 foram construidos minigenes para a sequéncia wild-
type e mutante abrangendo o exao 14 e parte dos intrdes 13 e 14. A analise
funcional in vivo para ambos os minigenes permitiu verificar a insercao do exao 14
numa porg¢ao significativa dos transcritos derivados do minigene wild-type, e o
skipping total do exao 14 nos transcritos resultantes do minigene com a sequéncia
mutante, demonstrando que a mutacdo missense em estudo foi suficiente para
causar a auséncia deste exdao no transcrito produzido. Verificaram ainda que a
mutacdo estudada interrompia um local para a ligacdo das proteinas — SRp55 e
ASF/SF2 e criava um motivo de ligagdo para a proteina hnRNP A1l. Para validar estas
previsdes os autores realizaram o silenciamento destas proteinas (RNAi) nas células
onde foram transfectados os minigenes construidos, tendo verificado que apenas a
proteina ASF/SF2 foi necessaria para a inclusdo do exdo 14. Observaram ainda uma
ligeira recuperacdo da inclusdo deste exdo por sobrexpressdo da proteina ASF/SF2
em células transfectadas com o minigene mutante, apoiando a hipétese de que o
motivo do ESE com ligacdo para a proteina ASF/SF2 é alterado na presenca da
mutagao, podendo assim ser este o mecanismo pelo qual a mutagao ¢.1918C>G
altera o processo normal de splicing do pré-mRNA na regido afectada do gene APC.
Este trabalho demonstra assim a importancia do uso de minigenes repdrter como
uma ferramenta Util para o estudo das alteracdes provocadas por uma determinada
mutagao no processo de splicing.

Num outro trabalho, onde foi também analisado o impacto de mutag¢des no
processo de splicing do gene PMM?2 (Phosphomannomutase 2) envolvido na Doenca
Congénita da Glicosilacdo tipo | (Vega et al., 2009), os autores recorreram nao so a
construgao de minigenes como base para a sua realizagao, como também a outros
ensaios (analise mutacional, sobrexpressdao de proteinas e analises de splicing in
vitro e in vivo), com o objectivo, de estudar também o efeito de mutacdes
especificas no mecanismo de splicing. Apds a analise da mutacdo c.640-15479C>T
verificaram que esta foi responsavel pela activacdo de um pseudoexdo com 123 pb

a partir da sequéncia do intrdao 7. Assim, com o objectivo de corrigir o defeito
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causado por esta substituicao nucleotidica, utilizaram oligonucleétidos morpholino
antisense (AMOs) desenhados para os locais 5’ e 3’ cripticos utilizados na presenca
da mutagdo. Observaram experimentalmente que estes AMOs permitiram bloquear
0 acesso da maquinaria de splicing aos locais cripticos, originando a producdo de
um transcrito de mRNA correcto que foi eficientemente traduzido na proteina
fosfomanomutase funcional.

No <caso de outras patologias designadas colectivamente como
distrofinopatias (Distrofia muscular de Duchenne (DMD); Distrofia muscular de
Becker (BMD) e cardiomiopatia dilatada) tém também sido efectuados estudos de
mutagles de splicing. Estas patologias sdo causadas na maioria dos casos por
delecbes no gene da distrofina, embora um grande nimero de mutac¢ées pontuais
(exonicas e intronicas) sejam também apontadas como causa de doenga por
provocarem alteragdes no processo de splicing. Num estudo recente Disset e
colaboradores (Disset et al., 2006), analisaram uma mutacdo nonsense (c.4250T>A —
p.Leu1417X) no gene da distrofina num doente com um fendtipo intermédio (BMD).
Verificaram apds analises in vitro e in vivo recorrendo ao uso de minigenes que esta
substituicdo nucleotidica no exdao 31 para além de criar um coddo STOP, originou
também a criacdo de um ESS com ligacdo para a proteina hnRNP A1l resultando no
skipping do exdo 31. Identificaram também a presenca de um ESE com ligacdo a
proteina Tra2[3 situado a jusante do motivo de ligagdo para a proteina hnRNP Al. Os
autores verificaram que a presenca desse motivo ESE é necessaria para a
incorporacdo do exdo 31 no transcrito final, tanto na sequéncia wild-type de um
controlo como na sequéncia mutada do doente, permitindo concluir que a
regulacdo da insercdo deste exdo no mRNA maduro dependera da interac¢do entre
diferentes factores trans-acting.

Num outro estudo realizado por Alter et al. (2006) foi verificado que uma
delecdo envolvendo trés exdes (48 a 50) no gene da distrofina conduziu ao
aparecimento de um coddo STOP ao nivel do exdo 51 devido a uma alteracdo na
grelha de leitura. Com o objectivo de reverter esta alteracao os autores recorreram
ao uso de oligonucledtidos antisense num modelo animal (ratinho) direccionando-
os para o local de splicing 3’ do exdo 51 para prevenir a sua inclusdo no transcrito,

restabelecendo assim a grelha de leitura e possibilitando a codificagdo de uma
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proteina parcialmente funcional que poderia assim diminuir a gravidade da doenca.
Para esta patologia num estudo recente realizado por van Deutekom et al. (2007),
foi ja administrado por via intramuscular um oligonucledtido antisense denominado
PRO0O51 em 4 doentes que possuiam delecées no exao 50 provocando o
aparecimento de um coddao STOP prematuro no exdao 51, com o objectivo de
provocar o skipping deste exdo e restaurar a grelha de leitura para que pudesse ser
produzia uma proteina parcialmente funcional. Verificaram que em todos os
doentes ocorreu o skipping do exdo pretendido e que foi produzida a proteina
distrofina (3% a 12% em extractos de proteina total) sugerindo que estas
abordagens terapéuticas poderao ser vidveis.

Podemos assim concluir que estes trabalhos sdo extremamente importantes
para a identificacao de elementos cis-acting e factores trans-acting envolvidos nao
sO na regulacdo do splicing em casos especificos onde ocorreram alteragdes devido
a presenca de mutacdes, como também para a compreensdao do processo de
splicing de um modo geral. O conhecimento adquirido destes estudos tem
fornecido uma série de potenciais alvos terapéuticos para os quais tém sido
desenvolvidas abordagens na tentativa de corrigir os erros provocados por

determinada mutacdo de splicing (Cooper et al., 2009).
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2. Objectivos

O presente trabalho teve como principal objectivo a andlise da regulacdo dos
mecanismos de splicing no gene IDS, através do estudo do impacto da mutacao

€.257C>T no exao 3 deste gene.

Mais especificamente os objectivos deste estudo foram:

1) Utilizagdo de ferramentas bioinformaticas para a identificacio dos

elementos reguladores do splicing alterados na presenca da mutacdo c.257C>T;

2) Analise funcional do processo de splicing no gene IDS na presenca desta
mutagdo, através da construgao de minigenes repdrter recorrendo ao uso de

vectores plasmidicos e transfec¢do de uma linha celular de cancro colorectal DT-1;

3) Identificacdo dos elementos reguladores do splicing alterados pela mutacao
€.257C>T, através de estudos de sobrexpressdo e silenciamento (RNAi) das
proteinas (SR e hnRNP) previstas bioinformaticamente como implicadas na

regulacdo do splicing desta regido do gene IDS.

De um modo global este trabalho teve também como propdsito a
implementacdo destas metodologias no grupo de investigacio em Doencas
Lisossomais de Sobrecarga, para sua futura utilizagdo em outros trabalhos de

investigacao.
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3. Material e Métodos

3.1 Material biolégico

O presente trabalho insere-se num estudo de caracterizacdo molecular do
gene IDS em doentes com diagndstico bioquimico de Mucopolissacaridose tipo |l
(Sindrome de Hunter). O diagnodstico desta patologia foi efectuado na Unidade de
Bioguimica - Genética do Centro de Genética Médica Doutor Jacinto de Magalhdes
— INSA, I.P, através da determinacdo da actividade enzimdtica da Iduronato-2-
sulfatase (IDS) em fibroblastos.

A amostra de um doente com uma mutag¢do no exao 3 do gene /DS (c.257C>T;
p.P86L) foi analisada e como material biolégico foi utilizada uma linha celular de
fibroblastos de pele cultivados e crioconservados em azoto liquido. Como controlo,

foi utilizada uma linha celular de fibroblastos de um individuo saudavel.

3.2 Metodologia experimental

3.2.1 Cultura celular de fibroblastos e obteng¢ao de pellets celulares

Para a realizacdo deste trabalho, as linhas celulares de fibroblastos
pertencentes ao doente em estudo e ao individuo controlo foram repostas em
cultura de modo a obter um nimero de células suficiente para a extrac¢do de DNA
e RNA.

Todo o procedimento foi realizado em cadmara de fluxo laminar, sendo o
material ndo esterilizado devidamente desinfectado, antes da entrada na cdmara,
com dlcool a 70% para evitar contaminagoes.

Para reposicdo em cultura, as células crioconservadas foram ressuspendidas
no meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) [Gibco Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA], complementado com 10% de Fetal Bovine Serum (FBS) [Gibco®] e antibidticos
(10 000 U/mL de estreptomicina e penicilina, 1 mg/mL de fungizona), a 37°C, numa

atmosfera humidificada com 5% de CO,. Até a obtengao de uma cultura com
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numero suficiente de células para extraccdo de DNA ou RNA, procedeu-se
regularmente a renovacdo do meio de cultura.

Quando a cultura celular de fibroblastos se apresentava confluente e
uniformemente distribuida, o meio de cultura foi retirado e as monocamadas
celulares lavadas com solucdo salina de tampao fosfato (PBS), seguindo-se a adicdo
de tripsina [Gibco®] de modo a dissociar as células da caixa de cultura.

Adicionou-se posteriormente meio de cultura a suspensao celular obtida e
procedeu-se a sua transferéncia para um tubo de centrifuga. A suspensao foi,
entdo, lavada por duas vezes, centrifugada a 2000g e os depositos celulares obtidos
foram armazenados a -80°C, até se proceder a extraccdo de DNA gendmico (gDNA)

ou de RNA total.

3.2.2 Extrac¢ao de DNA gendmico

A extraccdo de gDNA foi efectuada por extraccdo automatica no aparelho Bio
Robot EZ1 [Qiagen], utilizando um kit comercial de extrac¢do especifico £EZ1 DNA
tissue [Qiagen]. Na utilizacdo deste kit foi seguido o protocolo indicado pelo
fabricante.

A determinagdo da concentracdo (ng/ulL) e da pureza do DNA total foi obtida
por quantificacdo no espectrofotémetro UV-Vis NanoDrop® ND-1000. Além da
determinagdo da concentragdao de DNA, foi igualmente avaliado o grau de
contaminagdo proteica através do valor da razdo de absorvancia — Abs
260nm/280nm. Os valores localizados no intervalo 1,80-2,20 foram considerados
aceitdveis. Apds estes procedimentos, o DNA foi conservado a -20°C até a sua

utilizagao.

3.2.3 Extrac¢ao de RNA total

Para a obtencdo de RNA a partir das amostras bioldgicas mencionadas
anteriormente foi utilizado o kit High Pure RNA Isolation [Roche], tendo-se procedido

resumidamente do seguinte modo: 1) extrac¢do do conteldo celular utilizando o
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tampao de lise (Lysis Binding Buffer), que permite ao mesmo tempo a inactivacao de
RNAses; 2) separacdo selectiva dos acidos nucleicos por ligacdo as fibras de vidro
dos tubos fornecidos (High Pure Filter Tube); 3) eliminacdo das moléculas de DNA
contaminantes por adicdo de uma solucdo contendo a enzima DNase |; 4) de forma
a eliminar todas as substancias que possam interferir com a reacgao de RT-PCR, os
acidos nucleicos que se encontrassem ligados as fibras de vidro do tubo foram
eluidos utilizando o tampado Inhibitor Removal Buffer; 5) lavagem para eliminagdo
de acidos nucleicos que ainda se encontrem ligados, assim como para purificagao
de sais, proteinas e outras impurezas celulares; 6) recuperacdo do RNA purificado
por eluicdo com o tampado Elution Buffer; e por fim 7) armazenamento do RNA
extraido por conservacdo a -80°C até a sua utilizacao.

A determinagdo da concentracdo (ng/uL) e da pureza do RNA total foi
também obtida por quantificacdo no espectrofotometro UV-Vis NanoDrop® ND-

1000.

3.2.4 Andlise mutacional do cDNA do gene IDS

Procedeu-se a analise do cDNA IDS - no doente em estudo e na amostra
controlo. A partir de cada uma das amostras de RNA total, foi sintetizado cDNA
(como descrito em 3.2.4.1) e utilizados diferentes oligonucledtidos para a
amplificagao especifica do cDNA IDS. Os produtos obtidos foram posteriormente
analisados e sequenciados como descrito, respectivamente, em 3.2.4.3 e 3.2.4.4,
tendo sido confirmada a presenca da mutacdo (c.257C>T) no cDNA do doente. A

presenca desta mutacdo foi também confirmada no gDNA do doente.

3.2.4.1 Sintese de cDNA

A cadeia de DNA complementar ao mRNA foi sintetizada a partir do RNA total,
utilizando o kit First-Strand cDNA Synthesis [Amersham Biosciences]. A reaccdo de
sintese é catalisada pela enzima retrovirica transcriptase reversa, incorporada na

mistura do kit utilizado.
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O procedimento de sintese obedeceu a seguinte sequéncia:

1) Destruicdo das estruturas secundarias do RNA, por aguecimento da solucédo
contendo RNA (com uma concentragao final de 1 pg) a 60°C durante 10 minutos.

2) Adicdo da mistura de reaccdo (bulk first-strand reaction mix, primer Not 1-(dT)s
diluido e uma solucdo de DTT) e incubacdo a 37°C durante 1 hora, seguida de nova

incubacdo a 93°C durante 10 minutos.

3.2.4.2 Amplificagao por PCR dos fragmentos de cDNA IDS

O cDNA do gene IDS foi amplificado em 3 fragmentos tal como descrito em
Alves et al., 2006 (Tabela ). Para todas as reac¢does de amplificacdo foi utilizada a
mistura comercial ImmoMix Red 1x [Bioline] (contendo DNA polimerase IMMOLASE™,
(NH4),S0,4, Tween 20, MgCl,, dNTPs e tamp3o Tris-HCl) e primers (Forward e Reverse) a
uma concentragdo de 0,5 PUM. A utilizagdo desta mistura de amplificagdao
apresentou diversas vantagens, na medida em que diminuiu consideravelmente o
numero de manipulacbes efectuadas, bem como os riscos de contaminacdo. Na
mistura de reacg¢do utilizaram-se 5 puL de cDNA para um volume final de 50 pL. O
controlo negativo (branco do ensaio) foi realizado através da substituicdo da
amostra de cDNA por dgua desionizada esterilizada.

O programa de amplificacdo utilizado consistiu num ciclo inicial de 7 minutos
a 95°C, seguido de 30 ciclos de 45 segundos a 94°C, 45 segundos a 60°C, e 2
minutos a 72°C, finalizando-se a reacgdo com um ciclo de extensdo de 10 minutos a

72°C.
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Tabela I. Sequéncia dos primers utilizados na amplificacdo dos fragmentos cDNA /DS.

Tamanho do
Fragmento de
Sequéncia dos primers (5’ —3’) produto
cDNA IDS
amplificado
1F: 5'-CTGTGTTGCGCAGTCTTCAT-3'
Fragmento 1
i 829 pb
(exdes1as) | 4p. 5 GGGGTATCTGAAGGGGATGT-3'
2F: 5'-CTGTGGATGTGCTGGATGTT-3'
Fragmento 2
R 595 pb
(exdes5a8) | Hp. 5 GGGTCGAGGTAAGGGAAAAG-3'
3F: 5'-GATGTTGCTACCCATGTTCC-3'
Fragmento 3
i 698 pb
(exBes8a9) | 3p. 51 cAAAACGACCAGCTCTAACTC-3'

pb — pares de bases; F — forward; R — reverse

3.2.4.3 Andlise da reac¢ao de PCR e purificacao dos produtos amplificados

O sucesso da amplificacdo dos diversos fragmentos pretendidos foi verificado
através da separacao destes por electroforese em gel de agarose a 2%, em tampao
TAE 1x, juntamente com um marcador de pesos moleculares de 100 pb [Fermentas].

A visualizagao dos fragmentos pretendidos foi efectuada num transiluminador
de luz ultra-violeta e sempre que foram amplificados apenas os fragmentos
pretendidos, os produtos de PCR foram purificados em colunas llustra MicroSpin
S300Hr [GE Healthcare] de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante. Nos
casos em que ocorreram fragmentos de amplificacdo inespecificos ou mais de uma
banda de interesse, a banda correspondente ao fragmento pretendido foi excisada
e purificada com o kit Perfectprep Gel Cleanup [Eppendorff], seguindo as indica¢ées

do fabricante.

3.2.4.4 Sequenciacao do cDNA IDS

A preparacdo das amostras para sequenciacdo automatica iniciou-se pela
reac¢do de sequenciacdo (PCR assimétrico). Para tal, utilizou-se uma mistura

comercial BigDye® Terminator Cycle Sequencing kit 2.0 [ABI PRISM, PE Applied
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Biosystems] que contém dNTPs, ddNTPs marcados com 4 fluorocromos distintos,
tampdo e uma DNA polimerase, a qual se adiciona o produto de PCR previamente

purificado e um dos primers (Tabela ll).

Tabela Il. Mistura de reacgdo utilizada no PCR de sequenciagao.

Volume Concentragao
Mix de Sequenciag¢do (Big Dye®) 2,0 uL -
Primer Forward ou
. 0,5 uL 3,2 pmol/uL
Primer Reverse
DNA purificado 2,5-3puL -

Nota: A quantidade de amostra utilizada variou consoante a intensidade da banda

visualizada em gel apds a purificagdo dos produtos.

A reacgao de PCR assimétrico foi efectuada utilizando as condigdes indicadas

na Tabela lll.

Tabela lll. Condigbes do PCR de sequenciagdo.

Temperatura Tempo Ciclos
96 °C 3 min 1
96 °C 10 seg
50 °C 5 seg 25
60 °C 4 min

Nota: Nos casos em que a amplificagdo de um determinado fragmento foi menos

eficiente, o nimero de ciclos foi aumentado para 35.

Os fragmentos amplificados foram purificados em colunas preenchidas com
resina Sephadex 7% [GE Healthcare], através de centrifugacdo a 4400 rpm durante 4
minutos. Seguidamente, foi adicionada a cada amostra de produto purificado 15 plL
de Hi-Di Formamida Desionizada [Applied Biosystems].

A analise dos fragmentos foi realizada segundo o método desenvolvido por
Sanger et al., 1977, num sequenciador automatico AB/ PRISM™ 3130XL Genetic
Analyser de 16 capilares de 36 cm [Applied Biosystems].

Na andlise das sequéncias nucleotidicas obtidas foram utilizadas como

referéncia as sequéncias: ENSG00000010404 (sequéncia gendmica do gene IDS) e
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ENST00000340855 (sequéncia do cDNA IDS), ambas disponiveis na base de dados
Ensembl (http://www.ensembl.org). O alinhamento de cada sequéncia obtida com a
sequéncia de referéncia foi efectuado com o software ClustalW (http://www.ebi

.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html).

3.2.5 Analise Bioinformatica

A previsdo dos padrdes de splicing para o gene IDS na presenca da mutacao
c.257C>T foi efectuada com o software GENSCAN (http://genes.mit.edu /GENSCAN.
html) (Burge & Karlin, 1997). Os valores de score para os locais de splicing foram
calculados utilizando o programa MaxEntScan (http://www.genes.mit.edu/
burgelab/maxent/Xmaxentscan_scoreseq_acc.html) (Yeo & Burge, 2004). Segundo
este programa, os valores ideais de score para os locais de splicing sdo: 11,81 (5’ss)
e 13,59 (3’ss).

Para efectuar a previsdao de alteragdes em ESEs foi utilizado o programa ESE
finder 3.0 (http://rulai.cshl.edu/cgi-bin/tools/ESE3 /esefinder.cgi?process=home)
(Cartegni et al., 2003). A identificacdo de possiveis locais de ligacdo de factores de
splicing como proteinas SR e hnRNP foi realizada com a ferramenta bioinformatica
Splicing Rainbow (http://www.ebi.ac.uk/asd-srv/wb.cgi?method=8) (Stamm et al.,
2006).

3.2.6 Andlise funcional do impacto da mutagao c.257C>T no processo de

splicing do gene IDS — Clonagem e constru¢ao de minigenes reporter

Com o objectivo de realizar a analise funcional do processo de splicing no
gene IDS, na presenca da mutacdo c.257C>T, foi efectuada a construcdo de

minigenes reporter recorrendo ao uso de vectores plasmidicos.
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3.2.6.1 Amplificagdao por PCR dos fragmentos de DNA gendémico de interesse

Com o objectivo de estudar a mutacao de splicing referida, que se localiza no
exdo 3 do gene IDS, procedeu-se a amplificacdo por PCR dos fragmentos de gDNA
de interesse tanto do doente como do controlo.

Uma vez que existe um pseudogene /DS que possui uma elevada homologia
com o gene IDS na zona correspondente aos exdes 2 e 3 e ao intrdo 2 os primers
especificos para amplificacdo do fragmento de interesse foram desenhados entre o
intrdo 1 e o intrdo 3 para que o fragmento amplificado fosse o correspondente ao
gene e ndo ao pseudogene. Para além disso, dado que cada fragmento amplificado
foi clonado num vector plasmidico com locais de corte especificos para as enzimas
de restricao BamHI e Xhol, as “caudas” com a sequéncia consenso da enzima BamH]
e Xhol foram adicionadas, respectivamente ao primer forward e reverse para que
cada fragmento amplificado contivesse a sequéncia de restricdo especifica (Figura 5
e Tabela IV). Os programas primer3 e oligonucleotide properties calculator
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/ e http://www.basic.northwestern.edu/biotools/
oligocalc.html respectivamente) foram utilizados para analisar as caracteristicas dos
primers desenhados, relativamente a diversos parametros tais como dimerizacao,
gualidade e temperatura de annealing.

Nas reaccoes de amplificacao foi utilizada a mistura comercial Immomix Red
1x [Bioline], primers forward e reverse com uma concentracio de 1 uM e

aproximadamente 40 ng de gDNA para um volume final de 25 pL (Tabela IV).
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Figura 5: Esquema representativo dos locais de emparelhamento dos primers desenhados

para amplificacdo dos fragmentos mutante e wildtype do gene IDS, assim como os locais

de inser¢do nos vectores pCR2.1®-TOPO® e pcDNA3-Myc1®.

Tabela IV. Sequéncia dos primers utilizados na amplificagdao dos fragmentos de gDNA /DS

(normal e com a mutacgédo c. 257C>T) e respectivas condicdes de amplificagdo por PCR.

Tamanho
Sequéncia dos primers “IDS” (5’—3’) do produto Condigoes de PCR
amplificado
95°C 7 min
94°C 45 seg
F - ATATATGGATCCTCCAGCCTTGGGCCTCTT .
1137 pb A57°-63°C 45 seg 35 ciclos
R -ATATATCTCGAGGAATGCTGGATTCAGACA
72°C 1 min
72°C 7 min

Abreviaturas: F — refere-se a sequéncia nucleotidica da cadeia orientada de 5’ > 3’ e R—a sequéncia

nucleotidica da cadeia complementar; pb — pares de bases

3.2.6.2 Andlise da reacgao de PCR e Sequenciagao

A amplificacdo dos fragmentos pretendidos foi verificada através da sua

separacao por electroforese em gel de agarose 1%, em tampdo TAE 1x, juntamente

com um marcador de pesos moleculares de 1Kb [Fermentas]. Apds visualizagdo dos

fragmentos em transiluminador ultravioleta, os produtos foram purificados e
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sequenciados conforme o procedimento anteriormente descrito para o cDNA /DS,

respectivamente em 3.2.4.3 e 3.2.4.4.

3.2.6.3 Construgao de minigenes reporter intermédios

Com o objectivo de elevar o nimero de copias dos fragmentos de interesse a
clonar nos minigenes finais, procedeu-se a construcdao de minigenes intermédios
através da sub-clonagem dos fragmentos amplificados de gDNA do doente e do

controlo no vector plasmidico pCR2.1®-TOPO® [invitrogen™] (Figura 6).

TEI .:.|:;:II-1'IEI'HEE
MBI reverne it
priming sile

Figura 6: Vector plasmidico pCR2.1®-TOPQO®

3.2.6.3.1 Sub-clonagem dos fragmentos de interesse obtidos por PCR no

vector pCR2.1°-TOPO®

Apds a reaccdo de amplificacdo, os produtos de PCR frescos foram clonados
no vector pCR2.1®-TOPO® [Invitrogen™] de acordo com a reac¢do apresentada na

Tabela seguinte:
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Tabela V. Condi¢des utilizadas na clonagem dos fragmentos de interesse no vector

pCR2.1®-TOPO® [Invitrogen™].

Reagente Quantidade
Produtos de PCR frescos 4 uL
Solugdo salina 1uL
Agua esterilizada 1puL
Vector TOPO® 1uL
Volume final 7uL

Nota: O volume de produto de PCR a adicionar pode variar (0,5-4uL) de
acordo com a intensidade das bandas visualizadas em gel de agarose.

Neste caso foi utilizado o volume maximo possivel: 4 pL.

Depois de constituida a mistura de cada um dos casos, foi agitada suavemente
e incubada durante 5 minutos a temperatura ambiente. Apds esse tempo foi
colocada em gelo até se proceder a reac¢do de transformacdo em bactérias

guimicamente competentes.

3.2.6.3.2 Transformacgao de células quimicamente competentes

As reaccdes de clonagem do fragmento /DS do doente e do controlo foram
utilizadas para transformar bactérias quimicamente competentes da estirpe TOP10
de Escherichia coli (One Shot® Chemically Competent Cells) [Invitrogen™].

O processo de transformacdo foi efectuado de acordo com o procedimento
seguinte: a cada aliquota de 50 pL de bactérias competentes adicionaram-se 5 uL de
reaccao de clonagem, seguindo-se um periodo de incubacdo de 30 minutos em
gelo. Cada mistura foi, depois, sujeita a um choque térmico durante 45 segundos a
42°C, sendo colocada de imediato no gelo por 2 minutos. Apds este periodo
adicionaram-se, a chama, 250 pL (5x o volume de bactérias) de meio SOC (Super
Optimal broth with Catabolite repression) pré-aquecido a temperatura ambiente e,
de seguida, cada mistura foi incubada durante 1 hora a 37°C, com agitacdo
constante ([220 rpm num agitador orbital). Posteriormente, 50 a 200 uL de cada

reaccdo de transformacdo foram plaqueados em placas, pré-aquecidas a 37°C,
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contendo meio LB-Agar (Luria Bertani) com ampicilina (Amp, 50 pg/mL) [Sigmal,
assim como 40 plL de substrato cromogénico (X-gal, 50 mg/mL) [Promega] para a
enzima [3-galactosidase. Por fim as placas foram colocadas a 37°C, durante um

periodo de 16 a 18 horas. A figura 7 ilustra o processo de transformacdo descrito.

Fragmento

C ‘; de interesse

Plasmideo J

Plasmideo Insergao correcta

Escherichia coli

religado

* Coldnias brancas — ha
inser¢do do fragmento
* Meio LB/Amp + Colénias azuis —ndo ha
* X-Gal insergdo do fragmento

(controlo negativo)

A Gene lacZ nao é interrompido

Figura 7: Esquema ilustrativo do processo de transformagdo do plasmideo pCR2.1°-

TOPO® em bactérias quimicamente competentes de Escherichia coli.

3.2.6.3.3 Obtencdo de minigenes intermédios construidos no vector

pCR2.1®°-TOPO®

- Selecgao de coldnias por PCR

Apds o tempo de incubacdo, cada placa foi analisada quanto a presenca de
coldnias positivas (i.e., coldnias brancas que integraram plasmideos com os fragmentos de
interesse) e coldnias negativas (i.e., colénias azuis que integraram plasmideos sem os

fragmentos de interesse) por PCR. Para efectuar esta seleccdo, procedeu-se a diluicdo
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de um numero médio de 15 coldnias brancas e 1 coldnia azul em 15 pL de agua
desionizada esterilizada por cada tubo eppendorf. Para todas as reaccbes de
amplificacdo foi utilizada a mistura comercial ImmoMix Red 1x [Bioline], 0s primers
T7 forward e M13 reverse a uma concentragao de 0,25 UM e 5 plL de cada amostra
contendo DNA plasmidico diluido para um volume final de 25 pL.

O programa de amplificacdo utilizado consistiu num ciclo inicial de 10 minutos
a 95°C, seguido de 35 ciclos de 45 segundos a 94°C, 45 segundos a 54°C, e 1 minuto
e 30 segundos a 72°C, finalizando-se a reac¢do com um ciclo de extensdo de 15
minutos a 72°C.

A amplificacdo dos fragmentos pretendidos foi verificada através da sua
separacdo por electroforese em gel de agarose a 1%, em tampdo TAE 1x,

juntamente com um marcador de pesos moleculares de 1Kb [Fermentas].

- Cultura de transformantes

Apds a seleccdo por PCR, sempre que se obtiveram coldnias positivas,
procedeu-se a inoculacdo de 5 pL de cada amostra em tubos de Falcon contendo 5
mL de meio LB liquido e 5 pL do antibidtico de resisténcia do plasmideo utilizado
(Ampicilina, 50 pug/mL). Os tubos foram depois colocados, em cultura, a 37°C com

agitacdo constante (220rpm), cerca de 16 horas.

- Isolamento, purificacao e quantificagao de transformantes

O DNA plasmidico de todas as culturas liquidas foi extraido das células
bacterianas com o kit peqGOLD Plasmid Miniprep Kit | [peqLab, Biotechnologie GmbH]
seguindo as instru¢des do fabricante. O procedimento realizado com este kit baseia-
se num método modificado de lise alcalina (SDS) das células bacterianas que
permite separar selectivamente o DNA cromossdmico, proteinas celulares e outros
contaminantes do DNA plasmidico. Este é depois purificado por adsorcdo a uma
matriz de silica (HiBind® matrix) e recuperado por eluicdo em agua desionizada
esterilizada ou tampao TE.

Depois de constituida cada miniprep com o DNA plasmidico extraido,

procedeu-se a determinag¢do das suas concentracbes (ng/uL) e pureza por
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quantificacdo no espectrofotémetro UV-Vis NanoDrop® ND-1000. Apds estes

procedimentos, o DNA foi conservado a -20°C até a sua utilizacdo.

- Sequenciag¢ao de transformantes

Para verificar o sucesso do processo de clonagem foi efectuada sequenciagdo
dos minigenes intermédios segundo o procedimento descrito em 3.2.4.4. E de
salientar que neste caso especifico foram utilizados 200 ng de DNA plasmidico, os
primers T7 forward e M13 reverse e que o programa de PCR sofreu uma ligeira
alteracdo na temperatura e tempo de desnaturagdo inicial (98°C durante 10

minutos), tendo-se mantido todas as restantes condi¢des mencionadas em 3.2.4.4.

3.2.6.4 Construcao de minigenes repdrter finais

Para a construcdo dos minigenes finais pretendidos foi utilizado o vector
plasmidico pcDNA3-Myc1® [Invitrogen™] (Figura 8). Este vector foi escolhido, uma vez
gue possui na sua sequéncia os locais de corte especificos para as enzimas de
restricdo BamHI [NEB®,] e Xhol [NEB®,]. Estes locais permitirdo a inser¢cdo de cada
um dos fragmentos de gDNA de interesse que contém, também, na sua sequéncia
os locais de restricao especificos adicionados pelo respectivo primer na reaccdo de
amplificagao inicial por PCR. O referido vector foi ainda escolhido por possuir na sua
sequéncia codificacdo para o epitopo Myc. Este é importante pois permite efectuar
a distingdao do fragmento de interesse em estudo do existente no DNA enddgeno

das células aguando da sua amplificacdo por PCR ap0ds transfeccao.
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* There is an ATG upslream he150EEa

af the Xbs | site. Bsml

Figura 8: Vector plasmidico pcDNA3-Myc1®.

Os minigenes finais foram construidos de acordo com os procedimentos que a

seguir se descrevem.

- Hidrdlise enzimatica dos vectores

Para a construgdo do minigene final com o fragmento de gDNA do doente foi
efectuada a hidrdlise enzimatica de 1 ug de DNA do vector pcDNA3-Myc1® vazio, no
gual se pretendia integrar o fragmento de interesse e de 3 yug de DNA do vector
pCR2.1®-TOPO® que continha inserido individualmente o fragmento de gDNA de
interesse do doente. A cada reac¢do de hidrdlise foi adicionada a quantidade de
DNA referida, 10 a 20 U da enzima BamHI [NEB®,] e Xhol [NEB®,], um volume
varidvel de tampdo 10x [NEB®,,] adequado a dupla digestdo das enzimas utilizadas,
BSA 10x [NEB®,,] e agua desionizada esterilizada para perfazer um volume final de 20

uL. As reacgoes foram depois incubadas durante cerca de 1 hora a 37°C (Figura 9).
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Minigene intermédio

* BamHI e Xhol
(Doente) * Tampao 10x
. DNA3-Mycl®
Fragmento . : < BSA 10x [~ localde B
deinteresse & | * dd H,0 | insercio —a§
L <> ,
N . 4

1 horaa37°C

Figura 9: Esquema representativo da reaccdao de hidrélise do fragmento do gene IDS

(doente) inserido no vector pCR2.1®-TOPO® e do vector pcDNA3-Myc1®.

Todas as reaccdes foram verificadas por electroforese em gel de agarose 1%,
em tampao TAE 1x, junto com um marcador de pesos moleculares de 1Kb
[Fermentas].

Quando concluida a digestao relativa ao fragmento de gDNA de interesse do
doente, foi separada em gel de agarose low melting [Lonza] 1%, nas condicOes ja
referidas anteriormente, e as bandas pretendidas isoladas por excisao e purificadas
com o kit Perfectprep Gel Cleanup [Eppendorff], segundo as indica¢des do fabricante.
A reaccdo correspondente a hidrélise do vector vazio foi purificada directamente
em colunas llustra MicroSpin S300Hr [GE Healthcare] de acordo com o protocolo

fornecido pelo fabricante.

- Ligacdo de produtos de hidrélise enzimatica purificados

Apds a obtencdo dos produtos purificados das reacgdes de hidrdlise
enzimatica, procedeu-se a sua ligagdo com recurso ao kit Rapid DNA Ligation
[Roche]. No caso especifico deste trabalho, a enzima T4 DNA ligase contida no kit foi
utilizada para, na presenca de ATP, efectuar a ligacdo entre o fragmento de
interesse e o vector pcDNA3-Mycl1® previamente digeridos.

Seguindo o procedimento recomendado pelo fabricante, as reacg¢des de
ligacdo foram executadas em tubos eppendorf onde se adicionaram 10 pL de
tampdo 1 e 2 plL de tampao 2, ambos incluidos no kit, 7 uL de DNA do fragmento de
interesse, 1 uL de DNA do vector pcDNA3-Mycl1® e 1 pulL de enzima (5 U) para um
volume final de 21 uL. Apdés homogeneizacdo, as misturas foram incubadas durante

20 minutos a temperatura ambiente.
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Os produtos de ligacdo obtidos foram depois transformados em bactérias
guimicamente competentes da estirpe TOP10 de Escherichia coli (One Shot®
Chemically Competent Cells) [invitrogen™], segundo o procedimento descrito em
3.2.6.3.2. Contudo, neste caso o reagente X-gal [Promega] ndo foi utilizado pois o
vector pcDNA3-Mycl® ndo possui o gene lacZ, logo ndo codifica a enzima [3-

galactosidase ndo sendo portanto este substrato necessario no meio (Figura 10).

- Overnight a 37°C o O 0
Fragmento E’;DNA}MVC_l@ =) [ @ N J =) B Q

) W
de interesse '

Escherichia coli
* Meio LB/Amp

Figura 10: Esquema ilustrativo do processo de transformac¢do do plasmideo pcDNA3-

Myc1® em bactérias quimicamente competentes de Escherichia coli.

Apds a transformacdo foi efectuado a seleccdo de coldnias positivas (i.e.,
colénias que integraram plasmideos com o fragmento de interesse) por PCR com os
primers pCMV5 forward (5-GGGACTTTCCAAAATGTCGTA-3’) e pfGHR1 reverse (5'-
CCCACTGTCCTTTCCTAATAAA-3’) utilizando uma temperatura de annealing de 58°C.
Todo o procedimento e restantes condicdes de PCR foram seguidas como
mencionado para os minigenes intermédios no ponto 3.2.6.3.3.

Depois da seleccdo, sempre que foram detectadas coldnias positivas
efectuaram-se inéculos das amostras diluidas correspondentes para cultura do DNA
plasmidico, procedendo-se depois ao seu isolamento, purificacdo e quantificacdo tal
como descrito anteriormente.

Por fim, o DNA (200 ng) do minigene final obtido para o caso do doente foi
amplificado por PCR para sequenciagao com o primer T7 forward e “IDS” reverse
desenhado para amplificacdo inicial do fragmento de interesse. As condicGes de
tempo e temperatura utilizadas mantiveram-se como as ja indicadas para o PCR de

sequenciacao dos minigenes intermédios.
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Na tabela seguinte encontram-se sintetizadas as diversas etapas efectuadas

para a clonagem dos fragmentos de gDNA do controlo e do doente nos plasmideos

pCR2.1°-TOPO® e pcDNA3-Myc1®.

Tabela VI. Etapas seguidas no processo de clonagem nos plasmideos pCR2.1®°-TOPQO® e

pcDNA3-Myc1®.

PLASMIDEOS
pCR2.1°-TOPO® pcDNA3-Myc1®
Hidrélise
o BamHI e Xhol (20 U/uL) BamHI e Xhol (10 U/pl)
Enzimatica
- Banda d ~1200pb | T
Excisdo e anda de peso P
Purificagio . ® - Colunas llustra MicroSpin
- Kit P t Gel Cl
it Perfectprep Gel Cleanup $300Hr®
Ligacao 7 UL insert:1 uL vector; Rapid DNA Ligation Kit
- Bactérias quimicamente competentes da estirpe TOP10 de
= Escherichia coli
Transformagao

- Placa LB-Agar-Amp, 37°C

ETAPAS

PCR selecgao

Primers: T7 forward/M13 reverse

Primers: pCMVS5 forward/pfGHR1

reverse
Prog.: 95°C 10 min Prog.: 95°C 10 min
94°C45s 94°C45s
54°C45s x 35 58°C45s x 35
72°C1min30s 72°C1min30s
72°C 15 min 72°C 15 min

Mini-Cultura

- LB liquido + Ampicilina + Coldnia(s) positiva(s)

- Agitacdo constante (220 rpm) a 37°C, ~16h

Extraccao de
DNA Plasmidico

peqGOLD Plasmid Miniprep Kit |

Sequenciagao

Primers: T7 forward/M13 reverse

Primers: T7 forward/ “IDS”
reverse

3.2.6.5 Cultura de células para transfecgao

Para poder proceder a transfeccdo do minigene construido, a linha celular de

cancro colorectal DT-1 foi mantida em cultura. Esta linha foi estabelecida a partir de

um adenocarcinoma colorectal em que as células apresentam uma morfologia

epitelial aderente, desenvolvendo-se em monocamada.
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A cultura da linha celular DT-1 iniciou-se com a descongelacdo rapida, a 37°C,
de uma ampola de células (1 ml) conservada em azoto liquido, que apds uma suave
homogeneizacdo foi semeada em 19 ml de DMEM [Gibco®] pré-aquecido,
suplementado com 10% de FBS [Gibco®]. O frasco de cultura de células, de 80 cm?
(T80) [Orange Scientific®], foi colocado em estufa de incubacdo a 37°C, numa
atmosfera modificada com 5% de CO,. Esta linha foi mantida nestas condicdes até
se apresentar confluente. Posteriormente, o meio de crescimento foi retirado e
adicionada tripsina [Gibco®] de modo a dissociar as células da caixa de cultura. De
seguida as células foram transferidas numa diluicdo adequada para um novo frasco
T80 contendo meio fresco (DMEM+10%FBS). Para a transfeccdo dos plasmideos
foram usadas placas de 35mm de diametro (p35), nas quais foram semeadas cerca
de 1x10° células que foram depois incubadas durante a noite na estufa a 37°C,
numa atmosfera modificada com 5% de CO,. Apds 24 horas verificou-se que as
células se encontravam com cerca de 60-80% de confluéncia, permitindo a sua

eficiente transfeccgao.

3.2.6.5.1 Transfecgao

O minigene construido no vector pcDNA3-Mycl® para o doente foi
transfectado em células DT-1 com cerca de 60-80% de confluéncia, utilizando o
reagente de transfeccdo Lipofectamine™ 2000 (LF2K) [invitrogen™] segundo as
instrugdes do fabricante. O DNA plasmidico a transfectar e o reagente
Lipofectamine™ 2000 foram diluidos em meio Opti-MEM® | Reduced Serum Medium
[Invitrogen™] antes de serem colocados em contacto para formacdo dos complexos
lipossoma-acido nucleico.

As condi¢Ges em que foi efectuada a transfeccdo e a quantidade de DNA

plasmidico utilizado, encontram-se descritas na tabela VII.
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Tabela VII. Condi¢ées e quantidades utilizadas na transfeccdo em células DT-1 do

plasmideo pcDNA3-Myc1® construido com a sequéncia mutada (c.257C>T) do gene IDS.

Quantidade de plasmideo

Condigdes de transfecgao pcDNA3-Myc1® Doente

- 1x10° células/placa 10cm” (p35)
- 125 uL OptiMEM®-DNA

] 2pug
- 125 pL OptiMEM®-LF2K®

- 4 uL LF2K®

Abreviaturas: LF2K® - Lipofectamine™ 2000

3.2.6.5.2 Extracg¢ao de RNA total e sintese de cDNA apds transfecgao

Apds a incubacdo da placa transfectada a 37°C, com 5% de CO,, durante a
noite (16-20h), procedeu-se a recolha das células para extraccdo de RNA total. O
processo de extraccao foi efectuado com o kit High Pure RNA Isolation [Roche] tal
como descrito em 3.2.3.

Depois de obtido o RNA total da amostra, o respectivo cDNA foi sintetizado
com o kit First-Strand cDNA Synthesis [Amersham Biosciences] conforme se descreve

em 3.2.4.1.

3.2.6.5.3 Amplificagdo e sequenciacao dos fragmentos de cDNA do

minigene IDS obtidos apos transfecgao

Com o objectivo de analisar os fragmentos de cDNA do minigene /DS obtidos
apos a transfeccdo em células DT-1, foi efectuada a sua amplificagdo por PCR
utilizando a mistura Immomix Red 1x [Bioline], os primers K-Myc-Bam forward e
“IDS3” reverse com uma concentracdo de 0,5 uM e 5 uL de cDNA para um volume

final de 25 pL (Tabela VIII).
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Tabela VIII. Sequéncia dos primers utilizados na amplificacdo dos fragmentos de cDNA /DS

obtidos apds transfeccdo e respectivas condi¢des de amplificagao por PCR.

Sequéncia dos primers (5’—3’)

Condig¢oes de PCR

F - GGTACCGCCACCATGGAGCAGAAGCTGATCTCCGAGGAGGACCTGGGATCC
R - AAAGACTTTTCCCACCGACA

95°C 7 min

94°C 45 seg
/A\58-64°C 45 seg 35
ciclos

72°C 45 seg
72°C 7 min

Abreviaturas: F — forward; R - reverse

A amplificagdo dos fragmentos pretendidos foi verificada através da

separacdo destes por electroforese em gel de agarose 2%, em tampdo TAE 1x,

juntamente com um marcador de pesos moleculares de 100pb [Fermentas].

Posteriormente efectuou-se a sequencia¢do dos fragmentos de interesse utilizando

os primers descritos na tabela VIl e seguindo as condi¢des descritas em 3.2.4.4.,
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4. Resultados e Discussao

4.1 Identificagdo e caracterizagao da mutagao ¢.257C>T no gene /DS de um

doente com Mucopolissacaridose Il

Os métodos de analise mutacional utilizados e descritos no capitulo I,
permitiram a identificacdo e caracterizacdo da mutacdo c.257C>T (p.P86L) no gene
IDS num doente com Mucopolissacaridose Il (Sindrome de Hunter).

Para além da andlise gendmica, a analise por electroforese e sequenciacdo do
cDNA do doente para o gene IDS com os primers 1F e 1R (que fazem annealing nos
exbes 1 e 5 respectivamente) representados na tabela | (Capitulo Ill) permitiu
observar a ocorréncia de dois transcritos na presenca da referida muta¢do. Um dos
transcritos apresentou-se como um produto normal de splicing codificando para
uma proteina com a substituicio aminoacidica P86L. Um segundo transcrito
apresentou uma delecdo dos primeiros 44 nucleétidos do exdo 3 (Figura 11). Este
transcrito dd origem a uma proteina bastante truncada com apenas 82
aminodacidos. Contudo, dado o aparecimento de um coddo STOP prematuro, este

transcrito serda um potencial alvo do mecanismo de NMD.

Figura 11: Andlise do cDNA do doente com a mutagdo c.257C>T no gene IDS. C — cDNA

do individuo controlo; D — cDNA do doente; M — marcador de pesos moleculares.
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4.2 Andlise Bioinformatica

Os scores para os locais de splicing do intrdo 2 foram calculados utilizando o
software MaxEntScan (Yeo & Burge 2004) tendo-se obtido valores de score 9,80
para o 5’ splice-site e 8,78 para o 3’ splice-site. Valores estes relativamente elevados
tendo em conta os scores de referéncia ideais deste programa — 11,81 (5’ss) e 13,59
(3’ss). Por outro lado, dada a ocorréncia de um transcrito alternativo com a delecdo
dos primeiros 44 nucledtidos do exao 3, foi também efectuada a previsdo do score
para o local de splicing alternativo a 3’ utilizado na formacdo deste transcrito. Para
este local criptico de splicing o valor de score previsto foi de 8,89. Dado que este
valor é mais elevado do que o valor encontrado para o local normal de splicing a 3’,
sugere que a utilizagdo do local normal de splicing estara possivelmente

dependente de elementos cis-acting e/ou factores trans-acting (Figura 12).

5'ss 3'ss
9.80 8.78
Transcrito gt Intrdo 2 ag| geccegag
normal
Exdo 2 fTTTTTTTTTTTTmmme Exao 3
5'ss 3'ss
9.80 8.78
Transcrito 1 gt Intréo 2 ag| gccctgag
Exdo 2 R RREEEEEEEEE Ex3o 3
5'ss 3'ss 3' ss alternativo
9.80 8.78 8.89
Transcrito 2 gt Intréo 2 ag| gccctgag
Exao 2 bommmmmm g X “““““ 44pb ' Ex3ao3

Figura 12: Representacdo esquematica dos transcritos obtidos na presenca da mutacdo
€.257C>T. Encontram-se também representados os diferentes valores de score para o

5’splice-site (ss), 3'splice-site (ss) e 3’'splice-site (ss) alternativo.

Existem diversas mutagdes que induzem a utilizagdo de locais de splicing
aberrantes que podem ser classificados em duas categorias: (i) locais cripticos de

splicing, usados quando a mutacdo interrompe o uso do local de splicing
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constitutivo e (ii) locais de splicing de novo, que sdo criados por mutagdes ocorridas
em qualquer local, quer dos intrées, quer dos exdes provocando o aumento do
reconhecimento e emparelhamento da maquinaria de splicing nesse local
(Vorechovsky 2006). Contudo, a distincdo entre estas duas categorias pode ser um
pouco ambigua em alguns casos, uma vez que a interrupgao do local de splicing
constitutivo podera criar um novo local de splicing, sendo esta situacdo menos
Obvia para os 3’ss (como é o nosso caso) do que para os 5’ss porque o
reconhecimento preciso destes locais aceitadores requer a presenca de sequéncias
sinal localizadas no intrdo. Estas sequéncias sinal, nomeadamente a BPS, o PPT e
3’'AG, sdo reconhecidas por interaccdes RNA-proteina que envolvem a proteina SF1
e 0s snRNPs U2AF65 e 35. Assim, a “forca” global dos 3’ss é definida pela presenca
de sequéncias Optimas necessarias a interaccdo com cada um dos factores
mencionados, bem como pelas distancias entre cada um deles aquando da sua
ligacdo a respectiva sequéncia (Vorechovsky 2006).

A activacdo de locais de splicing cripticos pode ser influenciada pelo balanco
entre a “forca” intrinseca do local de splicing aberrante e a “for¢a” do local
constitutivo, pela disponibilidade das sequéncias sinal localizadas na proximidade
dos locais de splicing mutados, pelo tamanho dos exdes e intrGes, natureza da
mutagao e pela interrupgao ou criagdo de ESEs, ESSs, ISEs ou ISSs. Contudo, embora
se estime que o skipping exonico e a activacdo de locais de splicing cripticos/de
novo sejam 0s principais acontecimentos que causam a vasta maioria dos produtos
de splicing aberrantes transcritos a partir de alelos mutados, a extensdo da
contribuicdo dos elementos cis-acting para a activagdo de locais de splicing
induzidos por uma mutacdo ainda ndo se encontra totalmente esclarecida

(Kralovicova & Vorechovsky, 2007).

A observacdo de que o splicing ocorre normalmente num local de splicing a 3’
com um valor de score menor, sugere que a escolha deste 3’ss é efectuada com o
auxilio de elementos cis-acting e/ou factores trans-acting que regulam o splicing
naquele local e que de alguma forma foram alterados pela presenca da mutacao.
Assim, uma vez obtidos estes dados, procedeu-se a previsdo bioinformatica de

alteracdes em elementos cis-acting e trans-acting utilizando duas ferramentas
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construidas com base em analises experimentais e estatisticas e que se encontram
disponiveis na internet: ESE finder 3.0 e Splicing Rainbow. O software Splicing
Rainbow (Stamm et al., 2006) permitiu identificar a eliminagdo de um local para a
ligacdo das proteinas hnRNP E1 e E2 (Figura 13 A) e a criacdo de um motivo de

ligagdo para a proteina SR - ASF/SF2 (Figura 13 B).

C CT

A - Sequéncia wild-type do exdo 3 IDS B — Sequéncia do exao 3 /DS mutada

Figura 13: Representacdo das previsoes efectuadas no software Splicing Rainbow para a

sequéncia wild-type (A) e com a substituicao nucleotidica C>T no exdo 3 do gene IDS (B).

Por outro lado, a analise efectuada no programa ESE finder 3.0 (Cartegni et al.,
2003) prevé que a proteina ASF/SF2 se ligue no caso da sequéncia wild-type a um
motivo de um elemento Exonic Splicing Enhancer com a sequéncia, GCCCCGA que
apresenta um valor de score de 2,29278 (threshold — 1,956) (Figura 14). Na
presenca da mutacdo, este local de ligagdo nao é eliminado, mas sofre
modificagBes. A sequéncia identificada como local de ligagdo da proteina ASF/SF2 é
ligeiramente diferente, CGCCCTG e apresenta um score de 2,30151 (Figura 14).
Curiosamente, este motivo previsto para a ligagdo da proteina ASF/SF2 no caso da
sequéncia exdnica com a mutacdo, € o mesmo motivo de ligacdo previsto pelo
software Splicing Rainbow. Contudo, este ndao prevé qualquer ligagdo desta

proteina no caso da sequéncia wild-type.
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O programa ESE finder 3.0 permitiu ainda prever que a substituicao
nucleotidica C>T elimina um putativo local de ligacdo para a proteina SR - SC35 com
a sequéncia GCCCCGAG (Figura 15). No caso do software Splicing Rainbow, tanto a
sequéncia wild-type como a sequéncia com a mutagdo possuem a previsdo de um

local de ligagao para esta proteina.

Proteina ASF/SF2
SF2IASF SF2/ASF
threshold: 1.956 threshold: 1.956
Position*/Site/Score Position*/Site/Score
GCCCCGA2.292?8;|P CGCCCTG2 . 30151E)
(—1B6) ; § (=167}
34 34
CTCACTG 2 61975 CTCACTGZ 61975
{-145) {-145)
40 40
GGCAGGA 3 95044 GGECAGGAZ 96044
(=139} (=139}
52 52
GACACCAZ 43404 GACACCAIZ 43404
(—=1273 (-1271
57 57
CACCCGC:3 . 38890 CACCCGC3. 38890
(—122) (-122)
61 61
CGCCTGT2 . 27135 CGCCTET:2 27135
(=1183 [(—-1181}
96 (—B3)CGCTGGAIS 08688 96 (—833nCGCTGGA:Y 08688
119 119
CCCAGTA 2 13949 COCAGTAZ 13949
(=60} (—60)
155 155
CGGETGGG2 11387 CGGTGGG 2. 11387
{—24) (—24}
172 (-7 NCACCCTG 2 74873 172 (-7 nCACCCTG2 . 74873
Sequéncia wild-type Sequéncia com a mutagao
c.257C>T

Figura 14: Representagao das previsdes efectuadas no software ESE finder 3.0. Previsao
efectuada para a proteina SR — ASF/SF2; posicdo exdnica, motivo e score para a sequéncia

wild-type e com a mutagao c.257C>T.
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Proteina SC35

SC35
threshold: 2.383 SC35
Position*/Site/Score threshold: 2.383
13 Position®/Site/Score
QSE) GLCOCGAG 2 @ o6
o GACTTCAAI 62772
Al (=109}
GACTTCAA D 62772
(=109} 76
AACTCCTAIZ REROO
7h (=103}
AACTCCTAIZ . 65200
(=103} 93 (-8R )GCACGCTEZ? L0722
93 (-86 NGCACGCTEZ GOT22 115
ATCCCCCA 2 95757
115 —ed)
ATCCCCCA 2 95757
[=ea) Sequéncia com a mutagao
Sequéncia wild-type c.257C>T

Figura 15: Representagdo das previsoes efectuadas no software ESE finder 3.0. Previsao
efectuada para a proteina SR — SC35; posi¢cdo exdnica, motivo e score para a sequéncia

wild-type e com a mutacgdo c.257C>T.

Os resultados obtidos pela utilizacdo dos dois softwares levaram-nos a colocar
algumas hipdteses explicativas para a regulagao do splicing nesta regiao do gene IDS
e de como este é alterado na presenca da mutacao c.257C>T.

A andlise pelo ESEfinder, que prevé a eliminagao de um ESE para a proteina
SC35, indica que esta proteina SR poderd estar envolvida na utilizacdo do local de
splicing normal uma vez que este apresenta um valor de score inferior ao local
criptico de splicing (Figura 16 A).

J4 os resultados obtidos pelo software Splicing Rainbow, que prevé a
eliminagao de um local de ligagdo para as proteinas hnRNP E1 e E2 na sequéncia
mutada, com a consequente utilizacdo de um local criptico de splicing no interior do
exdo 3, sugerem que estas proteinas possam estar envolvidas na repressao deste
local criptico de splicing a 3'. Em simultaneo este programa prevé também a criagdo
de um local de ligagdo para a proteina ASF/SF2 na sequéncia com a mutagdo,
sugerindo que a ligacdo desta proteina SR podera potenciar a utilizacdo do local
criptico de splicing no exéo 3 sobretudo se ao mesmo tempo ocorrer a perda do
local de ligagdo para as proteinas hnRNP E1 e E2 (Figura 16 B).

De facto, a regulacdo do local de splicing a 3’ do intrdo 2 parece ser bastante

complexa, e a presenc¢a desta mutagdo terd vindo perturbar em parte (ja que o
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transcrito normal ainda continua a ser produzido) o equilibrio entre os diversos
elementos cis e factores trans-acting que nela participam. A utilizacdo do local
normal de splicing em detrimento do local criptico (apesar de este apresentar um
valor de score superior) parece depender da interaccdo de varias proteinas (quer
activadoras quer silenciadoras), da sua ligacdo a determinadas sequéncias de DNA e

também da sua interac¢do com os elementos do spliceossoma.

A) ESE finder

WT Mut
7??
ASF/SF2 $
ag| CGCCCCGAGCC gt ag| CGCCCTGAGCC gt
Intrdo 2 = Intrdo 3 Intrdo 2 — Intrdo 3
3’ss Exdo 3 5’ss ntrao 3’ss Ex3o3 3'ssait  5'ss
B) Splicing Rainbow

WT Mut
f 7
N

ag| CGCCCCGAGCC gt ag| CGCCCTGAGCC gt

Intrdo 2 — Intrdo 3 Intrdo 2 — Intrdo 3
3’ss Exao 3 5’ss 3’ss Ex3o3 3'ssalt 5’ss

Figura 16: Modelo proposto para a regulagdo do splicing do exdao 3 do gene IDS com base

nas previsGes efectuadas pelo software ESE finder (A) e Splicing Rainbow (B).

As proteinas ASF/SF2 e SC35 pertencem a familia “classica” das proteinas SR
que compreende um grupo de proteinas conservadas filogeneticamente e
relacionadas estruturalmente que possuem uma ou duas copias de um RNA-
recognition motif (RRM) e um dominio caracteristico rico em residuos arginina-
serina, conhecido como dominio RS. As proteinas pertencentes a esta familia
desempenham um papel importante tanto no processo de splicing constitutivo do
pré-mRNA, como na regulacdo do splicing alternativo, através do reconhecimento

de elementos cis-acting (activadores), influenciando a escolha dos locais de splicing
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através da interaccdo com snRNPs (U1; U2AF65/35), como é o caso das proteinas
ASF/SF2 e SC35. Estas proteinas exercem ainda funcdes em algumas actividades que
ocorrem apds o processo de splicing, como a exportacdo nuclear do mRNA, o
mecanismo de NMD e a propria traducdo do mRNA. Esta diversidade de fung¢des das
proteinas SR realca a sua importancia como reguladores essenciais do metabolismo
do mRNA (Manley & Tacke, 1996; Caceres & Kornblhitt 2002; Long & Caceres,
2009). A anadlise de cerca de 50 substituigdes nucleotidicas associadas ao skipping
de exdes em genes humanos revelou que mais de 50% destas mutacdes anulava
pelo menos um motivo alvo para as proteinas SR — ASF/SF2, SRp40, SRp55 e SC35
(Cartegni et al., 2002). Deste modo, qualquer alteracdo ocorrida que modifique uma
das muitas funcGes das proteinas SR podera estar associada ao aparecimento de
doenga.

Por outro lado, as proteinas hnRNP, entre as quais a hnRNP E1 e E2 previstas
pelo software Splicing Rainbow como elementos repressores envolvidos no splicing
do exdo 3 do gene IDS, sdo proteinas que possuem na sua estrutura um dominio de
ligacdo ao RNA, associado a um dominio auxiliar normalmente envolvido em
interacgdes proteina-proteina. De um modo geral as proteinas hnRNP possuem
funcbes em varias actividades celulares, desde a transcricdo e o processamento do
pré-mRNA no nucleo até ao processo de traducdo no citoplasma (Krecic & Swanson,
1999).

Especificamente as proteinas hnRNP E1 e E2 pertencem ao grupo das
proteinas hnRNP E constituido por 5 isoformas — hnRNP E1 a E4 e hnRNP E2-KL, uma
variante de splicing da proteina hnRNP E2 que difere da original por uma perda de
31 aminoacidos na regido entre os dominios KH2 e KH3 (Makeyev & Liebhaber,
2000). As duas isoformas E1 e E2 sdo as formas proteicas habitualmente com maior
expressdo e as mais bem caracterizadas, possuindo 89% de homologia a nivel
aminoacidico (Chkheidze & Liebhaber, 2003). A nivel funcional encontram-se
envolvidas na estabilizacigo do mRNA e no silenciamento da traducdo (Krecic &
Swanson, 1999; Woolaway et al., 2007). Tal como no caso das proteinas SR,
qualquer alteracdo que implique a perda de funcdo destas proteinas podera ter
repercussoes negativas ao nivel do normal funcionamento do processo de splicing

podendo também estar na origem de algumas doengas.
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Algumas proteinas da familia SR que se ligam habitualmente a ESEs, como é o
caso da ASF/SF2, podem actuar também como antagonistas da actividade
repressora das proteinas hnRNP que se ligam a ESSs, influenciando assim a escolha
dos locais de splicing. Deste modo, o ratio entre as proteinas SR e hnRNP existente
no nucleo assume elevada importancia na regulacdo do splicing alternativo (Caceres
& Kornblhitt 2002; Long & Caceres, 2009).

A importancia destas proteinas na regulacdo do processo de splicing e as
previsbes obtidas de certo modo discordantes entre os dois softwares
bioinformaticos, reforcam a importancia de ser efectuada uma andlise funcional do
splicing no gene IDS na presenga e na auséncia da mutagdo ¢.257C>T através do uso
de minigenes, assim como a sobrexpressado e silenciamento (RNAi) destas proteinas
para poder avaliar a exactidao das previsdes bioinformaticas e conseguir validar

alguma das nossas hipodteses.

4.3 Analise funcional do impacto da mutagao c.257C>T

4.3.1 Obteng¢ao de minigenes repdrter intermédios

Para estudar funcionalmente a muta¢do ¢.257C>T foram construidos num
primeiro passo minigenes repérter intermédios no vector plasmidico pCR2.1°-
TOPO® [Invitrogen™] para um controlo e doente.

Os fragmentos de gDNA do controlo e doente com 1137 pb foram
amplificados por PCR em gradiente de temperaturas (Figura 17). No caso do gDNA
do controlo foi utilizada para purificagdo a amostra amplificada a 61°C e no caso do

doente a amostra amplificada a 59°C.
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gDNA Controlo gDNA Doente

A 57°-63° A 57°-63°

\Y|
;
——r
S
—
—
e
—

Figura 17: Amplificacdo em gradiente dos fragmentos de interesse do gene IDS para o
controlo e doente. gDNA (DNA gendmico) Controlo; gDNA (DNA gendmico) Doente; A57°-

63° (Intervalo de temperaturas de amplificacdo - 57°C, 59°C, 61°C e 63°C); B — branco; M —

marcador de pesos moleculares.

Apds clonagem no vector pCR2.1°-TOPO® [invitrogen™] e reac¢io de
transformacdo em bactérias quimicamente competentes, a reaccdo de PCR de
seleccdo permitiu identificar tanto para o controlo como para o doente, coldnias
positivas, isto é coldonias de bactérias que integraram plasmideos com os
fragmentos de interesse (1137pb), assim como uma coldnia azul (controlo negativo)

indicadora da auséncia de inser¢do do fragmento de interesse (Figura 18 A e B).

Controlo Doente
Cl1 Cl2 Cl3 Y| B Cll1 Cl2 CI3 ClIl4 CI5 Cle Cl7 CI8 clAzul

umaf
~1137 pb— ~1137 pb—

A B

Figura 18: Seleccdo por PCR de coldnias positivas (plasmideos pCR2.1®-TOPO®
[Invitrogen™] com fragmentos de interesse inseridos) para o controlo (A) e doente (B). Cl —

Coldnia; B — branco; M — marcador de pesos moleculares.
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Depois da seleccao por PCR, foi efectuada a sequenciacdo das coldnias
positivas escolhidas tanto para o caso controlo (Cl2) como para o doente (CI8). No
que se refere a coldnia 2 do caso controlo, a sequenciacao permitiu verificar que o
fragmento de interesse clonado no vector pCR2.1®-TOPO® [Invitrogen™] continha
duas substituicdes nucleotidicas inseridas, uma no exdo 2 (A>G) e outra no intrdo 2
(T>C) (Figura 19 A e B). Estas substituicGes, uma vez presentes na sequéncia do
fragmento de interesse poderdo alterar elementos cis-acting necessarios ao normal
funcionamento da maquinaria de splicing, invalidando assim o seu uso posterior
para constru¢cdo do minigene final no vector pcDNA3-Myc1®. O aparecimento
destas substituicdes de nucledtidos no fragmento tera ocorrido possivelmente
durante o processo de amplificacdo na reaccdo de PCR onde foi utilizada a mistura
ImmoMix Red 1x [Bioline] que contém a enzima DNA polimerase Immolase. Esta
mistura apesar de permitir efectuar os ensaios em menor tempo, com menor risco
de contaminacdao, com elevada especificidade e reprodutibililidade e de possuir
aplicacdo para o processo de clonagem (adicdo de 3’-A overhangs), ndo possibilitou
a obtencao de fragmentos de interesse sem qualquer alteracdo na sequéncia. Para
contornar esta situagao devera ser utilizada uma enzima com “proofreading” como
por exemplo a DNA polimerase Pfu ou Taqg Plus Precise. Qualquer uma destas
enzimas permitira realizar a amplificagao de DNA a clonar com elevada exactiddo de
modo a que ndo sejam introduzidas substituicdes nucleotidicas nos fragmentos de

interesse (Cooper 2005).

l A>G l T>C

AATAT TGGCCAACT GGTGGCCTCCTCCTT
250 S04

A B

Figura 19: Identificagdo das substituicbes nucleotidicas ocorridas na sequéncia de gDNA do
fragmento controlo por sequenciagdo automatica. (A) Sequéncia parcial do gDNA clonado
gue permite identificar a substituicdo A>G no exdo 2 do gene IDS. (B) Sequéncia parcial do

gDNA clonado onde se pode observar a substituigdo T>C no intrdo 2 do gene IDS.
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Relativamente a coldnia 8 escolhida no caso do doente, foi possivel observar
através da sequenciagdo que o fragmento clonado se encontrava integro e com a
alteracdo nucleotidica C>T no exdao 3, ndo tendo ocorrido portanto nenhuma

alteracao.

4.3.2 Obtencao do minigene repdrter final construido com a sequéncia

mutada (c.257C>T ) do gene IDS

Dado que o minigene repdrter intermédio para o caso controlo possuia
alteragdes que invalidavam o seu uso para a construgdo do minigene reporter final,
apenas se procedeu a construcdo do minigene repérter final para o fragmento de
interesse do doente em estudo.

No primeiro passo desta construcdo foi efectuada a digestdo enzimatica
(BamHI [NEB®,,] e Xhol [NEB®,,]) do vector pcDNA3-Myc1® e do minigene intermédio
contendo clonado o fragmento de gDNA /DS do doente. Na figura 20 A e B pode ser
verificado o sucesso destas digestoes. Na linha 1 da figura 20 A é possivel visualizar
o plasmideo pcDNA3-Mycl® digerido, uma vez que se apresenta com o peso
molecular (5.4 Kb) referente a sua forma linearizada. Na linha 2 encontra-se
representado o plasmideo ndo digerido utilizado apenas como amostra controlo
para comparag¢do com o plasmideo digerido. Na figura 20 B pode ser observada na
linha 1 a digestdao do minigene intermédio. A seta vermelha indica o fragmento de
gDNA de interesse com 1137 pb dissociado do vector pcDNA3-Myc1® representado
pela seta verde (5.4 Kb).
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B
A

Figura 20: Digestdo enzimatica do vector pcDNA3-Mycl® e do minigene repdrter
intermédio contendo clonado o fragmento de gDNA /DS do doente com as enzimas de
restricdo BamHI® e Xhol®. (A) Linha 1 - vector pcDNA3-Myc1® digerido; Linha 2 - vector
pcDNA3-Mycl1® ndo digerido. (B) Linha 1 — digestdo do minigene intermédio; Seta vermelha
— fragmento de interesse digerido; Seta verde — vector pcDNA3-Mycl® digerido. M —

marcador de pesos moleculares.

Depois de digeridas as amostras, ligadas e transformadas em bactérias
guimicamente competentes foi efectuada a reaccdo de PCR de seleccdo que
possibilitou a identificacdo de duas coldnias positivas, isto &, colénias de bactérias
que integraram o vector pcDNA3-Mycl® com a fraccdo de gDNA /DS do doente

inserida (Figura 21).

Doente

Figura 21: Selecgdo por PCR de coldnias positivas (pcDNA3-Myc1® [Invitrogen™] com o
fragmento de interesse do doente inserido). Coldnias positivas — nimero 11 e 12; B —

branco; M —marcador de pesos moleculares.
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Apds a seleccdo, a sequenciagdo das duas coldnias positivas permitiu verificar
que tanto num caso como noutro o fragmento de interesse se encontrava inserido
correctamente no plasmideo pcDNA3-Myc1®, sendo possivel verificar na sequéncia
a alteracdo nucleotidica C>T no exdo 3. Como exemplo é apresentada na figura 22
B, a sequenciagdo no local da mutagao para a coldnia 11. Esta coldnia foi escolhida
para posteriormente ser extraido, por kit miniprep, o DNA plasmidico
correspondente ao minigene final. A figura 22 A representa a sequéncia normal do
mesmo fragmento do gDNA /DS, tendo sido obtida no entanto a partir da
sequenciacdo de gDNA de um individuo controlo. Esta figura é exibida apenas para
gue seja possivel comparar a sequéncia wild-type com a mutante do doente em

estudo, uma vez que ndo se prosseguiu com a obtencdo do minigene final para o

| |~

caso controlo.

GTGC GCCCCGAGCCGCG TGTGC GCCCTGAGCCGC
820 830 &30 240
A — gDNA wild type B — gDNA do doente com mutagdo

Figura 22: Representacdo das sequéncias do gDNA wild-type e gDNA do doente em estudo
com a mutagdo ¢.257C>T no gene IDS. (A) Sequéncia normal do fragmento de interesse do
gene IDS obtida de um controlo. (B) Sequéncia do fragmento de interesse mutado

pertencente ao doente, obtida apds inser¢ao no vector pcDNA3-Myc1®.

Depois de obtida a miniprep com o plasmideo contendo o gDNA de interesse
do doente, a amostra foi quantificada espectrofotometricamente e apresentou uma
concentragdo de 325 ng/uL e um ratio (azso/a280) de 1,98, encontrando-se este
dentro do valor aceitavel para o parametro contaminagao por proteinas. Dado que
a concentracdo se apresentou maior do que o valor minimo normalmente
necessario (200 ng/uL) e o grau de contaminacdo proteica dentro do valor aceite,

foi possivel utilizar esta amostra para transfeccdo nas células DT-1.
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4.3.3 Transfec¢do transiente do minigene repdrter final (pcDNA3-Myc1® +

fragmento gDNA IDS doente)

Uma vez obtido o minigene final (Figura 23) construido com o fragmento de
gDNA de interesse do doente procedeu-se a sua transfec¢do em células DT-1. O
objectivo desta transfeccdo era avaliar se o minigene contendo o fragmento de
gDNA /DS com a mutacdo de splicing ¢.257C>T, reproduzia in vivo, 0s mesmos

resultados observados aquando da andlise do cDNA do doente.

K-myc-Bam Fw

—>
cMvV T7 | BGH
BamHI/Xhol
BamHI Xhol
—— Exdo2 Exdo3 |—
Intrdo 1 Intrdo 2 Intrdo 3
4_

“IDS3” Rv

Wild-type: ...GCGCCCCGAG...
Mutante: ...GCGCCCTGAG...

c.257C>T

Figura 23: Representa¢do esquematica do minigene repérter final construido com o
fragmento de interesse do doente no vector plasmidico pcDNA3®-Myc. Encontram-se
representados os primers (K-myc-Bam forward e “IDS3” reverse) utilizados para

amplificacdo do fragmento apds ocorréncia do splicing in vivo.

Apds o processo de transfeccdo, foi entdo extraido o RNA das células,
sintetizado o cDNA e realizada a reac¢cdo de PCR para amplificacdo dos fragmentos
de cDNA do minigene IDS final. Nesta amplificagdo eram esperados, tal como
observado no cDNA in vitro, dois transcritos, um maioritario correspondente ao
exdo 2 e 3 e outro de menor tamanho relativo ao exdo 2 e exao 3 sem os primeiros

44 nucledtidos da sua sequéncia (Figura 24).

73



74

Resultados e Discussdo

Figura 24: Amplificagdo do cDNA do fragmento de interesse do gene IDS do doente, obtido
apods ocorréncia do processo de splicing no minigene repdrter final transfectado em células
DT-1. As setas cor de laranja indicam a presenca dos dois transcritos. M — marcador de

pesos moleculares; B — branco; A —amostra.

A posterior sequenciacdo destes fragmentos permitiu confirmar que o splicing
no minigene ocorreu de acordo com o esperado (isto € da mesma forma que no
doente), sugerindo que o minigene obtido é um sistema valido que poderd ser
utilizado para a identificacdo de elementos cis e factores trans envolvidos na

regulacdo do splicing desta regidao do gene IDS.
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5. Conclusao e Perspectivas Futuras

A importancia do processo de splicing ocorrer correctamente é evidenciada
pelo facto de entre 15-60% das mutacdes associadas a doenca estarem relacionadas
com alteragdes, quer nas sequéncias consenso dos locais de splicing, quer nos
elementos exdnicos e intronicos auxiliares (activadores ou repressores) envolvidos
na regulacdo do processo de splicing. Deste modo, as mutacdes relacionadas com
doengas constituem uma base importante para a realizagdo de estudos funcionais
gue permitam clarificar tanto o seu efeito no splicing como contribuir para o
conhecimento dos mecanismos moleculares basicos envolvidos neste processo de
um modo geral.

O presente estudo tinha como principal objectivo a implementacdo
laboratorial da técnica de clonagem e construgao de minigenes para analisar
funcionalmente o efeito da mutagdo c.257C>T no processo de splicing do gene IDS.

Através da analise do cDNA do doente foi possivel observar na presenca desta
mutacdo a ocorréncia de dois transcritos alternativos. Um dos transcritos
apresentou-se como um produto normal de splicing codificando para uma proteina
com a substituicdo do aminodacido prolina por leucina ao nivel do coddo 86. Um
segundo transcrito apresentou uma delecdo que envolvia os primeiros 44
nucledtidos do exao 3 dando origem a uma proteina bastante truncada.

A anailise bioinformatica para obter os scores dos locais de splicing permitiu
prever que o local de splicing criptico a 3’ utilizado na presenga da mutagao e que
originou o transcrito alternativo com menos 44 nucledtidos possui um valor de
score mais elevado (8,89) do que o local de splicing constitutivo (8,78). A partir
desta observacdo foi possivel colocar a hipdtese de que a escolha deste local de
splicing constitutivo (com um valor de score menor) podera dever-se a um
mecanismo de regulacdo nesse local por parte de elementos cis-acting e factores
trans-acting. Dada esta hipdtese e apds o estudo bioinformatico concluiu-se que
alguns motivos cis-acting foram alterados na presenca da mutacdo c.257C>T com

consequente alteracdo das proteinas tanto activadoras (ASF/SF2 e SC35) como
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repressoras (hnRNP E1 e E2) que se ligam especificamente a cada um desses
motivos.

Foi entdo, efectuada a clonagem e construgdao de um minigene com 1137 pb
contendo parte do intrdo 1, o exao 2, intrdo 2, exao 3 e parte do intrdo 3, tanto a
partir da amostra do doente com esta mutacdo como de um controlo. Foi possivel,
no caso do doente, obter o constructo final e apds transfeccdo em células DT-1
verificar que o processo de splicing ocorreu de acordo com o esperado, sugerindo
gue este minigene sera apropriado para o estudo de elementos cis-acting e factores
trans-acting envolvidos na regulacdo do splicing nesta regido do gene IDS.

Este trabalho permitiu ainda a implementagdo da técnica de clonagem e
construcdao de minigenes no grupo de investigacdo em doencas lisossomais de
sobrecarga do CGM-INSA, abrindo assim a possibilidade de continuar a efectuar
estudos funcionais que contribuam para o conhecimento dos mecanismos de

splicing em geral e de delinear novas abordagens terapéuticas nesta area.

Dado que durante a elaboracdo deste trabalho ndo foi possivel efectuar a
transfeccdo do constructo com a sequéncia wild-type, uma vez que apresentava
substitui¢cdes nucleotidicas que poderiam interferir com o processo de splicing da
regido de interesse, a sua obtencdo sera um objectivo a realizar a curto prazo para
que possa servir como referéncia no estudo funcional do processo de splicing na
referida regido do gene IDS.

Posteriormente, outro objectivo serd efectuar a sobrexpressdo e/ou o
silenciamento das proteinas ASF/SF2, SC35 e hnRNP E1 e E2 cujos motivos de
ligacdo, segundo as previsGes bioinformaticas foram alterados pela presenca da
mutagao c.257C>T, através da sua co-expressao individual com cada um dos
minigenes construidos para o controlo e doente para entdo avaliar o seu papel no

splicing do exdo 3 do gene IDS.
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