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Resumo

Estudos de genOmica e protedmica sobre fatores de risco associados a desordens
neurodegenerativas requerem urgentemente proposicdes de abordagens complementares
para integrar a grande quantidade de dados gerados. Neste trabalho foi proposto uma
metodologia que envolve ferramentas de Bioinformatica, no qual estudos de microarrays
de expressdo foram usados como a Unica origem de genes candidatos, para revelar
variagdes novas, a partir de seqliéncias publicas de Expressed site tags (ESTs). Foram
selecionados nove genes, sete de um estudo de tecido do hipocampo area Cornu
Ammonis (CA1) e dois do tecido do l6bulo parietal inferior (IPL) ambos de pacientes
com Doenca de Alzhiemer (DA), a maioria desses genes estd envolvido com o sistema
imune, escolhidos neste trabalho por fazer parte de um das linhas de pesquisa do grupo. O
CLCbio Workbench Combined® versdo 3.6.2. foi inicialmente usado para construgdo do
banco de dados de ESTs e recuperagdao dos arquivos de RNAm respectivamente a partir
do Golden path of University of California Santa Cruz (UCSC) e National Center for
Biotechnology Information (NCBI), na etapa seguinte foram realizados multiplos
alinhamentos e o algoritmo usado foi o Smith-Waterman. Um total de 479 seqiiéncias de
ESTs foram selecionadas depois da aplicagdo de parametros apropriados de estringéncia
utilizados para minimizar erros de alinhamentos. A anotagdo revelou varias classes de
variacoes, a maioria delas sendo delegdes (415), mas também foram observadas
transicdes (253), transversdes (52), mutacdes sindnimas (48), ndo sindnimas (400) e
Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) em Untranslated Regides (UTRs) (50).
Deleg¢des sao frequentemente associadas as principais sindromes genéticas com
caracteristicas dismorficas. No entanto, varios recentes trabalhos mostram que
microdele¢cdes comuns podem ser associadas com desordens neuropsiquiatricas como
esquizofrenia, autismo e retardo mental, detectas em varias etnias através de
experimentos de sequenciamento. A validagdo virtual confirmou que algumas dessas
variagOes identificadas foram previamente anotadas e confirmadas em amostras de DNA,
demonstrando que esse método ¢ uma maneira viavel para detectar variagdes genéticas
que merecem ser exploradas futuramente em estudos de associacdo de fatores genéticos

de risco para a DA.

Palavras chave: In silico, Doenga de Alzheimer, Bioinformatica, ESTs, Microarrays.



Abstract

Genomic and Proteomic studies of neurodegenerative disorders require complementary
approaches to integrate the massive amount of data generated in high throughput
experimental procedures. We propose a Bioinformatics pipeline in which expression
studies guide the selection of candidate genes that should be screened for potential new
genetic variations from a public Expressed site tags (ESTs) database. Motivated by the
former interest of our group in genetic polymorphisms involved with the immune system,
we selected nine genes from a previous expression microarrays study of hippocampal
Cornu Ammonis (CAl) area and Inferior Parietal Lobe (IPL) of Alzheimer’s Disease
subjects (AD). The CLCbio Workbench Combined® version 3.6.2. was initially used to
build ESTs and mRNA files retrieved respectively from the Goldenpath of University of
California Santa Cruz (UCSC) and National Center for Biotechnology Information
(NCBI) databases and latter to perform multiple batches of Smith-Waterman alignments.
A total of 479 ESTs sequences were selected after proper stringent parameters were
applied to the first set of mismatches. The annotation revealed various classes of
variations, most of them deletions (415), but also transitions (253), transversions (52),
synonymous (48), non synonymous (400) and Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs)
in Untranslated Regions (UTRs) (50). Deletions are often associated to major genetics
syndromes with dysmorphic features. However, various recent studies show that common
microdeletions might be highly associated with common neuropsychiatric disorders such
as schizophrenia, autism, mental retardation or even in various ethnicities detected in
whole genome sequencing experiments. A virtual validation confirmed that some of the
variations identified were previously reported and confirmed in DNA samples, showing
that this method is a feasible way to detect genetic variations that merit further

exploration in AD genetic risk factor association studies.

Key words: In silico, Alzheimer’s disease, Bioinformatics, ESTs, Microarrays.
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1. Revisdo da Literatura
1.1. Neurodegeneracdo e Genética.

A degeneracdo neuronal (DN) ¢ um fendmeno complexo, com etiologia
multifatorial e presente em varias doencas neuropsiquiatricas, tais como: Doenca de
Alzheimer (DA) e Doenga de Fahr (DF). Este fendmeno ¢ evidenciado por sinais e/ou
sintomas progressivos, com um amplo espectro de inicio, provocando lesdes
irreversiveis e que ja foram bem caracterizadas em andlises anatomopatologicas e
radiologicas (GESCHWIND et al., 1999; WINKLHOFER et al., 2008).

Pouco se conhece sobre os fatores de risco genéticos para as doengas

neurodegenerativas e frequentemente os estudos prévios neste tema estdo sendo revistos
e analisados de uma maneira critica no sentido de aumentar a confiabilidade dos achados
ja existentes e de novos dados.
Hé mais de dez anos nosso grupo vem investigando alguns destes transtornos, do ponto
de vista molecular e genético. Para alguns temas, como a DA e a DF, os estudos
procuram esclarecer o cendrio genotipico e fenotipico destes tipos de doengas
(OLIVEIRA et al., 2007; 2009; OLIVEIRA; LEMOS, 2008).

Estudos de gendmica e protedmica sobre fatores de risco associados a DN
requerem urgentemente proposi¢des de abordagens complementares para integrar a
grande quantidade de dados gerados (MILLER et al., 2008).

A disponibilidade de novas ferramentas de Bioinformatica associadas aos estudos
de genotipagem na populagdo estd permitindo analisar e sintetizar de maneira cada vez
mais conclusiva e definitiva o extenso conjunto de dados referentes aos fatores de risco

genético para doengas neuropsiquiatricas tais como a DA.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Winklhofer%20KF%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVCitation
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1.2. Single Nucleotide Polymorphisms — SNPs.

SNPs sdo uma das mais comuns fontes de variagdes genéticas (NICKERSON et
al., 1998; WANG et al., 1998). Essas variagdes podem ser mudangas de base
classificadas de transi¢des ou transversoes, indels insercdes ou delegdes de bases. Os
SNPs podem ser localizados em regides codificadoras (cSNPs) ou ndo codificadoras
(nSNPs), distribuidos aleatoriamente ou formando clusters em alguns genes
(NICKERSON et al., 1998).

As variagdes que mudam o quadro de leitura podem causar alteragdes relevantes
no funcionamento normal do organismo, como o que acontece com o alelo variante €4
do gene APOE (WEISS & TERWILLIGER, 2000).

Os estudos de SNPs tém muitas aplicagdes na caracterizagdo da estrutura dos
genes, na histéria de grupos populacionais e na identificacdo de loci responsaveis pela
variacdo fenotipica de origem multifatorial, incluindo doengas de susceptibilidade.
Apesar de terem surgido por mutagdes, muitas das posicoes que contém SNPs
apresentam baixas taxas de mutacdes, € podem ser utilizadas como marcadores
moleculares estaveis no mapeamento de genes (GIBSON; MUSE, 2004; LESK A,
2008).

Um projeto internacional denominado “HapMap” ¢ uma parceria de cientistas de
diversos paises como: Canad4, China, Japao, Nigéria, Reino Unido e Estados Unidos,
que tem como objetivo descrever padrdes de variacdes de seqiiéncias do DNA humano.

Cerca de 10 milhdes SNPs existem na populagdo humana, quando o projeto
iniciou 2.8 milhdes de SNPs foram provenientes de bancos de dados publicos como data
base SNP- dbSNP do National Center Biotechnology Information - NCBI, em setembro
de 2003 outros 2.8 milhdes ja foram descritos € o projeto continua descrevendo novos

SNPs (www.hapmap.org).
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A grande quantidade de dados sobre SNPs esta disponivel em bancos de dados
como o: TSC, HGVBase, JSNP e dbSNP (HIRAKAWA et al., 2002; THORISSON;
STEIN, 2003; FREDMAN et al., 2004; WHEELER et al., 2005).

Embora muitos dados a cerca dos genes e variagdes genéticas associadas a
doengas estejam no dominio publico encontrar esses achados nao ¢ uma tarefa trivial.
Nesse sentido, bancos de dados se aperfeicoaram para disponibilizar de maneira cada
vez mais pratica esse conjunto de informagdes ¢ o caso da ferramenta Gene Prospector,
indexada ao site HuGE Navigator, onde ha uma integracdo de conhecimento basico de
associag@o genética e epidemiologia do genoma humano (YU W et al., 2008; YU WEI
etal., 2008).

Outros bancos de dados disponiveis gratuitamente sdo mais refinados na busca
de informacao bioldgica associada ao SNP, se especializando em inferi significado tanto
para mutacdes identificadas em regides codificantes, que alteram a seqiiéncia protéica,
quanto para variagdes localizadas nas 3’ untranslated regions - 3’UTRs.

O programa Single Amino acid Polymorphism Effect Prediction (SAP) classifica
a alteracdo protéica, originada pelo SNP, em uma mutacdo associada a doenca ou
mutagdo neutra, gerando indices finais resultantes para a versdo selvagem e para a
versao mutada (HU; YAN, 2008).

Estes indices sdo calculados através do AAindex (Amino Acid Index Database)
que armazena propriedades fisco-quimicas e bioquimicas de aminoéacidos e de pares de
aminoacidos (KAWASHIMA et al., 1999).

MicroRNA (miRNA) s3o pequenas moléculas (~21 nucleotideos) ndo
codificantes de RNAm, originadas de transcritos d¢ RNAm ou através de processo de
splicing alternativo, neste ultimo caso sendo precursores de seqiiéncias curtas intronicas

denominadas mirtrons (BEREZIKOV et al., 2007).
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Essas miRNAs funcionam como sitios de complementaridade que alinham com a
seqiiéncia transcrita de RNAm na regido 3’UTR e dessa maneira regula a expressao,
através da repressdo da tradugdo ou degradagdo do transcrito, alguns trabalhos associam
variagdes genéticas nas miRNA a doengas. (CHUZHANOVA et al., 2007, GRIFFTHS-
JONES et al., 2007; LUI et al., 2007).

A ferramenta miRBASE ¢é um repositério de 6.397 seqii€éncias de miRNA, onde
678 sdo de origem humana, nesse site ¢ possivel realizar alinhamentos entre seqiiéncias
de RNAm contra seqiiéncias de miRNA.

1.3. A genética da Doenca de Alzheimer

A DA ¢ a principal forma de deméncia em idosos, cuja incidéncia estimada para
2025 ¢ de 34 milhdes de pacientes em todo o mundo (WHO, 2006). O niimero estimado
de pacientes Brasileiros com essa doengca ¢ de 1 milhdo e 200 mil (
www.alzheimermed.com.br).

A DA ¢ uma desordem neuropsiquidtrica degenerativa, caracterizada
inicialmente por déficits de memoria recente ¢ memoria a longo prazo, eventualmente
progredindo até que o paciente apresente um comprometimento significativo da
linguagem e da capacidade de desempenhar tarefas. Alteracdes comportamentais como
psicose, alteragdes do humor, do sono, agitacdo psicomotora e agressividade, estdo
presentes ao longo da doenga (FORLENZA, 2005; PASTORINO et al., 2006; DUBOIS
etal., 2007).

Do ponto de vista macroscopico, o cérebro do paciente com DA revela
diminui¢do do volume, atrofia na regido temporal, parietal e do cortex frontal, reflexos
diretos da morte celular neuronal e estando estas regides associadas com o processo de

formacao e evocagdo de memoria (MATTSON, 2004).
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A forma precoce (Early Onset Alzheimer’s Disease - EOAD) se inicia antes dos
65 anos, tem heranca autossdmica dominante e ¢ identificada em grupos familiares
especificos, correspondendo a aproximadamente 10% dos casos. Até o momento, varias
mutagdes foram verificadas em trés genes, sendo eles: proteina precursora amildide
(APP), presenilina-1 (PSEN-1) e presenilina-2 (PSEN-2), localizados nos cromossomos
21, 14 e 1 respectivamente (HEESE et al., 2006; PASTORINO et al., 2006; DUBOIS et
al., 2007).

Postula-se que durante o processamento da proteina amiléide ocorra uma
clivagem proteolitica pela acdo de trés isoenzimas secretases (a, B ¢ y), dando origem a
fragmentos protéicos insoluveis (APi40 € APi42). Estes residuos depositados na regido
extracelular formam as placas senis (HAASS et al., 1992). As presenilinas também
estariam de alguma forma envolvidas nesse processamento dos residuos e alguns autores
sugerem que mutacdes nestes genes agiriam como secretases durante o processo
proteolitico (XIA W, 2001).

A forma tardia (Late Onset Alzheimer’s Disease - LOAD) ocorre apds os 65 anos
e corresponde a maioria dos relatos em DA, tendo como modelo a heranga multifatorial
com contribuicdo de fatores genéticos e ambientais. O principal gene relacionado com
essa forma ¢ o alelo €4 da Apolipoproteina E (APOE), localizado no cromossomo 19
(HIRSCH-REINSHAGEN et al., 2008).

O alelo €4 da APOE ¢ o mais importante fator de risco para LOAD, modificando
a evolucdo clinica do quadro demencial, a resposta a agentes anti-colinesterasicos e
modulando também modificagdes anatdmicas e metabdlicas detectaveis através de
exames de neuroimagem (OLIVEIRA et al., 1999; POIRIER, 1999; SMALL et al.,

2000; BORRONI et al., 2002).
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O gene APOE produz trés isoformas distintas: €2 €3 &4, sendo que a isoforma €2
agiria como fator protetor contra a doenga, enquanto a isoforma &4 seria um fator de
predisposicdo. Acredita-se que a isoforma &4 estaria contribuindo para a formagao das
placas, no sentido de que quando presente no meio extracelular neuronal ela ¢ recaptada
preferencialmente pelo polipeptidio (AP4o-42), permitindo um maior tempo de exposi¢cao
desse agregado e desencadeando a precipitagdo e a formacdo das placas senis (ST-
GEORGE-HYSLOP, 2000; HIRSCH-REINSHAGEN et al., 2008).

No entanto, essa variante genética estd longe de explicar todo o processo
neurodegenerativo e varios outros polimorfismos tém sido associados a essa devastadora
doenca.

Um outro achado macromolecular associado & DA sdo os emaranhados
neurofibrilares, que sdo constituintes intracelulares e se formam pela hiperfosforilacao
da proteina TAU.

A proteina TAU ¢ expressa nos axdnios e faz parte da classe das proteinas
associadas ao microtubulo (MAPs), sendo estas responsaveis pela polimerizacao,
estabilizacao e propriedade dindmica dos microtubulos. As MAPs sdao polimeros de
dimeros de o e P tubulina que mediam muitas fungdes nos neurdnios, incluindo
transporte de organelas, estabelecimento da forma celular, manutencao e elongacao do
axonio (DEHMELT L; HALPAIN S, 2004).

Os depositos de P-amildide e os emaranhados neurofibrilares podem estar
presentes em outras doencas neurodegenerativas que se apresentam com déficits
cognitivos ou neuroldgicos (LEE et al., 2001).

Alteragdes inflamatorias sdo observadas nos cérebros de pacientes com DA,
principalmente a cerca das placas amiloides onde a atividade das microglias ¢ intensa.

Uma vez estimulada, a microglia desencadeia uma série de mediadores pro—
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inflamatorios, tais como: citocinas, componentes complementares, varios radicais livres
e o oOxido nitrico. Todos estes potencialmente contribuem para a disfun¢do neuronal e
eventualmente morte celular (GRIFFIN, W. S et al., 1998; GRIFFIN, W. S. T, 2000;
HENEKA; O’ BANION, 2007).

1.4. Polimorfismos genéticos na DA.

Acredita-se que os SNPs sejam as mais freqiientes fontes de mutagdes que
predispdem a LOAD. A literatura nos revela que existem cerca de 4 milhdes de SNPs ja
identificados no genoma humano e prevé ainda outras seqiiéncias a serem identificadas
para que se possa ter uma ampla associagao com doengas do Sistema Nervoso Central
(FREUDENBERG-HUA et al., 2003).

Recentemente, um grande acervo de dados foi produzido a cerca dos fatores
genéticos de risco para a DA, muitos desses provenientes de estudos de caso-controle,
estando essas informagdes disponibilizadas em um banco de dados publico nomeado de
ALZGENE, acessivel pelo site (www.alzforum.org).

Mais de 300 polimorfismos genéticos estdo envolvidos com a DA, identificados
em diferentes etnias ao redor do mundo. No entanto, somente alguns desses foram
confirmados independentemente, demonstrando que essa condicao ¢ poligénica e com um
padrao de heranca genético complexo (BERTRAN et al., 2007).

Oliveira et al. (2009) reuniram resultados sobre genes e marcadores genéticos
envolvidos na DA, publicados desde 1997 pelo proprio grupo, além de outros grupos
brasileiros. Na tabela 1 estdo sumarizados os dados dos estudos do tipo caso controle
acerca dos seguintes marcadores ou genes: Apolipoproteina E (APOE), 5-
Hidroxytryptamine transporter long polymorphic region (SHTTLPR), Brain-derived

neurotrophin factor (BDNF) Monoamine Oxidase A (MAO-A), Interleucina (IL) -1a e
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IL-1B, dois Simple Sequence Tandem Repeats Polymorphisms (DXS1047 e D10S1423) e

o Methylenetetrahydrofolate reductase enzyme (MTHRF).

Nesse mesmo trabalho foram apresentados resultados sobre estudos de Ligagao a

respeito dos seguintes marcadores em 4 familias com DA: D1S158, D1S479, F13B,

D1S53, DIS179, D1S217, D1S249, D1S175, DI1S178, D14S52, D14S53, D14S42,

N1411, D21S120, D21S13E, APP, APOCII (MFDS5), D19S278, D19S178, D19S224,

D19S47 e D19S75, nenhuma dessas, mostraram um padrao distinto e significativo de

segregacdo (OLIVEIRA et al., 2009).

Tabelal. Resumo dos estudos de associagdo caso-controle na populacdo Brasileira

Referéncia Polimorfismos Nivel de Tamanho da
significancia amostra
Oliveira et al. (1997) ApoE-¢4 P <0,05 57
Oliveira et al. (1998) 5-HTTLPR P <0,05 81
Nishimura et al. (2000) DXS1047 P>0,05 130
Nishimura et al. (2001) D10S1423 P> 0,05 130
BDNF (C-270T) P> 0,05
Nishimura et al. (2004) BDNF (C-270T) + ApoE-¢4 P <0,05 188
MAOA P> 0,05
MAOA + ApoE-g4+
Nishimura et al. (2005) 5-HTTLPR P <0,05 128
IL-1a and IL-1B P >0,05 195
Dados nao publicados ApoE-g4 P <0,05 195
MTHFR (C-677T) P> 0,05
Fernandez et al. (2005) ApoE-g4 P <0,05 30
da Silva et al. (2006) MTHEFR (C-677T)/(A-1298C P> 0,05 43

1.5. Sequence Expressed Tags — ESTs.

Estudos de expressdo constituem uma rica fonte de Sequence Expressed Tags

ESTs, que s3o seqiiéncias terminais curtas de DNA complementar (cDNA) que descreve

padroes de transcrigdo dos genes, estas podem ser utilizadas como “matéria prima” para

a localizagao de variagdes no genoma (ADAMS et al., 1991)
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O sequenciamento do genoma humano tem gerado importantes informagdes
sobre o funcionamento basico do DNA e aumentado o interesse na pesquisas que
comparam diferengas genéticas entre individuos (LANDER et al., 2001).

Medi¢des dos niveis de RNAm podem ser armazenados em bancos de dados de
expressdo, por meio das ESTs, esses bancos em sua maioria, contém campos que
indicam os tecidos de origem e/ou a localizacdo do tecido subcelular, o estagio de
desenvolvimento, as condi¢cdes de crescimento, e as quantificagdes dos niveis de
expressdo, dentro do GenBank o dbEST contém atualmente quase 43 milhdes de
entradas de 1.200 espécies, as seqiiéncias humanas lideram o ranking com 7.974.440
entradas (LESK A, 2008).

Nos bancos de dados publicos como NCBI e Golden Path da Universidade da
California, Santa Cruz (UCSC), essas ESTs ficam disponiveis para varios tipos de
pesquisas.

Um nuimero crescente de seqiiéncias disponiveis para andlise de Bioinformatica
ja& tem sido explorada com varias técnicas de analises de dados e softwares e tém um
potencial ilimitado de investigagdo se combinados e guiados por estudos funcionais e de
expressdo (PICOULT-NEWBERG et al., 1999; USECHE et al., 2001; FORMENT et
al., 2008).

1.6. Estudos de Microarrays de expressao e genotipagem.

Os estudos com microarrays permitem a medi¢do em paralelo da expressdo de
milhares de genes em um Unico experimento. O principio basico da tecnologia consiste
da hibridizacdo de RNA mensageiro, extraido de cé¢lulas de uma amostra de tecido de
interesse, com o cDNA representativo de uma numerosa classe de genes.

O cDNA ¢ imobilizado e distribuido em forma matricial sobre uma superficie

apropriada. Cada gene ¢ representado por um ou mais “spots” de cDNA na superficie da
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microarray e este esquema de enderecamento espacial € o que permite a investigagao em
paralelo de milhares de genes em um Unico experimento.

O RNA mensageiro ¢ previamente marcado com uma substancia fluorescente, o
que permite, apds a hibridizacdo e lavagem do excesso de material, digitalizar uma
imagem da microarray. Os spots que se apresentam luminosos correspondem a genes
que estdo sendo expressos na amostra (GESCHWIND et al., 2000).

A analise de dados de microarrays consiste no uso de métodos graficos, tais
como agrupamento e reducdo de dimensionalidade e de técnicas estatisticas, tais como
testes de hipodteses e projeto de classificadores (RENCHER, 2002; BRAGA-NETO;
DOUGHERTY, 2005).

Algoritmos de selecdo de atributos podem encontrar automaticamente genes que
melhor discriminem entre as classes presentes na amostra (KIM et al., 2002);
classificadores projetados usando esses genes como varidveis podem servir como
ferramentas de diagnostico/prognoéstico clinico (VAN DE VIJVER et al., 2001). A
eficacia de tais classificadores ¢ avaliada através de métodos robustos de estimagdo de
erro, que indicam o grau de discriminagdo atingida pelo conjunto de genes considerado
(BRAGA-NETO; DOUGHERTY, 2004).

Além disso, os genes discriminantes e classificadores assim descobertos podem
levar a um entendimento basico dos mecanismos moleculares envolvidos. Desta forma,
hipdteses cientificas sdo automaticamente geradas, a partir do massivo conjunto de
dados de expressdo génica obtidos com as microarrays. E importante ressaltar que essas
hipoteses devem ser validadas por meio de experimentos bioquimicos tradicionais
conduzidos independentemente.

Uma outra abordagem semelhante consiste em microarrays para genotipagem,

que permitem detectar a presenga de milhares de SNPs. Estas microarrays de SNPs

10
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usam o mesmo principio basico das microarrays de DNA, com a diferenga que em vez
do uso de RNA mensageiro para hibridiza¢ao ¢ utilizado DNA obtido dos pacientes e
amplificado por Polymerase chain reaction — PCR (HACIA, 1999).

As sondas de DNA na microarray de genotipagem sdo organizadas em grupos de
cinco, que representam os quatro valores possiveis de uma base em uma determinada
posicdo e uma quinta variante que representa delecdo. Esta abordagem vem sendo usada
na deteccdo de padrdoes de SNPs em grande escala em estudos populacionais ou de
associacdo com amostras de DNA humano.

Bancos de dados de arrays de expressdao podem ser acessados gratuitamente, 0s
principais sdo: 0 do European Bioinformatics Institute-EBI
(www.ebi.ac.uk/arrayexpress), do NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/geo) e Stanford
Microarray Database—SMD (www.stanford.edu/microarray/smd).

1.7. Anadlise in silico de SNPs a partir de ESTs

Diante do grande numero de genes de risco para a DA que ja foram identificados,
além dos milhares de candidatos, os estudos agora se concentram em entender como
esses genes interagem entre si, para controlar o surgimento e progressdo da doenca. A
metodologia das microarrays vem se mostrando cada vez mais promissora para atingir
este objetivo (COLANGELO et al., 2002; WEERARATNA et al., 2007; MILLER et al.,

2008).

Resultados de experimentos de larga escala tais como, microarrays de expressao
e de genotipagem relacionados a uma doenga, podem ser confrontados com estudos de
identificacdo e analise de variagdes de nucleotideos, através do uso combinados de
métodos analiticos seriados que ja estdo sendo otimizados (COPPOLA et al., 2008).

Ferramentas de Bioinformatica foram construidas com diferentes propostas e sdo

atualmente curadas e melhoradas ao mesmo tempo para processar informacdes a respeito

11
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das ESTs, permitindo o alinhamento e a comparagdo de numerosas quantidades de
seqiiéncias com o objetivo de identificar variagdes genéticas como os SNPs (USECHE
et al., 2001; BARKER et al., 2003; FORMENT et al., 2008; NAVRATIL et al., 2008;
TANG et al., 2006, 2008).

Alguns trabalhos ja estudaram amostras de pacientes com DA através de
microarrays ¢ sdo uma fonte importante de genes candidatos, para o estudo de novos
fatores de risco. (COLANGELO et al., 2002; EMILSSON et al., 2006, BROOKS et al.,

2007; WEERARATNA et al., 2007).

Uma integracao de estudo de expressdo e genotipagem foi realizado por Coppola
et al. (2008) que identificou variag¢des do tipo IVS7-1G>C e ¢.675_676delCA no gene
da Progranulina em duas amostras de DNA de dois individuos com notaveis niveis de
expressdo diminuida para esse gene em comparacdo com prévios resultados de
micorarrays de expressao nesse mesmo estudo.

Pretendendo trabalhar nessa linha nosso grupo propds uma metodologia que
envolve ferramentas de Bioinformatica, onde prévios estudos de microarrays de
expressdo de DA, foram usados como a Unica origem de genes candidatos, que foram
minuciosamente examinados em bancos de dados publicos, para revelar variagcdes novas
candidatas, que possam ser depois exploradas como potenciais fatores de risco de
susceptibilidade.

Neste estudo, identificamos dele¢des que variaram de 1 a 10pb nas regides
exonicas de um grupo de genes que faz parte da via inflamatéria e que apresentaram
niveis de expressdes alterados em amostras de tecido da area Cornu Ammonis 1 (CA1)
sub-regido do hipocampo. (LEMOS et al., 2009).

Este tipo de iniciativa ¢ a chave para maximizar a nossa compreensao dos

subjacentes painéis moleculares dessa doenga.

12
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1.8. Bioinforméatica: Basic Local Alignment Search Tool - BLAST x Smith-

Waterman.

O alinhamento de seqiiéncias biologicas ¢ uma forma rapida de agregar informagdes
sobre uma seqiiéncia desconhecida e compara-la com um banco de dados de seqiiéncias

de fungdes conhecidas.

Esta comparacdo ¢ feita através da sobreposi¢ao par a par entre as seqiiéncias. Isto &,
se o banco de dados possuir 1000 seqiiéncias conhecidas serdo realizados 1000

alinhamentos com a seqiiéncia de entrada.

Os algoritmos mais comuns usados para pesquisa de similaridade em bancos de dados
sdo: Smith-Waterman (SMITH-WATERMAN, 1981) ¢ o BLAST (ALTSCHUL et al.,

1990; TATUSOVA; MADDEN, 1999).

O algoritmo Smith-Waterman ¢ o método que aperfeicoa o alinhamento local, pois
leva em consideragdo a presenga de indels e permite a comparagdo de seqiiéncias de
tamanho diferentes, bem como alinhamentos com apenas alguns trechos conservados
(SMITH-WATERMAN, 1981). Porém, o tempo de execugdo ¢ bem maior em relagdo ao

BLAST.

O BLAST ¢ um algoritmo que foi desenvolvido a partir do Smith-Waterman, com o
objetivo de melhorar o tempo de execu¢do. No entanto, este método ndo tem a mesma

precisdo que o Smith-Waterman para seqiiéncias pequenas (ALTSCHUL et al., 1990).

Para os estudos bioldgicos € essencial que esses alinhamentos indiquem uma real
similaridade entre as seqiiéncias analisadas. O indice de similaridade considera a
probabilidade de o alinhamento ter ocorrido ao acaso. Os valores do Score e da

identidade quantificam o grau de similaridade entre as seqiiéncias comparadas.

13
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Outro indice medido é o e-value que corresponde a probabilidade de se obter,
com outra seqliéncia aleatéria de mesmo tamanho e composicdo de letras, outro
alinhamento com score igual ou superior. O processo de alinhamento ocorre de forma
aleatoria e seqiiéncias sem alguma relagdo podem ser alinhadas. Sendo assim, quanto
mais proximo de zero for o e-value, mais confiavel sera a consulta (ALTSCHUL et al.,

1990).

A bioinformatica tem uma importincia fundamental na agilizacdo desse
processo, permitindo a analise de multiplos dados simultaneamente, usando algoritmos
complexos e auxiliando no melhor entendimento de diversas doengas de base genética,
principalmente as de herancas multifatorial e poligénica como ocorre com a DA.
(PEREZ-IRATXETA et al., 2002).

2. Justificativas

A realizacdo de pesquisas sobre a fisiopatologia da DA em nosso meio ¢ de
importancia estratégica, haja vista o aumento progressivo e continuo da incidéncia desta
devastadora doenga em todo o mundo, inclusive no Brasil.

Pouco se conhece sobre os fatores de risco genéticos para a DA na populacdo
Brasileira. Além disso, os resultados deste estudo poderdo ajudar a elucidar os
mecanismos de manuten¢do da integridade dos sistemas biologicos relacionados com a
capacidade de memoriza¢do em humanos.

Através do estudo das vias imune e inflamatdrias na DA ¢ provavel que se possa
identificar potenciais novos fatores genéticos de risco que auxilie no desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas baseadas em modulagdes imune, tal como o uso de
medicamentos antiinflamatorios e vacinas ao qual ja sendo testadas (WISNIEWSKI et

al., 2008).

14
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Posteriormente, estes dados serdo relevantes para a pratica do estudo, diagnostico

e planejamento de terapias para a DA na nossa populagao.

3. Objetivos

3.1. Gerais
Definir os principais genes e polimorfismos envolvidos na DA, priorizando genes

ligados ao sistema imunoldgico, através de técnicas de Bioinformatica.

3.2. Especificos
» Desenvolver uma nova metodologia que envolva ferramentas disponiveis na
web, para o screening e validagdo de SNPs a partir de ESTs.
» Identificar novos potenciais polimorfismos genéticos de risco na Doenca de

Alzheimer em bancos de dados de Microarrays.

15
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Idiopathic Basal Ganglia Caleification (IBGQC) is
2 neuropsychiatrie condition characterized by
brain calcinosis, heterogeneous motor impair-
ment and behavioral symptoms. The IBGC1 locus
was the first region linked to this phenotype in an
American family, but another kindred from Spain
=as also reported as possibly associated with this
locus. Our group excluded this locus in additional
families together with an independent study of an
Anstiralian pedigree with IBGC, but without
clinical symptoms. Recently, alarge Italian family
from a population isolate was excluded from
IEGCI1. However, there are unusual aspects con-
cerning this Tyrolean family, especially if we
consider that almost all the clinically affected
subjects manifested symptoms and signs sugges-
=ve of a dysmorphic syndrome, associated with
zeuropsychiatric symptoms. Curiously, some of
the cliniecal features in this kindred match with
the autosomal dominant chromosomal instability
syndrome reported in Japan. Previous studies
show that the definition of an antosomal dominant
pattern of inheritance is an assumption that
=ight be considered cautiously in familial IBGC,
=uetothelimited clinical penetrance for the brain
czlcifications and especially when there is no
2ccess to all the parents neuroimaging data.
Families from an Italian isolate, such as Tyrol,
=ith high inbreeding rates, are more likely to
=anifest r ive syndr Neverthel the
corrent debate regarding the nosology of this
heterogeneous phenotype demands the establish-
=ent of standard diagnostic eriteria. The current
_ identification of loci or mutations responsible for
“FIBGC might help to elucidate this intrigning
zeuropsychiatrie condition.
& 2008 Wiley-Liss, Inc.
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Dear Editor,

There has been extensive investigation into the genetic
background of Familial idiopathic basal ganglia calcification
(IBGC), a neuropsychiatric condition characterized by hetero-
geneous manifestations of motor impairment and behavioral
disturbances that is inherited in an autosomal dominant
manner and often reported as “Fahfs Disease” [Baba et al.,
2005].

Recently, Volpato et al. [2008] reported a linkage study
excluding a 14q chromosome region (locus IBGC1) in a large
family with IBGC, originally from a population isolate in South
Tyrol, Ttaly.

The IBGC1 locus was initially described for one large
multigenerational American family in a 13.3 ¢M critieal region
(14q11.2-21.8). In addition to calcifications in the basal
ganglia and exira-striatal regions, manifestations in this
family included dysphagia, focal dystonia, tremar, parkinson-
ism, and psychosis [Geschwind et al., 1999].

Another small kindred, from Spain, was also reported as
passibly linked to this locus, narrowing the candidate region to

* 10.9 cM. However, we excluded this locus in other families,

together with an independent study of an Australian pedigree
with IBGC but without neurological, cognitive and psychiatric

‘symptoms [Brodaty et al., 2002; Oliveira et al., 2004]. —

However, it is intriguing to consider that almost all the
clinically affected subjects from the Tyrolean family mani-
fested symptoms and signs suggestive of a dysmorphic
syndrome, associated with neuropsychiatric symptoms. One
alfected subject, with calcifications and dysinorphic features,
presented no other symptoms and the majority of subjects with
brain calcification where asymptomatic.
~ Previous neuroradiological analysis of brain calcinosis show-

ed that some individuals might have no neurological symptoms
despite the pressnse of extensive neurcimaging findings but
studies measuring the total volume of calcification using an
Electronic Planimeter and Coordinate Digitizer suggest a
significantly greater amount of calcification in symptomatic
individuals compared to asymptomatic subjects [Manyam
et al., 2001; Manyam, 2005]. )
- Curiously, some of the clinical features in this kindred
match with the autosomal dominant chromosomal instability
syndrome reported in Japan which includes mental retarda-
tion, hyperreflexia, ataxia, dysarthria, psychiatric findings,
short stature, osteopordsis, and dental caries [Baba et al.,
2005].

Volpato et al. [2008] should considet the possibility of facing
anew syndrome that must be sereened initially with a sensitive
caryotype study, including microdeletion analysis and testing
hypersensitivity to radiation and bleomycin. This could even-
tually explain the whole clinical heterogeneity in this pedigree
and discard the possibility of comorbity.

Additionally, a prior Japanese study showed that the defi-
nition of an autosomal dominant pattern of inheritance is an
assumption that should be considered cautiously in familial
IBGC when there is no access to all the parents neurcimaging
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=2, due to the limited clinical penetrance for the brain
ifications [Kobari et al., 1997]. Actually, families from an
-2te, such as South Tyrol, where inbreeding rates are high,
e likely to manﬁgy;;@fﬁ:—sﬁ@m_gé_;
& search for genelic markers related to IBGC is quite
==iive and will be determinant for the def nition of its physio-
-2ology. However, the current debate ahout the nosology of
beterogeneous phenotype demands a for the establish-
of standard diagnostic criteria and the identification of
or mutations responsible for FIRG(C might help to elucidate
intriguing neuropsychiatric condition [Schwarzhraun
... 2004; Oliveira et al., 2007].
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Abstract Alzheimer’s Disease (AD) is the most common
type of dementia among the elderly, with devastating
consequences for the patient, their relatives, and caregivers.
More than 300 genetic polymorphisms have been involved
with AD, demonstrating that this condition is polygenic and
with a complex pattern of inheritance. This paper aims to
report and compare the results of AD genetics studies in
case-control and familial analysis performed in Brazil since
our first publication, 10 years ago. They include the
following penes/markers: Apolipoprotein E (APOE), 5-
hidroxytryptamine transporter length polymorphic region
(5-HTTLPR), brain-derived neurotrophin factor (BDNF),
monoamine oxidase A (MAO-A), and two simple-sequence
tandem repeat polymorphisms (DXS1047 and D1081423).
Previously unpublished data of the interleukin-lo (IL-1cx)
and interleukin-1 {3 (IL-1p) genes are reported here briefly.
Results from others Brazilian studies with AD patients are
also reported at this short review. Four local familics
studied with various markers at the chromosome 21, 19, 14,
and | are briefly reported for the first time. The importance
of studying DNA samples from Brazil is highlighted
because of the uniqueness of its population, which presents
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both intense cthnical miscegenation, mainly at the ecast
coast, but also clusters with high inbreeding rates in rural
arcas at the countryside. We discuss the current stage of
extending these studies using high-throughput methods of
large-scale genotyping, such as single nucleotide polymor-
phism microarrays, associated with bioinformatics tools
that allow the analysis of such extensive number of genetics
variables, with different levels of penetrance. There is still a
long way between the huge amount of data gathered so far
and the actual application toward the full understanding of
AD, but the final goal is to develop precise tools for
diagnosis and prognosis, creating new strategies for better
treatments based on genetic profile.

Keywords Alzheimer’s disease - Polymorphisms -
Genetic risk factors - Brazil

Introduction

Recently, the plethora of data produced at the field of
genetic risk factors for Alzheimer’s Discase (AD) was
compiled and summarized in a new public database entitled
ALZGENE. This website centralizes and curates most of
the genotyping data generated so far from AD case-control
analysis and might be used especially for meta-analysis
studies (http://www.alzforum.org).

This was a key initiative, considering the amount of
articles published about this issue, especially during the last
15 years.

More than 300 genetic polymorphisms have been
involved with AD, but only a few were independently
confirmed, demonstrating that this condition is polygenic
and with a complex pattern of genetic inheritance (Bertram
et al. 2007).
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When our group started studying this issue, the founda-
tions of molecular studies in AD were based on specific
studies of families with ecarly-onset Alzheimer’s disease
(EOQAD) and late-onset Alzheimer’s disease (LOAD).
Mutations at the amyloid precursor protein (APP) and at
the presenilin genes (PS1 and PS2) were already reported
and the apolipoprotein E g4 allele (ApoE &4) was
considered the most important polymorphism involved
mainly in LOAD (Eastwood et al. 1990).

Around a decade ago, the first case-control studies and
family analysis were performed in Brazilian patients with
some genes previously linked to AD, such as APOE,
SHTTLPR, DXS$1047, D10S1423, BDNF, and MAO-A
(Oliveira et al. 1997, 1998, 19994, b; Nishimura et al. 2000,
2001, 2004, 2005). Previously unpublished data of the
interleukin-le¢ (IL-1e) and interleukin-1  (JL-1B} genes
are also reported here together with a bref report of
markers at the chromosomes 21, 19, 14, and 1 in a few
families with AD.

The Brazilian population has various interesting genetic
idiosyncrasies, initially characterized S0 years ago. The
groups living at the coast are highly mixed, with low
inbreeding rates and preseniing a major genetic contribution
from Native Indians, Europeans, and African Americans.
On the other hand. the population living in rural areas
presents some of the highest inbreeding rates reported so far
(Freire-Maia 1957).

We focused our recruitment at the coast population in
two major citics: Recife and Sdo Paulo. Performing case-
control studies in these groups with low inbreeding rates is
crucial due to the possibility of finding risk factors that are
widely relevant in various ethnicities and not only limited
to a specific population because the overrepresentation of
rare variants in specific ethnic groups may confuse
interpretation of association analyses (Keen-Kim et al.
2006).

After the publication from various other research groups
studying the same mutations and also other polymorphisms,
it is clear that the genetic background for AD is polygenic
and complex.

A more detailed analysis of our findings will follow
along this article.

Case-control Studies

In general, the genetic background of the population
recruited in our case-control studies presented a distribution
of 3:1 for Caucasoids and African/Brazilians, respectively.
This disproportioned distribution decreased the number of
subject available to correlation studies between the ethnical
backgrounds and specific genetic entity.

The sample sizes were progressively increased since
1997 and the estimated allele frequencies were consistently
checked for the Hardy—Weinberg equilibrium.

Studying AD patients and another group with memory
deficit, but not demented (pre-clinical subjects), we found
significant differences at the APOE ¢4 allele distribution
between AD patients and controls. This study also verified
a significant association between the £4 allele and the pre-
clinical subjects with positive family history for dementia,
confirming this polymorphism as a susceptibility factor and
suggesting that it might be useful for screening risk groups
(Oliveira et al. (927). This result coincides with the
majority of studies that bestowed to the APOE ¢4 allele
the status of the most important risk factor for AD (Bertram
et al. 2007).

The polymorphism at the promeoter region of the
serotonin transporter gene (5-HTTLRP), an insertion/dele-
tion of 44 base pairs generating two alleles with the short
version (s) decreasing the gene transcriptional activity was
widely studied in various neuropsychiatric conditions and
personality traits (Canli and Lesch 2007). The short version
was also considered a risk factor to develop AD in a
Brazilian group of AD patients (Oliveira et al. [U98).
Curiously, we did not find significant association for risk
increase when studying Brazilian patients with both s
variant and £4 allele (Oliveira et al. 1996z).

This study confirmed for the first time the findings of Li
et al. (1997, but later other studies in Japanese population
found no statistically significant association between AD
and the short allele (Kunugi et al. 2000).

Nevertheless, studies with polymorphisms related with
serotonin, involving receptors, transporters, and enzymatic
machinery, enhanced our knowledge about specific patho-
logical mechanisms involved at this neuropsychiatric
condition (Oliveira and Zatz [%54%0).

Simultaneously, an important Genome wide scan found
that the 202 bp allele in locus DXSI1047 and 234 bp in
locus D10S1423 were associated with AD. These research-
ers had observed that the patients with these two allcles
presented reduced levels of dopamine in six cortical regions
and high concentrations of cortical norepinephrine, suggest-
ing a dosage effect of the alleles in question (Zubenko et al.
1998).

Both locus DXS1047 and D10S1423 were analyzed in
Brazilian patients, but no statistically significant association
was found (Nishimura et al. 2000, 2001).

The C-270T polymorphism, located at the 5’ non-coding
region of brain-derived ncurotrophin gene (BDNF)} was
also associated with AD and the patients with the T variant
present an increase of the susceptibility to develop the
illness. In accordance with these authors, the polymorphism
can modify the expression of protein BDNF, being capable
of relating to the pathogenesis of AD (Kunugi etal. Z001).
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However, we found no significant association between
these polymorphisms and the AD (Nishimura et al. 200:0),

Monoamine oxidase A (MAOA) is a mitochondrial
enzyme that catalyzes the degradation of different amines
including neurotransmitters like dopamine, norepinephrine,
and serotonin. Scveral studies have shown that MAOA
plays important role in human behavior and physiology,
being associated with mild mental retardation and impul-
sive aggressive behavior, mood disorders, and alcoholism
with antisocial personality (Sabol et al. [90%).

We found no association between the locus of MAOA
and LOAD, but curiously. a combination of the MAOA
allele 1, the SHTTLPR short variant and APOE £4 was
more frequent in patients, reinforcing the hypothesis that
different genes might act together to modulate the disease
{Nishimura et al. 2005).

Other studies have attempted to find a relationship between
inflammatory pathways and psychiatric disorders. Polymor-
phisms of the interleukin-1 (IL-1)} gene complex such as
1L-le and IL-1/ have been associated to different neuro-
psychiatric conditions, including AD (Katila et al. 19%4;
Du et al. 2000; Mattila et al. 2002: Fertuzinhos et al. 2074}

To test the association of these polymorphisms and AD,
a total of 195 LOAD Brazilian patients with mean age of
68.7+8 years were selected in accordance with the National
Institute of Neurological and Communicative Disorders and
Stroke-Alzheimer’s Disease and Related Disorders Associ-
ation (NINCDS-ADRDA) criteria. The 188 age-matched
controls with mean age of 72.3+9.75 were seclected
according to the Mine Mental Stale Examination (MMSE}
and/or Blessed Scale, socio-cultural and comparable ethnic
background. All patients and healthy subjects gave
informed consent for participation in this study with the
approval of the cthical committce of the Institute of
Biosciences, University of Sdo Paulo.

In order to evaluate the distribution of IL-1 polymar-
phisms in the Brazilian population, genomic DNA was
isolated from peripheral blood according to standard
procedures and the genotyping was based on previous
study (Katila et al. 15499),

No significant associalion was observed when we
compared either allele or genotype distribution for IL-1a
and IL-1f polymorphisms (P=0.813 and P=0.607) for
allelic and for genotype distribution (P=0.825 and P=
0.427), respectively, suggesting they might not confer an
increased risk for LOAD in the Brazilian population.

A few other Brazilian groups also performed similar
studies, examining the association of the methylenetetrahy-
drofolate reductase enzyme (MTHFR) with AD. MTHFR is
a central enzyme of the folate metabolism forming the
substrate needed for the transferring reaction, an important
co-factor to homocysteine (Hey) methylation. Epidemio-
logical studies have reported an association between
increased plasma Hcy level and AD (Fernandez and
Scheibe 2005; Religa et al. 2003).

Da Silva et al. (2007) found no association between
MTHFR polymorphisms and AD paticnts from Brazil, but
found a difference at the level of expression at the blood
SCIUML

Recently, meta-analyses aimed for this polymorphism
did not confirm it as a major risk factor for the AD
(Bertram et al. 2007).

All these Brazilian case-control studies are summarized
in Table !.

Family Studies

The study of families with LOAD is extremely difficult due
to the fact that potential affected subjects will decease from

Table 1 A suminarized analy-

sis of the Brazilian case-control References Polymorphisms P value Sample size
studies
Oliveira et al. ApoE-g4 P<0.05 57
Oliveirs et al. (] 5-HTTLPR P=0.05 81
Nishimura et al. (2 DXS1047 P>0.05 130
Nishimura et al. D1081423 P>0.05 130
Nishimura et al. {2 BDNF {C-270T) P>0.05 188
BDNE (C-270T) + P<0.05
ApoE-zd
Nishimura et al. (2005) MAOA P=0.65 128
MAOA + ApoE-e4 + P=0.05
S-HTTLPR
Unpublished data IL-le and IL-15 FP=0.05 195
ApoF-z4 P=0.05 195
Fernandez and Scheibe (20075) MTHFR (C-677T) P05 30
ApoE-g4 P<0.65
da Silva et al. (2006) MTHFR {C-6TTT)(A-1298C) P>0.05 43
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various age-related causes before developing the dementia
symptoms, so the number of affected subjects available for
Linkage analysis and association studies is often scarce.
This is why the most elucidative family studies came from
the analysis of EOAD (Shen and Raymond 2007).

We were able to recruit four small kindred with LOAD and
tested the pattern of segregation with markers for the
chromosomes already involved with familial AD, such as
DIS158, D15479, F13B, D1853, D1S179, D15217, D15249,
D18175, D1S178, D14852, DI14853, D14542, N141l,
D21S120, D2ISI3E, APP, APOCII (MFDS5), DI9S278,
D195178, D195224, D19547, and D19575. None of these
markers showed a distinct and significant segregation pattern
across the families based on Linkage analysis. The APOE and
5-HTTLPR were also genotyped at these patients to check
possible association. Curiously, these were the only markers
associated with the affectation status (unpublished data).

Other Genetic Studies at the Brazilian Population

Cytogenetic studies were also performed at the Brazilian
population in order to find the major differences between
AD patients and controls. Kormann-Bortolotto et al. (1992)
examined chromosomal fragility in both AD and elderly
control groups and found a higher frequency of fragile sites
in 6p2I, but not in the young controls. These caryotype
bands overlap with the position of the MTBTZ and MTBT1
genes, which are microtubule (beta)-associated protein tau-
like and tan 1, respectively.

The maturation rates of the 285/185 subunits of rRNA
were analyzed in order to establish an association of this
event with the AD. Payio et al. (19%%) and da Silva et al.
(2000) found reduced maturation and transcription rate,
suggesting a possible change of these processes or
preference degradation of the 288 subunit.

By analyzing the maturation rate the subunits 285/18S
and the effect of the allele APOE e4, no association was
found with AD, suggesting that the two different events are
involved in the ctiology of the AD, but traveling through
different paths (Tavares et al. Z004).

Another genetic study checked for association at the
Werner helicase polymorphism and AD, but the result was
negative (Paydo et al. 200:1).

Possible Reasons to Explain the Resuits Disparity
in Brazilian Studies

Ovwer the 10 years of research with the Brazilian population,
cight polymorphic markers were addressed by our group:
however, only two showed stalistically significant differ-
ences of distribution in case-control smdies.

Some possible reason to explain our results when
comparing with positive studies are the relative reduced
sample size and clinical diagnostic criteria.

Qur patients were diagnosed with probable/possible AD,
and we did not have access to brain tissue. This procedure
increases the chances of including patients with other types
of dementia. However, the positive findings with the APOE
analysis confirm that we were working with a population
well selected enough to detect the significance similar to
most of the studies performed worldwide.

Another possible explanation for this result would be the
great cthnical variability in the Brazilian population that
could mask the relevance of some markers in a foew specific
groups or that other susceptibility genes would be acting as
risk factors at the Brazilian population (NCI-NHGRI
Working Group on Replication in Association Studies 217).

For various reasons, casc-control studies testing allelic
association might produce positive and negative results in
different populations also due to different ethnical back-
ground, and this is a good reason to compare data from
different groups of patients (Keen-Kim et al. 2000}

Controversial results are found when dlfﬁcrcnt analyses
are performed in complex disorders from various popula-
tions worldwide (Freimer and Sabatti 2007).

New Perspectives Using High-throughput Methods
of Genotyping Genetic Variations, Such as Single-
nucleotide Polymorphism (SNPs) Microarrays

The availability of straightforward techniques to perform
high-throughput genotyping, by using SNPs microarrays,
multiplex and real-time polymerase chain reaction (PCR)
will provide faster and more precise methods to extend the
studies genetic risk factor for AD at this same population
{Pearson et al. 2007).

Given the Llrge number of candidate genes that have
already been identified for AD, (hu ww.alzforum.org),
the most recent studies focus on undctsmndmg how these
genes interact with each other to trigger the disease.
Analysis of microarray suits this purpose, pointing differ-
ences in the levels of gene expression on a large scale or,
more recently, identifying variations SNPs in LOAD. The
different approaches with the same technique specify
groups of gemes involved in the pathological process
(Colangelo et al. 2002; Hamshere et al. 2007).

The bioinformatics has a fundamental importance in
speeding up that process, allowing the analysis of multiple
data simultaneously, using complex algorithms to help the
better understanding of various complex disorders, such as
AD (Perez-lratxeta et al. 2002).

There is still a long way between the huge amount of
data gathered so far and the actual application toward the
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full understanding of AD, but the final goal is to develop
precise tools for diagnosis and prognosis, creating new
strategies for better treatments based on genetic profile.
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Abstract Genomic and proteomic studies of neurodegen-
erative disorders require complementary approaches to
integrate the massive amount of data generated in high
throughput experimental procedures. We propose a Bio-
informatics pipeline in which expression studies guide the
selection of candidate genes that should be screened for
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potential new genetic variations from a public expressed
site tags (ESTs) database. Motivated by the former interest
of our group in genetic polymorphisms involved with the
immune system, we selected five genes from a previous
expression microarrays study of hippocampal cornu ammo-
nis (CAl) area of Alzheimer’s Disease subjects {AD). The
CLChio Workbench Combined® version 3.6.2. was initially
used to build ESTs and mRNA files retrieved respectively
from the Goldenpath of University of California Santa Cruz
(UCSC) and National Center for Biotechnology Informa-
tion (NCBI) databases and latter to perform muliiple
batches of Smith-Waterman alignments. A total of 116
ESTs sequences were sclected after proper stringent
parameters were applied to the first set of mismatches.
The annotation revealed various classes of variations, most
of them deletions (194), but also transitions (three), trans-
versions (52), synonymous (46}, non-synonymous (44), and
Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) in Untranslated
Regions (UTRs) (36). Deletions are often associated to
major genetics syndromes with dysmorphic features.
However, various recent studies show that common micro-
deletions might be highly associated with common neuro-
psychiatric disorders such as schizophrenia, antism, mental
retardation, or even in various ethnicities, detected in whole
genome sequencing experiments. A virtual validation
confirmed that some of the variations identified were
previously reported and confirmed in DNA samples,
showing that this method is a feasible way to detect genetic
variations that merit further exploration in AD genetic risk
factor association studies.

Keywords Insilico - Alzheimer's disease - Bioinformatics -
ESTs - Microarrays
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Introduction

Genomics and proteomics researchers who study the
genelic risk factors for Alzheimer’s disease (AD) need
urgently an approach to integrate the massive amount of
data that is generated in high throughput experimental
procedures (Miller et al. 200%),

Large-scale experiments, such as expression and geno-
typing microarrays, may facilitate the identification and
analysis of thousands of disease related nucleotide vana-
tions, including single nucleotide polymorphisms (SNPs),
deletions and insertions of a few base pairs, microdeletions
or even major chromosomal changes (Yu et al. 2007
Stefansson et al. 2007; Walsh et al. 2008}

Recently, Coppola et al. (2008} identified variations at
the Progranulin gene in DNA samples of two outliers which
presented noticeable down-regulation at this gene in
comparison  previous expression microarrays performed
during the same study.

The amount of genomic data available for data mining
analysis in public and private databases is rapidly increas-
ing. Expressed site tags (ESTs) are among the several types
of sequences that are available and already largely
explored, for sequencing purposes and for the isolation of
specific subsets of mRNA in expression studies
(Picoult-Newberg et al. [059).

Bioinformatics tools were built with different purposes
and are currently curated and improved at the same time
that others are created to process ESTs, allowing the
simultaneous overlapping and comparison of numerous
batches of sequences in order to identify genetic variations
such as single SNPs (Useche et al. 2001; Barker et al. 20073
Forment et al. 2008; Navratil et al. 2008; Tang et al. 2000,
2008).

Alming to address this issue, we propose a Bioinfor-
matics pipeline where previous AD expression studies,
using microarrays, were used as a unique source of
candidate genes that were scrutinized in public data bases
in scarch of non previously reported variations that might

be explored afterwards to identify new genetic variations as
potential risk factors for disease susceptibility.

Motivated by the previous interest of our group in
genctic polymorphisms of the Interleukin-1 panel in AD
and Mood Disorders, we selected genes from an expression
microarray study in hippocampus of affected patients which
infers that the up-regulation of IL-le, IL-1p, COX-2,
PLA2G4A, and CD83 genes could be due to the inflam-
matory process, neurotoxicity and cell death (Colangelo et
al. 2002 Fertuzinhos et al. 20(:1: Oliveira et al. 2009),

Abundant evidence suggests that an inflammatory
process follows the p-amyloid deposits and neurofribrilary
tangles aggregates in the brain of AD patients, contributing
to the degenerative process and disease progression
(Heneka and O Banion 2007).

The study of the immune and inflammatory pathway in
AD is likely to identify potential new risk factors and to
support the development of new therapeutic strategies
based upon immune modulation, such as the use of anti-
inflammatory medications and vaccines, which have al-
ready been tested (Wisniewski and Konietzko 2008).

Methodolegy
Raw Data Acquisition, Alignment and Annotation

An overview of the proposed pipeline is available in Fig. .

For this pilot analysis, five up-regulated genes were
selected from a previous microarray study of hippocam-
pal cornu ammonis 1 area in brain samples of AD
patients (Colangelo et al. 2002): Interleukin I alpha
(IL-1et), Interleukin 1 beta (IL-1f), Prostaglandin-
endoperoxidase synthetase 2 (PTGS2 or COX-2), Phos-
pholipase A2 group IV A (PLA2G4A) and Cluster of
Differentiation 83 (CDS3).

The software CLCbio Workbench Combined™ version
3.6.2. was used during all the following steps. Initially, to
build spliced ESTs and mRNA files by retrieving sequences

Figure 1 Sequential steps of
the proposed Bioinformatics
pipeline for screening candidate
variations from ESTs databases

1. Up-regulated genes
from inflammatary pathway
{Colangelo et al. 2002)

4. BLASTn
CLCbio
Combined Weorkbench

2. NCBI mRNA
data base [ 5, B. Anotations of vanations
Sy TCGGATGCTC...
A M L
5. Multiples batches TECGA;\T‘.iCTC“'
of alignment
3.USCSEST 7. GC Content
data base Analysis
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respectively from the Goldenpath (v ne.ucsc.edu)
and NCBI (www.nchinim.nih. gov) databases and latter to
perform multiples batches of Smith-Waterman BLASTn
alignments.

Each mRNA showed scores of similarity with some
ESTs but the major concern in this kind of study is
regarding the high chances of detecting sequencing errors
that can generate mismatches liable to be mistaken by true
variations. To decrease the chances of a such artifact we
used two filters, excluding ESTs with 100% identity and
with e-value index under 1072,

Only filtered mismatches were evaluated for the pres-
ence of sequences variations and were latter translated to
identify synonymous and non-synonymous mutations.

After the proper annotation, we searched the NCBI SNPs
database for any of the variations detected during the
previous steps.

The whole process was acceleraied by using an
additional hardware design to optimize CLCbio, named
(CUBE®).

Results and Discussion

The genes analyzed in this study have been widely involved
with the orchestrated modulation of immunological response,
synaptic activity and memory consolidation. More recently,
the IL-1 pathway has been particularly involved with the

Figure 2 Identification of ESTs
codes and positions in UTR and
CDs regions, with underlined
variations previously identified

1 2
]

a. CD83 '

BPIV6HAR ¢ 268dolT Asp3iits
BP206531 ¢ 268delT Aspifife
3 P

progression of AD neuro-pathological hallmarks (Minghetti
2064; Akivama et al. 2000; Colangelo et al. 2602; Grimaldi
et al. 2000; Nicoll et al. 2000; Tuppo and Arias 2003;
Breloer and Fleischer 2010%; Stephenson et al. !¢

Additional expression studies showed that genes in-
volved with immune responses are well-linked with AD
and are widely up-regulated, indicating that inflammatory
pathways is candidate for progression of disease (Blalock et
al. 200+4; Colangelo et al. 2002).

However, results of cxpression analysis showed
serum IL-1 levels down-regulated in AD and pointed
this protein and other 17 additional molecules as an
important panel to predict which patients with mild
cognitive impairment would progress to AD (Ray et al.
J007). It suggests that neuroimmune dysfunction present
in AD might be limited to the CNS tissue. as evidenced by
studies with hippocampal tissue (Blalock et al. 100:;
Colangelo er al. 2002).

The annotation originated from our analysis revealed
various classes of variations, most of them deletions
(194), but also transitions (three), transversions (52},
synonymous (46}, non-synonymous SNPs (44} and SNPs
in UTRs (36).

A search at the NCBI SNPs database identified that four
variations detected were previously deposited and con-
firmed in DNA samples, suggesting that this method is a
feasible approach to detect genuine genelic variations (see
Fig. 7).
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Interestingly, in four genes, some mismatches were
detected simultancously when alizning sequences originally
from different ESTs libraries, clustering some variations in
specific regions. The CDB3 gene presented this overlapping
4l the exons 2, 4 and 5. At the 1L-1f the mismaiches
clustered in Stop Codon regions and a single cluster was
observed in PLA2G4A gene, exon 16. The largest clusters
was detected at the COX-2 gene, exon 3.

This finding makes them actual promising candidates to be
explored aflerwards as candidate risk factors, since they were
not derived from a single isolated EST sequence (see Fig. 7).

Besides of a wide set of sequences analysis tools, the
UCSC genome browser platform displays and quantifies
the “GC content” of the candidates regions and this is
particularly important to identify regions more likely to
generate sequencing artifacts. For example, a preliminary
analysis showed low “GC content” in regions where
deletions were predicted for the COX-2 gene.

Deletions ranging from 1 to 10 bp were the most
common finding and present in coding regions and 57 or 3°
UTRs region (Supplementary data). Curiously, Kidd et al.
(2008) compared the whole genome of eight subjects and
found 1.695 polymorphisms sites including: 747 deletions,
724 insertions, and 224 inversions.

Delefions are structural variations often associated with
major genetic syndromes and dysmorphic features, howey-

Table 1 Predicted deletions causing premature protein truncation

er, recent studies of neuropsychiatric discases such as
schizophrenia, autism and mental retardation, found assc-
ciations with microdeletions (Yu et al. 2002; Stefansson et
al. 2008; Walsh et al. 2008)

We found a similar number of synonymous and non-
synonymous mutations detected after translation analysis.
Some non-synonymous mutations caused by microdeletions
were predicted to change the coding frame and in some
cases generating Stop Codon and truneated protein products
(Table [).

Current reports emphasize the relevance of frameshift
caused by single deletions in multifactorial disorders and an
interesting frameshift caused by mutation ¢.795delC in
OGG1 gene was recently detected in AD patients, changing
the coding frame and adding 59 amino acid residues
downstream after terminator codon, causing reduced enzy-
matic activity (Mao et al. Z007; Sakasi et al. 2008).

Truncated protein products caused by deletions rang-
ing from 1 to 7 bp were also observed in ASPM, and
CENPJ genes in autosomal recessive primary microceph-
aly. Heterozygous subjects are asymptomatic, showing
that short deletions might be often found, even in healthy
subjects (Leal et al. %; Bond et al. 2003; Gul et al.
2006).

Screening genetics variations from ESTs public data sets,
guided by expression studies, are a promising approach and

ESTs CODE Gene position MUTATION PROTEIN SIZE
CDo09928 COX-2/ExonS ¢.[623delT] Frameshift Incorporating lle162del 168aa
CBY60307 COX-2Exons ¢.[634delT] Frameshift [ncorporating Leul66del 168aa
CDe09931 COX-2Exons ¢.[743delT] Frameshift Incorporating Pro203del 203aa
BX363285 COX-2/Exon7 ¢.[998delC+ 1018 _1019 delCA + 1023_1024 delAG + 1045_1046delCA) 291aa
Frameshift Incorporatin Thr278del
ALT12736 COX-2/Exon @ ¢.[1412delT] Frameshift Incorporating Prod496del 513aa
BG121477 IL-1f/Exon 6 ¢.[573delT] Frameshift Incorporating Phel62del 185an
ES309163 IL-13/Exon 6 ¢.[630delG] Frameshift Incorporating Asnl82del 185aa
BIB190G99 I-1f/Exon 6 c.[643delT] Frameshift Incorporating Ser186del 18%aa
BE439432 IL-1p/Exon 6 .[573delT + 632delA] Frameshift Incorporating Phel62del 190aa
BEG619081 IL-1B/Exon 6 c.[612delC + 623_629del AGGAAAA] Frameshift Incorporating Leul 76del 190aa
CAINT234 IL-1f/Exon 7 ©.[732dell] Frameshift Incorporating Phe215del 220an
BM999417 IL-1p/Exon 7 ¢.[733delG + 1415_1416delUA] Frameshift Incorporating Val216del 220aa
B(252492 IL-1/Exon 7 ¢.[710delA + 857delC + 885delT +970_977delAGGTTTTT] 220an
Frameshift Incorporating Lys208del
BE787882 IL-1p/Exon 7 ¢.[857delC] Frameshift Incorporating Gin257del 2159
BG186437 PLAZGAA/Exon 7 ¢.[639delG +720delT] Frameshift Incorporating ArglS4del 16588
BG6T5386 PLA2G4A/Exon 11 ¢.[1300delC] Frameshifi Incorporating Asp366delfs 389aa
AUL20946 PLAZG4A/Exon 14 ©.[1579delT + 1614delT] Frameshift Incorporating Serd58delfs 468aa
BE439441 PLA2G4A/Exon 15 c.[1829delA + 1836delA + 1869delA + 1907delG] Frameshift 57laa

Incorporating Ser542delfs

2% Humana Press
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demand further investigation in proper biological cvberin-
frastructure that will optimize pipelines similar to the onz
proposed at this article (Stein 200%)

This will be a key initiative, in order to handle the
overwhelming amount of data generated at our current
“Omics FEra” and will eventually maximize our
understanding about the underlying molecular panel in
neurodegeneration.
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Table 1. Additional Polymorphisms in CD83 Gene

Location Predicted nucleotide variation in Predicted protein variation in ESTs code
coding and non coding sequences coding sequences. fs: frameshift

Exon 1 90delG (5’ UTR) BI1 916827
168_170delCGC (5’ UTR) BX361655
164delC (5’ UTR) DB200908

Exon 2 c.256_258del TTG Cys27del DA584731
.268delT Asp30de Ifs BP296648
c.268delT Asp30de Ifs BP296531
€.299 300delCC Pro41del fs DB489168
¢.305delG Val43del fs ALS552104

Exon 4 c.595 597delGAA Lys140del BI1907532
c.617delC Leul47del fs AU309536
€.628delT Leul51del fs BES830187
.628delT LeulSldel fs BE830134

Exon 5* ¢.680delC Leul68del fs and Stop Introduction in position 193aa BG705577
¢.680delC+693delT Leul68del fs and Stop Introduction in positionl75aa BI1758803
c.747delC Pro190del fs and Stop Introduction in position 193aa BU192557
906delG+926_933del/CATCTGGA Region 3’ UTR AL575500
1387delU+1392delU Region 3° UTR BE622865
1544delA Region 3’ UTR BG024615
1443delT+1472del T+1489del T+1518delT+1704del T+1812del T Region 3’ UTR BG177706
1722delU+1729delG+1765del A+1813delT Region 3° UTR D51194
1072delT Region 3° UTR BE622272
1009delC+1029_1030delCA+1038del A Region 3° UTR R13302
1061delT Region 3’ UTR R19230
1001delC+1024delC+1044delC Region 3’ UTR BI762179
968_969delGA Region 3’ UTR CT004518
841delG+860 863delTGGA+882delA+892delT+925delA Region 3’ UTR BX390623
872delG+994_997delATGA+1003_1005delCTG Region 3° UTR BM546803
899delC+948_950delCAT Region 3’ UTR BI769419
826delA+902delT+942delT Region 3’ UTR BM926451
874delA+915delC Region 3’ UTR CD641481
847delC+880delC Region 3’ UTR BE883894
799_800delCA+803delT Region 3° UTR BQ231391
780delA Region 3’ UTR CV024063
968delG+973delC+1058delC Region 3’ UTR ALS552104
948delC Region 3’ UTR BX361655
943delC+945delC+972del A Region 3’ UTR BI916827

Exon 5- Variant A*



Table 2. Additional Polymorphisms in COX-2, IL-1a and PLA2G4A genes

Location

Predicted nucleotide variation in
coding and non coding sequences

Predicted protein variation in
coding sequences. fs: frameshift

ESTs code

Exon 1/COX-2

Exon 3/ COX-2

Exon 3/ COX-2
Exon 5/ COX-2
Exon 5/ COX-2
Exon 5/ COX-2
Exon 7/ COX-2

Exon 9/COX-2

Exon 5/IL-1A
Exon 6/ IL-1A
Exon 1/PLA2G4A
Exon 2/PLA2G4A
Exon 7/PLA2G4A
Exon 11/ PLA2G4A
Exon 14/ PLA2G4A
Exon 15/PLA2G4A
Exon 16/ PLA2G4A

132C>G +133G>C (5’ UTR)

c.[387delT + 440C>G]

¢.440C>G

¢.623delT

¢.634delT

c.743delT

¢.[998delC +1018 1019 del CA+1023_1024
delAG+1045_1046delCA]

c.1412delT

c.[1308delT+1312delT+1326del G]
c.1498del A

88delA (5’ UTR)

174delG (5° UTR)

c.[639del G +720del T]

¢.1300delC
c.[1579delT+1614delT]

c.[1829delA+1836delA+1869delA+1907delG]

c.2157A>G

Trp85del fs and Stop Introduction in position 88aa

Val102Val Synonymous Mutation

lle162del fs and Stop Introduction in position 168aa
Leul72del fs and Stop Introduction in position 168aa
Pro203del fs

Thr278del fs and Stop Introduction in position 291aa

Pro496del fs and Stop Introduction in position 513aa

116-122 Phe,Ser,Phe,Leu,Ser,Asn,Val>Leu,Ala,Pro,Glu,

GlIn,Cys Lys122Lys Synonymous Mutation
ITe180del fs and Stop Introduction in position 182aa

Argl54del fs andStop Introduction in position 165aa
Asp366del fs and Stop Introduction in position 389aa
Ser458del fs and Stop Introduction in position 468aa
Ser542del fs and Stop Introduction in position 571aa
Lys651Arg

DB019295; DA882455; DA277667;
DN995052; AL583668; CN337323
CD609931

DN995052 DB480063 DB019295
DB223983 DA676889 DA170263
DA182079 DA882455 DA677048
DA670802 DA670627 DA486815
DAS549596 DA994617 DA277667
DA674771 DA673460 DA676702
DA673400 DA675888 DA671756
DA674666 DA678032 DA675968
DA672971 DA672566 CV023684
CN337323 CD609928 CB960307
BX363285 BP337788 BP335244
BP337860 BP336843 BE785396
ALS583668 BP335898 BE717711
CD609928

CB960307

CD609931

BX363285
AL712736

BE788845
BMO009964
BP280758
BG186437
BG186437
BG675386
AU120946
BE439441
CD104330; CB985872; T27656




Table 3. Additional Polymorphisms in IL -1

Location Predicted nucleotide variation in Predicted protein variation in ESTs code
coding and non coding sequences coding sequences. fs: frameshift

Exon 6 ¢.573delT Phel62del fs and Stop Introduction in position 185aa BG121477
c.[573delT+632delA] Phel62del fs and Stop Introduction in position 190aa BE439432
c.576delA Glnl64del fs BP336652
c.[612delC+623 629delAGGAAAA] Leul76del fs and Stop Introduction in position 190aa BE619081
¢.630delG Asnl82del fs and Stop Introduction in position 185aa ES309163
c.643delT Ser186del fs and Stop Introduction in position 185aa BI819099
c.657delA Asp 191del fs BI907808
c.657delA Asp 191del fs BG250625

Exon 7 ¢.[700_701delAA+710delA+752delA+839delG] Asn205del + 206 Tyr>Leu+ Lys209Lys Synonymous Mutation ATI609005

+Lys213 del fs and Stop Introduction in position 220aa

¢.700_701del AA Asn205del+206Try>Leu fs and Stop Introduction in position 223aa BI519707
c.732delU Phe215del fs and Stop Introduction in position 220aa CA307234
c.[733delG+1415_1416delUA] Val216del fs and Stop Introduction in position 220aa BM999417
¢.[710delA+857delC+ 885delT+970_977del AGGTTTTT] Lys208del fs and Stop Introduction in position 220aa BG252492
¢.857delC GIn257del fs Stop Introduction in position 259aa BE787882
1005_1006delGT (3" UTR) CD521315
1162delC+1181delC+1200delC (3° UTR) BI871339
1188 1194delTTCTAAG+1216delC (3° UTR) BM556327
1129delC+1162delC+1181delC (3’ UTR) BG252897
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7. ANEXO

RESULTADOS COMPLEMENTARES
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A técnica de screening in silico de variagdes genéticas a partir de ESTs vem se
tornando uma metodologia rapida ¢ de baixo custo (PICOULT-NEWBERG et al., 1999;
USECHE et al., 2001; NAVRATIL et al., 2008; LEMOS et al., 2009). Esse tipo de
abordagem envolve uma grande quantidade de dados e podem indicar potenciais novos
polimorfismos, que serdo alvos de pesquisas de genotipagem experimental na populagao.

Os estudos de microarrays tém sido interpretados de diferentes maneiras. Como
o resultado final pode ser visto como uma “foto” instantdnea de um dado fenomeno
biologico, alguns autores preferem se utilizar destes resultados apenas para gerar
hipoteses, enquanto outros preferem inferir toda uma série de eventos metabdlicos que
possam ser explicados por uma suposta sequéncia de interagdes de genes que estavam
up-regulated e down regulated (GESCHWIND et al., 2000).

Neste estudo foi adotada a primeira posi¢do, de utilizar os dados obtidos em
experimentos anteriores para identificar genes candidatos relevantes para a
predisposicdo para a DA. A identificacio de variacdes genéticas em genes cuja
expressdo encontra-se alterada, nas laminas de microarrays de pacientes com DA, pode
vir a elucidar a natureza das mudancas fenotipicas e genotipicas dessa complexa doenca.

Estes resultados complementares incluem a andlise de trés quatros genes que
estdo associados com via inflamatoria e um outro com a degradagdo das placas B-
amiloide, estes se encontram listados na (Tabela 2).

Todos os genes foram provenientes de dois estudos de microarray de expressao
de Colangelo et al. (2002) e de Weeraratna et al. (2007) onde amostras de tecido da
regido Cornu Ammonis 1 (CA1) do hipocampo e da regido do Lobulo Parietal Inferior
(LPI) respectivamente, foram avaliadas em controles e pacientes com DA. As laminas de

microarrays para esses genes, revelaram expressao up-regulated e down-regulated.
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Tabela 2. Lista dos nomes, localizag¢do e codigos de acesso dos quatro genes estudados.

Simbolo Nomenclatura Localizacao RNAmM
B94 ou TNFAIP2 Tumor necrosis factor, alpha-induced
protein 2. 14932 NM_ 006231
DPP1 ou CTSC
isoforma A Cathepsin C 11ql14.1-q14.3 NM 001814
Chemokine (C-X-C motif) 2q21
CXCR4 isoforma B receptor 4 NM_003467
NM_014693
ECE2 isoforma A/C Endothelin converting enzyme 2 3 NM 032331

CA1 ¢ uma subregido do hipocampo relacionada com a cogni¢do e formagdo da
memoria, sendo neste local onde se inicia os depdsitos de emaranhados neurofibrilares,
tornando-se muito mais severo no decorrer da doenca (KAUFMANN et al., 1998.
ROSSLER et al., 2002).

O lobulo parietal inferior ¢ uma regido que concentra func¢des sensoriais,
integracdo sensorial motor, orientacdo espacial, e desenvolvimento da linguagem
(CLOWER et al., 2001).

A metodologia abordada foi de acordo com Lemos et al. (2009) com o acréscimo
de duas etapas, a pesquisa sobre a associagdo de doengas e SNPs em regides codificantes
e o significado funcional de SNPs em regides 3’UTR tanto para os genes do trabalho
anterior (LEMOS et al., 2009) e para os outros quatro genes (Tabela 2).

O programa SAP foi utilizado para predizer se as trocas de aminoacidos
provocadas pelos SNPs apresentaram associagdo com doencas. A mutacdo predita e a
seqiiéncia protéica de interesse foram colocadas em campos especificos na pagina
principal do site e em seguida o programa realiza uma pesquisa no seu banco de dados
que possui 686 caracteristicas derivadas da seqiiéncia protéica (Figura 1).

Para identificar se as variagdes genéticas ocorridas nas regides 3’UTR das ESTs
foram em sitios especificos de complementaridade de miRNAs, trechos dessas ESTs
foram alinhados através de um BLASTn com seqiiéncias de miRNA do banco de dados

mirBASE (Figura 2).
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Identificacio in silico de Delecdes e Transcricoes.

O numero total de ESTs alinhados com os 4 genes foram de 2597, sendo que
366 seqiiéncias foram selecionadas pelos dois filtros e-value ¢ identidade (Tabela 3).

Algumas das seqiiéncias alinhadas com os genes sdo ESTs proprios do gene,
revelando assim 100% de identidade. Estas seqiiéncias foram descartadas da analise, por
ndo serem alvo da pesquisa de polimorfismos.

A 1identificacdo in silico revelou Delegoes e Transi¢des detectadas em regides

codificantes e nas regides 5’ ou 3° UTR (Tabela 3).

Tabela 3. Resumo da analise in silico dos genes: TNFAIP2, ECE2 isoforma A e C,
CTSC isoforma A, CXCR4 isoforma B.

ESTs alinhados 2597
ESTs selecionadas através dos dois filtros 366
Delecgdes 248
Transigdes 250
Sin6nimos 05
Nao Sindénimos 353
SNPs em UTRs 17

Delecoes: maiores classes de mudancas detectadas.

As delegoes foram classificadas como a maior classe de variagdo na analise dos
quatros genes.

As transi¢des detectadas pelo CLCbio, mostraram ser um dado j& previamente
descrito e anotado no dbSNP, demonstrando para esse caso que a metodologia proposta
por este trabalho, chegou a um dado experimentalmente j& comprovado previamente em
amostras de DNA genomico.

Dentre as classes de variagdes as delecdes também foram os dados mais

expressivos e inéditos observados por Lemos et al. (2009).
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Como as delegdes foram os originais polimorfismos e também a maior classe de
variagdo, foi essencial para a pesquisa, conhecer a sua natureza ¢ as distinguir de
artefatos do sequenciamento.

Muitas das seqiiéncias de ESTs ditas “reads” que estdo depositadas no banco de
dados ndo dispdem de informagdes acerca da nota de qualidade do sequenciamento que
as geraram, sendo isto um tipo de limitagdo, para todos aqueles que manuseiam esses
dados e que muitas vezes precisam entrar em contato com os curadores desses bancos
para maiores detalhes.

Neste trabalho também foi adotada a estratégia para minimizar erros na
interpretacio dessas delegdes foi fazer uso do filtro e-value abaixo de 10%°. Este indice
mostrou ser apropriado para este fim, pois apontou depois do BLAST, apenas seqiiéncias
adequadas para a analise.

Recentemente, Kidd et al. (2008) identificaram experimentalmente as deleg¢des
como a maior classe de mudanca nos genoma de oito individuos, localizando 1.695
sitios polimorficos, incluindo: (747) delegdes, (724) inser¢des e (224) inversdes.

Anadlise de genomas de pacientes com doencas de ordem neurologica e
comportamentais tais como: esquizofrenia, autismo e retardo mental, tem revelado que
as microdelecdes sdo responsaveis por variagdes estruturais dos genes, causando
prejuizo em vias do neurodesenvolvimento (YU et al., 2002; STEFANSSON et al.,
2008; WALSH et al., 2008).

Mutacdes sindnimas e ndo sindnimas.

Depois da tradugdo das seqiiéncias alinhadas foi verificado um maior nimero de
mutagdes ndo sindnimas em relacdo as mutagdes sindnimas (Tabela 3).
Mutagdes ndo sindnimas resultantes de algumas transi¢des do tipo (¢.2157A>G;

Lys651Arg) gene PLA2G4A observada por Lemos et al. (2009) e (c.556C>T;
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Thr1531Ile) gene CTSC isoforma A (Tabela 6) identificada nesta analise, ja haviam sido
descritas (rs2307198) e (rs217086) respectivamente.

As duas mutacdes (Lys651Arg) e (Thr153Ile) foram posteriormente avaliadas
pelo programa SAP, que inferiu escores de confianga de (0.889) e (0.608)
respectivamente, sendo o intervalo de confianga variando de 0-1 com 1 apresentando
alta associagdo com doenca ¢ 0 baixa associagao.

Essas predigoes foram feitas apenas através das caracteristicas bioquimicas da
seqiiéncia protéica do gene em questdo. Esses resultados servirdo de indicadores de
polimorfismos de risco associados a doenca a serem testados futuramente.

Algumas dele¢des provocaram a perda de um aminoécido e ndo causaram erros
na seqiiéncia protéica, estas foram observadas nas ESTs alinhadas com exon 3 gene
TNFAIP2 (Tabela 5); exon 6 gene CTSC isforma A (Tabela 6); exon 3 gene ECE2
isoforma C (Tabela 7).

Alguns estudos de associagdo caso-controle ndo apenas investigam a presenca da
variagdo genética, mas também se essa alteracdo repercute em algum significado
funcional (PORIER et al., 1998, 1999; BORRONI et al, 2002; VEPSALAINEN et al.,
2007; CORTINI et al., 2008; COPPOLA et al., 2008).

Em uma andlise de resposta diferenciada ao tratamento com inibidores de
aciltcolinesterase em pacientes com DA, foi constatado que 80% daqueles que nao

possuiam o alelo ¢4 APOE mostravam melhora significativa apds 30 semanas de

tratamento, enquanto 60% dos pacientes que eram positivos para o alelo ¢4 APOE
apresentam declinio consideravel (PORIER et al., 1999; 1998; BORRONI et al, 2002).
Em um estudo com amostras de pacientes com DA oriundos da Filandia, foi

demonstrado que a variacdo (495 C>T) na regido 3’UTR (rs4988514) no gene da
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Somatostatina, quando associado a forma alelica APOE &4, elevava o risco para
desenvolvimento da doenga (VEPSALAINEN et al., 2007).

Uma nova variagdo verificada no gene da Progranulina (g.100169 C>T), que
resultou na mutacdo (p.Gly35Arg), foi significativamente associado com amostras de
pacientes com DA, posteriores andlises qualitativas e quantitativas revelaram que essa
muta¢do ndo degradada nem diminui o transcrito de RNAm. No entanto, uma predi¢cdo
in silico feita pelo programa de software POLYPHEN indicou que essa mutagdo afeta a
estrutura da proteina e que, nesse caso, outros mecanismos patogénicos podem estar
contribuindo para doenga (CORTINI et al., 2008).

Traducio de seqgiiéncias: Frameshift e Stop codons.

Viarias mutagdes ndo sindnimas presentes na regido codificadora podem também
provocar mudanga no quadro de leitura, ocasionando em Frameshift ¢ Stop_codons.

Frameshift sdo mutagdes que desorganizam o quadro de leitura devido a insergao
ou delecdo de uma base nao multipla do cédon responsavel pelo aminoacido (aa) em
questao. Mutagdes no quadro de leitura podem provocar stop codons, que sao paradas na
traducao da seqiliéncia de nucleotideos, pela introdugdo do codon de terminagdo, gerando
formas truncadas da proteina. Essas mutacdes podem prejudicar a formacado e funcao
dessa proteina. Erros na seqiiéncia de aa, in vivo, sdo frequentemente degenerados.

A forma truncada da proteina Ubiquitina B (UBB™') em pacientes sem deméncia
exemplifica que essa proteina pode estar associada a auséncia de doenca, no entanto ela
também pode ser interpretada como um primeiro sinal da neuropatologia da DA (VAN
LEEUWEN et al., 1998).

Um estudo de imunohistoquimica demonstrou que as formas UBB™ e APP™
foram mais presentes em um grupo de pacientes que nao apresentavam a principio uma

histéria de deméncia, mas exibiam depositos de B-amildide no neocortex e emaranhados
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neurofiblilares no cortex entorrinal o que qualifica o diagnostico para DA (KONISHI et
al., 2003).

As demais delecdes identificadas neste trabalho envolveram de 1 até 10pb e a
maioria delas quando presentes na regido codificadora provocam frameshift e alguns
stop codons (Tabela 4).

Formas truncadas de proteinas sdo observadas em familias com microcefalia
primaria autossomica recessiva (MCPH), uma desordem geneticamente heterogenia
onde o afetado apresenta reduzido tamanho da circunferéncia da cabeca e retardo
mental. Individuos heterozigotos sdo assintomaticos para a MCPH, até o momento seis
loci MCPH1-MCPHS6 ja foram identificados (LEAL et al., 2003).

Delegdes que variaram de 1 a 7pb provocaram frameshifits e formagao de uma
prematura proteina truncada, foram observadas no gene ASPM no l6cus MCPHS e gene
CENPJ locus MCPH6 (BOND et al., 2003; GUL et al., 2006; NICHOLAS et al., 2008).
Esses achados demonstram que apesar dos heterozigotos possuirem formas truncadas de
proteinas, eles ndo manifestam a doenga.

Clusters de variagdes genéticas foram identificados em trés dos quatro genes
estudados sendo eles: gene TNFAIP2 clusters nos exons 8, 9 ¢ 10 (Figura 3), gene
CTSC isforma A clusters no exon 5 um dos maiores, ¢ exons 6 ¢ 7 (Figura 3), gene
ECE2 isoforma C clusters no exon 3 (Figura 3). Essas regides poderdo ser alvos de
novas variagoes candidatos a serem testados no futuro.

VariacOes nas regioes UTRs

As delecdes foram detectas nas regides 5° e 3°’UTR nos seguintes exon 1 e 11
gene TNFAIP2 (Tabela 5) e exon 22 gene ECE2 isoforma A e exon 3 gene ECE2

isoforma C (Tabela 7).
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Foram feitos alinhamentos através do programa miRBASE entre trechos dos
exons ¢ ESTs que alinharam com os genes do nosso trabalho anterior (LEMOS et al.,
2009) e mais estes quatros genes. Foi verificada que duas seqiiéncias de ESTs alinhadas
com o exon 5a do gene CD83, apresentam similaridade com a seqiiéncia de microRNA
(hsa-miR-939) do gene humano, essas ESTs apresentam dele¢des ver (Figura 4). Esses
resultados preliminares ndo indicam que essas dele¢des possam influenciar na perda de
fungdes desses sitios.

Em uma primeira andlise sistematica foi avaliado se potenciais sitios de mutagdes
nas regioes 3’UTR de 79 genes associados a doengas conhecidas localizavam-se dentro
de seqiiéncias de microRNAs. Os alinhamentos mostraram que alguns SNPs alinharam
com os sitios de microRNA, mas sem significado bioldgico que pudesse prejudicar a
interagdo e funcionamento desses sitios (CHUZHANOVA et al., 2007).

Outros SNPs tem de fato afetado a ligagdo do miRNA e RNAm, de 120.000
conhecidos SNPs na regido 3’UTR, 19.913 provavelmente modificam essa interacao
destruindo alvos de sitios preservados (785) ou alvos ndo preservados (9470), ou mesmo
criando novos alvos (10.283) (www.patrocles.org).

Analise do percentual GC

A andlise geral do conteido GC dos exons que apresentaram delecdes de cada
gene estudado tanto os do nosso trabalho anterior (LEMOS et al., 2009) quanto os
quatro ultimos genes podem ser visualizadas nas (Figuras 5,6,7,8,9,10,11,12,13,14).

No gene CD83 foi observado que o contetido GC teve distribui¢do em torno de
70% no exon 4 e Sa (Figura 5). No gene COX2 o exon 7 foi dentre os visualizados
aquele que apresentou concentrados blocos de contetdo GC em torno de 70% em

relacdo aos exons 3, 5, ¢ 9 (Figura 6). A distribuicdo de GC foi percentualmente maior
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70% no exon 6 em relagdo ao exon 7 no gene IL-1a (Figura 7). Equivalentes blocos de
GC em torno de 70% foram visualizados nos exons 6 e 7 no gene IL-1p (Figura 8).

Os exons 1, 2, e 15 apresentaram maior percentual GC cerca de 70% ao longo de
todo exon quando comparado ao exon 17 no gene ECE2 isoforma A (Figura 9). Apenas
exon 3 foi analisado no gene ECE2 isoforma C o exon 2b no gene CXCR4 isoforma B,
ambas imagens demonstraram distribuicdo GC em torno de 70% (Figura 10 e 11).

Analise do conteudo GC dos exons 2, 3,4, 5,7, 8,9, 10, 11 do gene TNFAIP2
revelou através desses exons que esse gene apresenta de modo geral percentual GC em
torno de 70% (Figura 12).

O contetdo GC dos exons 7,11,14,15,16 do gene PLA2G4A apresentou
percentuais em torno de 70%, com intervalos de com areas de menor percentual (Figura
13). Os exons 6,7,9 gene CTSC apresentaram percentuais em torno de 50% de GC
(Figura 14).

Essas indicagdes de percentuais de conteitdo GC podem distinguir delecdes de
artefatos do sequenciamento, uma vez que dreas ricas em GC, além de serem regides
ricas em genes, sdo também dreas que geralmente induzem erros de sequenciamento,
devido as trés pontes de hidrogénio que ligam esses nucleotideos e dificultam a abertura
da cadeia para a leitura das bases.

Este procedimento ¢ mais uma ferramenta dessa metodologia para tentar apontar
previamente a natureza das delegdes detectadas in silico e se fazer ajustes na técnica do
sequenciamento para os futuros trabalhos. Somente os experimentos de genotipagem

poderao confirmar esses achados.
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Genes up-requlated e Down-regulated envolvidos com a via inflamatéria e degradacio

das placas B-amildide.

A geracdao e acumulo dos residuos (APso42) € dos emaranhados neurofiblilares
sd0 os iniciais mecanismos envolvidos com o processo patogénico da DA. Evidéncias
recentes sugerem que o processo inflamatorio seria o terceiro mecanismo envolvido, que
uma vez iniciado pela degeneragdo, poderia contribuir para a progressio da doenga
(HENEKA; O’BANION, 2007; AKIYAMA et al., 2000).

O processo inflamatério é apontado como o fator de aceleragdo para a progressao
da doenga, no entanto a resposta imune apresenta beneficios quando pode limitar a
doenga.

Polimorfismos genéticos, fatores epigenéticos (presenca de outras doengas),
infecgdes microbianas, injurias traumaticas e uso de drogas, podem ser responsaveis pela
transicdo de uma resposta infamatéria benéfica para um processo acelerado de
neuroinflamagao, além disso respostas diferenciadas podem estar associadas a diferentes
niveis de depositos placas B-amildide, de emaranhados neurofibrilares e a presenca ou
auséncia do alelo ¢4 APOE (IQBAL, 2005).

O aumento na taxa de expressdao dos genes CTSC e TNFAIP2 sdo associados a
alta atividade dos processos inflamatorios e morte celular que acontece moderadamente
no hipocampo de pacientes com DA (COLANGELO et al., 2002).

Outro gene que também apresentou nivel elevado da taxa de expressdo em
pacientes com DA foi o CXCR4, este também faz parte da via inflamatoéria. O gene
ECE2 revelou diminui¢do de expressao, sendo este responsavel pela degradacao das
placas B-amiloide, estes dois genes foram provenientes do tecido do ldbulo parietal

inferior (WEERARATNA et al., 2007).
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Uma das classes de mediadores da inflamag¢do sdo as citocinas moléculas
envolvidas na resposta imune, que tanto podem promover a resposta inflamatéria como
causar a morte celular, sendo elas secretadas pela microglia e astrocitos a cerca das
placas amiléides (STEINMAN, 2008).

Uma citocina envolvida na resposta inflamatéria ¢ o Fator de Necrose Tumoral
alpha (TNF-0) classificada multifuncional, pois regula a reagdo inflamatodria através da
ativacao de outros genes, sendo também capaz de induzir a morte celular por apoptose e
a sua super expressao esta associada a diversas doengas. (IMAIZUMIN et al., 2008).

O gene TNFAIP2 ¢ uma citocina induzida de inicio imediato pelo gene TNF- a
em células endoteliais (RUSINIAK et al., 2000). Taxa de expressdo aumentada de
TNFAIP2 foram atribuidos a ativagdo de genes inflamatérios como o TNF- a e IL-B no
desencadeamento da resposta inflamatoria (SARMA et al., 1992; COLANGELO et al.,
2002).

Quimiocinas s3ao também citocinas envolvidas com a motilidade celular,
manuten¢do da arquitetura tecidual e resposta inflamatoria. Receptores de quimiocinas
sdo pequenas moléculas secretadas pelos Linfocitos T e B. A ligagdo da quimiocina e
receptores servem para orientar os linfécitos para especificas regides dentro dos
linfonodos, para entdo ocorrer a resposta inflamatoria (ABBAS, 2005).

O gene CXCR4 ¢ um receptor de quimiocina expresso pelas células B, que atua
no direcionamento dessas células para dentro dos foliculos dos linfonodos, onde ocorrera
a reacdo inflamatoria (ABBAS, 2005). Os receptores de quimiocinas sdo também
expressos nas células do SNC, e a taxa de expressdo aumentada de muitos desses
receptores estdo associadas aos tecidos envolvidos com a DA (ALBRIGHT et al., 1999;
XIA; HYMAN, 1999 WEERARATNA et al., 2007).

Um outro gene envolvido com a resposta de células imune/inflamatoria ¢ o
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CTSC, que codifica uma enzima denominada de Catepsina C, uma cisteina protease que
age nos lisosomos e degradando polipetideos (www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez)

Os trés genes com niveis elevados de expressdao fazem parte de um conjunto de
respostas inflamatorias ao tecido inflamado, cada um agindo num determinado momento
e as vezes fazendo parte de uma cascata de reacao.

O unico gene que apresentou taxa reduzida de expressdo em pacientes com DA,
foi o ECE2, uma enzima responsavel pela degradacao das placas B-amildide. Esse
achado ndo a torna responsavel pelo surgimento da doenga, mas seu nivel diminuido de
expressdo pode estar envolvido com a progressao DA, uma vez que sua funcio estd
comprometida (ECKMAN et al., 2001, 2003; WEERARATNA et al., 2007).

Genes associados com a via inflamatoria apresentam um aumento na taxa de
expressdo em amostras de idosos sem deméncia, no entanto em pacientes com DA essa
taxa apresenta um elevado acréscimo (BLALOCK et al., 2004).

Estudos de microarrays de expressdo mostram alteragdes nas taxas de expressao
de genes envolvidos com as vias imune e inflamatéria na DA, mas ainda ndo sdo capazes
de responder se essas mudangas ocorrem no inicio € podem promover a doenga ou sio
reagOes adversas do processo degenerativo (WYSS-CORAY et al., 2006)

8. Concluséo

Apos utilizar uma seqiliéncia de etapas associadas a diferentes ferramentas de
bioinformaticas, foi possivel verificar que o estudo de seqiiéncias de ESTs para se
identificar novas variagdes candidatos ¢ uma abordagem promissora e acessivel.

Isto fica mais evidente se consideramos que a infra-estrutura necessaria principal
foi o0 uso de um computador ligado a internet e a associacdo de um software que ¢

temporariamente disponivel gratuitamente.

31



LEMOS RR, 2009

Além disso, pudemos validar a técnica a0 mostrar que a mesma foi capaz de
achar SNPs previamente descritos, além de destacar novos candidatos que serdo
posteriormente investigados em amostras de DNA de nossos estudos anteriores.

Estes achados levantam a possibilidade de que dele¢des de até 10 pares de bases
estejam ligadas a fisiopatologia da DA, eventualmente em genes do sistema

imunoloégico.
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Figura 1. O programa SAP classifica a alteracdo protéica, originada pelos SNP, em uma mutacdo
associada a doenca ou mutagdo neutra, usando apenas a informagdo derivada da seqiiéncia
protéica.
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By sequence

Single sequence searches:

Paste a seguence here to search against miRNA seguences, You can choose to search against the

intact precursor sequences or just the mature miRINAS. This search may take a few minutes, (Max
size 1000bp's)

Search hlature miRkAs v
seguences:
Search

BLASTM  w
method: -

Choose BLASTN to search for a miRNA in a
longer sequence, SSEARCH is useful for
finding a short sequence within the library of
miRMNAs (for instance, find a short motif in a

- miRMNA or precursor stem-loop, or find
Or: Select the sequence file you wish to Use mature sequences that are related to your

guery )

Figura 2. O programa miRBASE ¢ uma ferramenta de alinhamento de trechos de seqii€ncias de
RNA contra um repositorio de seqiiéncias de microRNA.
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DAGETE0 DAYENNSS DASZETH DASZEME DAT4MO0 DAERS]SE DADASTST DAROER]] DAYTET1S
DAYTTALG DASTTIES DADERNS DADZ1025 DAR1MEI DAS38189 DAAZE010 DuA2148T DA 19529
DAZ14450 DATS1910 DATSITE DATEN DAGTHI DASGI00S DASS03E DAGMO 13D A1
DA4T1GA0] DA4T1LL DA4T4 1] DA4TOEET DA4OITE0 DAG24 DAdGEsd DAGT003 Dada 2

DA4G030 ] DAdGEI1E

199526 ¢ 576delC His150del 19 Stop codm
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25%aa BETOT4TL ¢ 500de]lC G ldelfs
1 2 E " _I EFZ16745 cf00dell 3hidildelfs
i ']

| —
D 72005 -:.IS?S-.’elE he I3 1Phe SrglBaGhris BEMT67S ¢ 62110 195 Stop codon
E08070 ¢ 572310 Phe 181Phe Arglid Ghyis BCH433855 62110 195 Stop codm

Euu
cos

Figura 3. Identificagdo dos codigos de ESTs e das posigoes na regido UTR e CDs, a parte
sublinhada representa a variagdo previamente identificada nos gene CTSC isoforma A durante o

processo de validagdo virtual.

Gene CD83 37UTR
Query: 1-22
hsa-miR-939 : 4-24
score: 77

evalue: 5.5

1 GAAGCUGAGGCUCAGGGGUGUG

I EERneennnnn 1 il
4  GGAGCUGAGGCUCUGGGG-GUG

I LERnnennnnn 1 1l
GA-GCUGAGGCUCAGGGGUGUG

f

1 GAAGCUGAGGCUCAGGGGUGUG

I TR e 1l
4  GGAGCUGAGGCUCUGGGG-GUG

I TERRReennnn e 1l
GAAGCUGAGGCUCAGGG-UGUG

22 RNAm CD83

24 has-miR-939

EST BM926451

22RNAm CD83

24 has-miR-939

EST BG024434

Figura 4. Alinhamento de duas ESTs (BM926451) e (BG024434) com o exon 5a ¢ o miRNA

(has-miR-939). A seta indica a posigdo da delecao.
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Exon5a Exn 4

Figura 5. Analise do conteiddo GC dos exons 2, 4 ¢ 5a do gene CD83 isoforma a.
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Figura 6. Analise do contetdo GC dos exons3, 5, 7 ¢ 9 do gene COX2
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Figura 7. Anélise do contetido GC dos exons 6 e 7 do gene IL-1a.
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Figura 8. Andlise do conteudo GC dos exons 6 ¢ 7 do gene IL-1

LEMOS RR, 2009
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Figura 9. Analise do conteido GC dos exons 1, 2, 15 ¢ 17 do gene ECE isoforma A.
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Figura 10. Analise do contetido GC dos exon 3 do gene ECE isoforma C.
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Figura 11. Analise do conteido GC dos exon 2b do gene CXCR4 isoforma B.
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Figura 12. Analise do conteudo GC dos exons 2, 3,4, 5,7, 8,9, 10, 11 do gene TNFAIP2.
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Figura 13. Analise do conteudo GC dos exons 7, 11, 14, 15, 16 do gene PLA2G4A.
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Figura 14. Analise do conteido GC dos exons

6 7, 9 do gene CTSC
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Tabela 4. Delec¢des preditas que causam prematuras proteinas truncadas.

LEMOS RR, 2009

Tamanho da

Codigo ESTs Posi¢do do gene  Variagdo proteina

c.[452_457delTGGGGA]
ECE Isoforma A Gly Glu 139 _140del
BF035953 Exon 2 Incorporacdo de Frameshift 141aa
ECE Isoforma C c.[618delT]

BU568980 Exon 3 Ser194Pro Incorporagdo de Frameshift 195aa
c.[1134delG]

AA844606 TNFAIP2 / Exon 4 Arg335del Incorporagdo de Frameshift 338aa

BG831039 TNFAIP2 / Exon 7 c.1468delC 446aa
c.1695delC

AA464440 TNFAIP2 / Exon 9 His522del Incorporagdo de Frameshift 525aa
€.658delC

BI828133 CTSC / Exon 6 Alal87del Incorporagio de Frameshift 200aa
c.654 655delAC

BI520194 CTSC / Exon 6 Thr186del Incorporagdo de Frameshift 192aa
c.661delC

BE789469 CTSC / Exon 6 Thr188del Incorporagdo de Frameshift 200aa
€.661delC+690delC

BG430120 CTSC / Exon 6 Thr188del Incorporagdo de Frameshift 201aa
c.617delC

BG433205 CTSC / Exon 6 Phel74del Incorporagdo de Frameshift 175aa
c.617delC

BES870710 CTSC / Exon 6 Phel74del Incorporagdo de Frameshift 175aa
¢.658delC +677_683delTGGAC

BQ224700 CTSC / Exon 6 Alal87del Incorporagio de Frameshift 201aa
c.651delT

BF130367 CTSC / Exon 6 Thr185del Incorporagdo de Frameshift 200aa
c.617delC

BG432521 CTSC / Exon 6 Phel74del Incorporagdo de Frameshift 175aa
c.926delA

CD612875 CTSC / Exon 8 Asn276del Incorporagdo de Frameshift 283aa
c.882delU

BE785436 CTSC /Exon 8 Phe261del Incorporagdo de Frameshift 266aa
c.882delU

BE874132 CTSC /Exon 8 Phe261del Incorporagdo de Frameshift 266aa
c.901delA

AL569316 CTSC / Exon 8 Arg270del Incorporagdo de Frameshift 237aa
c.931delC

AL542222 CTSC /Exon 8 Pro281del Incorporagdo de Frameshift 283aa
c.931delC

BX399933 CTSC /Exon 8 Pro281del Incorporagdo de Frameshift 283aa
c.931delC

BG542865 CTSC /Exon 8 Pro281del Incorporagdo de Frameshift 283aa
€.924 925delCA + 931 _932delCA

BX357941 CTSC / Exon 8 Asn276del Incorporagdo de Frameshift 283aa
c.925_931delAACAATT

BE542347 CTSC /Exon 8 Asn276del Incorporacdo de Frameshift 283aa
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Tabela 5. Adicionais polimorfismo no gene TNFAIP2.

Localizagio Variagoes preditas de nucleotideos em Variagoes preditas de aminoacidos. fs: frameshift ESTs
seqiiéncias codificantes e ndo codificantes
Exon 1 79delU (3’UTR) W33183
Exon 2 ¢.[851delC + 870delG] Aladel241 fs AAB54458
c.[919 920CC>TG + 922 925delTGGC] Ala>Val263+V264del fs CD622344
Exon 3 ¢.1050delC Leudel307 fs AATT2252
c.1064delG Arg311 del fs AW628453
¢.1072_1074delGAC Arg314del BI914269
Exon 4 c.1134delG Arg335del fs and Stop Introduction in position
338aa AA844606
c.[1179 _1180delCA+1200delC] GIn350del fs AATT72250
Exon 5 ¢.1250delC Lys374del fs AATT2252
Exon 7 c.1449delT Trp440del fs BG119828
c.1468delC Stop Introduction in position 446aa BG831039
c.1517delT Phe462del fs BI836898
Exon 8 c.1594delC Pro488del fs and Stop Introduction in position
498 BI836898
c.1594delC Pro488del fs and Stop Introduction in position
498 BI335568
c.1664delC Cys512del fs BG685187
Exon 9 c.1743delC Leu538del fs BF094358
¢.1760delC Glu544del fs CD622342
c.1760delC Glu544del fs BG119828
¢.1695delC His522del fs and Stop Introduction in position
525aa AA464440
¢.1763_1766delGCAG Glu544del fs BF869291
¢.1790deldelC Leu553del fs BE272545
Exon 10 c.1858delC Pro576del fs AA464440
c.1901delC Ser591del fs BQ689075
c.1901delC Ser591del fs CD622342
¢.1902_1903delCA Ser591del fs BMO048080
Exon 11 2550delG  3’UTR ATI923266
2698 2702delGCCCC (3’UTR) AI923340
2854delA  (3’UTR) AI923367
2898delC  (3’'UTR) AI923255
3191delT (3’UTR) AI923339

LEMOS RR, 2009
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Tabela 6. Adicionais polimorfismo no gene CTSC.

Localizagio Variagoes preditas de Variagoes preditas de aminoacidos EST
nucleotideos em seqiiencias Fs: frameshift
codificantes e ndo-codificantes
Exon 5 c.556C>T Thr1531le T80468 N90454 CD612872 BE871289 Al142867
DC340683 H16271 DR156420 DN996331
DB244390 DB196895 DB245024 DB120476
DB115585 DB008884 DB104620 DB202570
DB001198 DB048722 DB002568 DB017611
DB109259 DB190678 DB065329 DB206754
DB244451 DB017391 DB009972 DB202850
DB019403 DB018447 DB013058 DB245891
DB201696 DB198066 DA906812 DA471118
DA973428 DA468551 DA978532 DA537607
DA463330 DA462473 DA620324 DA922050
DA916851 DA468730 DA930865 DA838740
DAS838248 DA748990 DA469513 DA999787
DA998811 DA978713 DA977616 DA977533
DA943286 DA931925 DA916892 DA838189
DA838010 DA821487 DAS819529 DA814459
DA751910 DA751789 DA746327 DA673459
DA665905 DA656633 DA624613DA621226
DA471601 DA471211 DA470411 DA470337
DA469786 DA469624 DA468254 DA467063
DA466428 DA466391 DA466216
Exon 6 ¢.620delT Phel74del e Stop introduzido na posi¢éo 175aa BE873741 BI091624 BE620461 BG329993
BE730063 BE897210 BG541659 BI194674
Exon 6 ¢.658delC Alal87del fs e Stop introduzido na posi¢ao 200aa BI828133
Exon 6 c.654 655delAC Thr186del fs e Stop introduzido na posi¢do 192aa BI520194
Exon 6 c.661delC Thr188del fs e Stop introduzido na posi¢do 200aa BE789469
Exon 6 c.661delC + ¢.690delC Thr188del fs e Stop introduzido na posigdo 201aa BG430120
Exon 6 c.617delC Phel74del e Stop introduzido na posicdo 175aa BG433205
Exon 6 c.617delC Phel74del e Stop introduzido na posi¢éo 175aa BEg&70710
Exon 6 ¢.658delC
+677_683delTGGAC Alal87del fs e Stop introduzido na posig¢do 201aa BQ224700
Exon 6 c.651delT Thr185del fs e Stop introduzido na posigdo 200aa BF130637
Exon 6 c.617delC Phel74del e Stop introduzido na posi¢do 175aa BG432521
Exon 6 c.634delA BE903556
Exon 6 c.722_724delCAG Ser209del BE785703
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Exon 6
Exon 6
Exon 7
Exon 7
Exon 7
Exon 7
Exon 7
Exon 7
Exon 7
Exon 7
Exon 7

Exon 8
Exon 8
Exon 8
Exon 8
Exon 8
Exon 8
Exon 8

Exon 8
Exon 8
Exon 8
Exon 8
Exon 8

Exon 8
Exon 8

¢.720delC
¢.713_717delTGGTG
¢.784delT +833delT
¢.763delC

¢.804delG
c.812_816delAAATG
¢.784delT +790delT
¢.784delT +790delT
c.814delA

¢.780 781delAT + ¢.823delG
¢.833delT

¢.926delA

c.882delU

c.882delU

¢.901delA

¢.931delC

¢.931delC

¢.931delC

c.924 925delCA+

931 932delCA

¢.944delT

¢.953delT

c.925 931delAACAATT
¢.924delC

+931delC+938 939delAG
¢.906_908delCGA
¢.924delC +931delC+943delC

His208del fs
Ser205del fs
Leu229del fs
Ala222del fs
Asp236del fs
Arg238del fs
Leu229del fs
Leu229del fs
Asn239del fs
Ile228del fs

Phe245del fs

Asn276del fs e Stop introduzido na posigio 283aa
Phe261del fs e Stop introduzido na posi¢ao 266aa
Phe261del e Stop introduzido na posi¢do 266aa
Arg270del fs e Stop introduzido na posi¢do 237aa
Pro281del e Stop introduzido na posigdo 283aa
Pro281del e Stop introduzido na posigdo 283aa
Pro281del e Stop introduzido na posigdo 283aa

Asn276del fs e Stop introduzido na posicdo 283aa
GlIn286del fs
Val290del fs
Asn276del fs e Stop introduzido na posi¢do 283aa

Asn276del fs
Ala269del + Arg279Gly
Asn276del fs

BI859911
BM908005

BI091624

BG284981

BX338304

BQ877745

BE876057

BE874132

BX335972

BX378078

BG179480 BF130637 BE788584
BE730063 AU124334 DN999234
CD612875

BE785436

BE874132

AL569316

AL542222

BX3999933

BG542865

BX357941
BX417634
AL517809
BES542347

BX338737
H04403
AL551578
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Tabela 7. Adicionais polimorfismo no gene ECE 2 Isoforma A e C.

Localizagdo Variagdes preditas de nucleotideos em seqiiéncias Variagoes preditas de aminodcidos. fs: frameshift ESTs
codificantes e ndo codificantes

Exon 1/ISO A c.101_102delCG Glu22del fs AL520954
c.140delC Asp35del fs e Stop introduzido na posig¢do 52aa BG483855

Exon 2/ISO A c.[247delC +470_478del GACCGTGTC] Leu 117 del fs DA732003
c.354_357delCAGC GIn106del fs AL520953
c.452 457delTGGGGA Gly Glu 139 140del e Stop introduzido na posi¢do 141aa BF035953

Exon 15/1SO A c.1845delC Arg603del fs BF511209
c.1851delG Ala605del fs AW341249
¢.2019delCAGC GIn661del fs AA44831

Exon 22/1SO A [3073delT + 3099delG +3130delG+3140delC] 3°UTR H46357

Exon 3/1ISO C 956 _958delTGA 3’UTR BG219927
¢.[804delC] + 837delC+851delC+869 870delTC Tle253del fs BI196548
¢.576delC His180del +194 Stop Codon BI199326
¢.576delC His180del +194Stop Codon BG336695
c.[801delC] + 829 _830delCT Leu255del fs BI761287
c.795_780delTAAGT Leu250del fs BU188747
¢.738_743delCTCCCA Pro Pro 234 235 del CR997279
¢.[699delC+717delC+739delC+746delC+
780delG+784 785delTC] GIn221del fs BE797471
¢.[699delC+723delC+746delC+754delT) GIn221del fs BF316745
¢.578delC Phe181Phe 182Arg>Gly fs DA732003
¢.578delC Phel181Phe 182Arg>Gly fs BG498979
c.621delC Stop codon 195aa BE787675
c.[621delC+623delG] Stop codon 195aa BG483855
c.618delT Ser194Pro e Stop introduzido na posi¢do195aa BU568980
¢.706delC Ala223del BE263969
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Tabela 8. Adicionais polimorfismo no gene CXCR4 isoforma B.

Localizagdo Variagdes preditas de nucleotideos em seqiiéncias codificantes e~ Variagdes preditas de aminoacidos. fs: ESTs
ndo codificantes frameshift

Exon 2b c.[237_239delATC + 629 _630delTG] Ile48del + Ser>Arg178 fs BI819797
€.656_660delCCGCT Argl88del fs +200 Stop codon CDY87769
¢.[802_803delAG + 854 857delGCCT] Lys236del fs B1754094
c.[853 855delTGC + 871 _873delTCA ] Leu253del + I1e259del CD389217
¢.[9856delC +860_865delCTACAT +866T>C] Leu253del fs BQ718617
c.885_889delTTCAT Phe264del fs BI762229
c.901 902delTC Ile269del fs + 274 Stop Codon BX418530
¢.[989delC + 1016delC] Pro>Pro299 fs +308 Stop Codon BX421511
.975delC His294del fs + 296 Stop Codon BX353253
c.1142delT His350del fs BI821693
c.377 384delGTCTGGGAC Ser30del fs +47 Stop Codon CD251240
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