REVISTA PORTUGUESA DE ENDOCRINOLOGIA, DIABETES E METABOLISMO | 2007 | 01 Artigos Originais

19 ...

Impressdo Genomica na Sindrome
Metabolica de Prader-Willi

MC Rosamond Pinto'?, R Magalhdes-Faria®, DM Pinto?, IP Maia®, R Moya®

!Genética Humana. Professora Universitaria. Faculdade de Medicina de Lisboa.

2Departamento de Endocrinologia e Metabolismo. Divisdo de Biologia Molecular. Research Professor. Universidade de Miami (USA).
3Servico de Endocrinologia. Hospital Curry Cabral. Chefe de Servico; Lisboa.

“Investigador. Centro de Genética Humana; Lisboa

SFaculdade de Farmacia. Discente Estagiaria. Universidade Luséfona de Ciéncias e Tecnologia; Lisboa.

SDepartamento de Biologia Celular e Molecular. Faculdade de Ciéncias e Tecnologia. Investigador Doutorando. Universidade de Coimbra.

Correspondéncia:
Professora Doutora Maria Cristina Rosamond Pinto » Genética Humana > Rua Amilcar Cabral, 21 — R/C H - 1750-018 — Lisboa
Telefone: 217 581 029. E-mail: genetica_medica@hotmail.com

RESUMO

As sindromes de Prader-Willi e Angelman (AS) sdo caracterizadas por alteragdes do desenvolvimento
neuro-metabdlico causadas pela perda da funcdo e expressdo de genes impressos ao nivel paterno
(PWS) ou materno (AS) do cromossoma 15q11-13. A delecédo paterna 15gq11-q13 é encontrada em
aproximadamente 70% dos doentes com PWS, enquanto que 25% apresentam disomia uniparental
materna (UPDm) no cromossoma 15, e, 2 a 5% defeitos relacionados com impressdes gendmicas
aberrantes. Recorrendo a métodos de citogenética classica e molecular, assim como a estudos de
metilacdo do ADN, os autores tiveram como objectivo correlacionar os conhecimentos clinicos e
moleculares nesta sindrome especifica. Constatou-se pela analise de fluorescéncia por hibridizacdo
in situ (FISH), que todos os doentes estudados possuiam delecdo 15q, encontrando-se igualmente
alterado o padrado de metilacdo do ADN, confirmando-se, desta forma, a existéncia de isodisomiase
parental. Em conclusdo, as alteracdes estruturais do cromossoma 15 podem modificar a metilacdo
do ADN, com uma traducdo significativa do processo da impressdo genémica PWS e consequente
influéncia nas manifestacdes clinicas desta sindrome.
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SUMMARY

The Prader-Willi (PWS) and Angelman (AS) syndromes are characterized by neurometabolic development
disturbances inherited by the lost of the function and expression of imprinted genes at the paternal
(PWS) or maternal (AS) level of the 15q11-13 chromosome. A paternal 15q11-q13 deletion is found in
approximately 70% of patients with Prader-Willi syndrome, while 25% have uniparental maternal di-
somy (mUPD) 15, and the remaining 2% to 5% have defects related to the aberrant genomic imprinting.
Accessing the methodology of the cytogenetic and molecular techniques, as well as DNA methylation
analysis, the authors aimed to correlate the clinical and scientific knowledge of the PWS entity. The results
of the fluorescent in situ hybridization (FISH) and DNA methylation tests showed that all the studied
patients had a 15q deletion and the abnormal methylation pattern, confirming the parental isodisomy
existence. In summary, a 15 chromosome structure disturbance can modify the DNA methylation pat-
tern with an important PWS genomic imprinting translation and a subsequent influence on the clinical
manifestation of this syndrome.

KEY-WORDS
Prader-Willi Syndrome (PWS); Angelman Syndrome (AS),; Uniparental Isodisomy (UPD); Genomic
Imprinting; Chromosome 15q11-q13; Methylation.
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INTRODUCAO

A impressdo gendémica refere-se a modifi-
cacdo epigenética do ADN nuclear que conduz
a expressdo diferencial dos alelos maternos e
paternos durante o desenvolvimento embrio-
ndrio'2. As sindromes de Angelman (AS) e Pra-
der-Willi (PWS) constituem um modelo tnico
para o estudo da impressdo genémica®*S. As
caracteristicas fenotipicas da PWS incluem hipo-
tonia infantil ligeira, atraso mental, hiperfagia
com subsequente obesidade, hipogonadismo,
estatura baixa, algum dismorfismo facial e
por vezes, alteracdo do comportamento®. Estas
entidades (AS e PWS) clinicamente distintas
sob ponto de vista neurocomportamental e
de desenvolvimento podem ser diferenciadas
pela origem parental da subtracg¢do ou delecao
genética do cromossoma 15 na regiéo do seu
braco longo (15q11-q13)’. A delecdo materna
15q11-q13 conduz a AS, ainda que raras vezes
possa existir uma disomiase uniparental pa-
terna. A PWS resulta da perda da contribuigdo
parental desta mesma regido, quer por delecdo
paterna ou isodisomiase parental materna®.
A extensdo da regido subtraida é homogénea
em cerca de 70 a 80% dos casos de AS e PWS
que demonstram a delecdo 15q11-q13. Na AS,
cerca de 20-25% dos doentes tem uma heredi-
tariedade biparental da subtraccdo 15q11-q13
e ndo é possivel distinguir estes doentes dos
que tem uma isodisomiase uniparental (UPD)’.
Este facto deve-se a presenca de mutagdes na
regido génica 15q11-q13. Ha doentes com uma
PWS atipica aparentando algumas ou todas
as caracteristicas fenotipicas da PWS, mas nao
de uma forma moderada, na medida em que
tem uma hereditariedade biparental da regido
cromossomica 15q11-q13'°1112, Os doentes com
PWS atipica podem ser o resultado de mutagoes
conduzindo a expressdo aberrante de um ou
mais genes responsaveis por PWS, ou, alter-
nativamente, de mutagdes ndo geneticamente
ligadas'*!. Sabe-se que a metilagdo do ADN é
caracteristica de uma impressdo génica fun-
cional’>*¢. A microdissec¢do de clones mapea-
dos a 15q11-q13 tem permitido a deteccdo de
metilagées do ADN impresso, especifico a um
determinado progenitor. A regido cromossémica
15q11-q13 é meioticamente instavel, com uma
grande variedade de rearranjos citogenéticos,
incluindo dele¢des PWS, duplicacdes invertidas
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do cromossoma 15, duplicac¢des raras e até tri-
plicacdes da regidio 15q11-q13Y; tém sido ainda
descritas inversdes e translocagdes equilibradas
ou nao equilibradas'®1*2°21 Varias regides 15q
foram implicadas como predisponentes a estes
rearranjos cromossémicos, incluindo pontos de
clivagem proximais e distais a PWS?223:24, Esta
comprovada a existéncia de cépias de ADN
repetitivos na regido 15q11-q13. As delecdes cro-
mossomaticas “de novo” 15q11-q13 implicam
recombinagdes génicas nas unidades repetitivas
END (duplicdes) homodlogas, postulando-se
que a transicdo activa nas células germinais
facilita essas mesmas recombinagdes?. Neste
trabalho, os autores descrevem a aplica¢do da
citogenética classica, molecular e da tecnologia
do ADN recombinante, bem como de estudos
de metilacdo para uma melhor definicdo das
correlagdes clinicas/moleculares neste sindrome
de genes contiguos.

MATERIAIS E METODOS

Os doentes estudados, durante um periodo
de quatro anos, pertencentes a trés agregados
familiares distintos, tinham o fenétipo clinico de
PWS, com idades compreendidas entre os sete e
os quinze anos, sendo do sexo masculino. Exi-
biam algumas caracteristicas dismérficas, tendo
sido referenciados ao Centro de Genética, quer
por hipogonadismo, quer por excesso ponderal
BMI (Body Mass Index) > 30 kg/m?, com ingestdo
alimentar compulsiva. A citogenética cldssica
com recurso ao elevado poder de resolucdo, re-
velou em cerca de 50% dos 10 casos estudados,
alteragdes estruturais 15q11-q13 (resultados
ndo apresentados); Para a Fluorescéncia por
Hibridizacado in Situ (FISH), recorreu-se a sondas
YAC (Yeast Artificial Chromossome), segundo pro-
tocolos estabelecidos no Laboratério. Analisa-
ram-se pelo menos 10 metafases para detectar
a sonda, tanto no cromossoma normal como
nos cromossomas apresentando delecdo ou
duplicagao. As imagens foram obtidas a partir
de um microscépio de epi-fluorescéncia Olympus
com equipamento Photometric CH250 acoplado
a um computador Apple Macintosh. As imagens
foram captadas em separado com filtro DAPI,
fluorescina e rodamina. Procedeu-se a detecgéo
das sondas marcadas com biotina bem como
com avidina marcada com fluorescina. A de-
teccdo das sondas marcadas com digoxigenina
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FIGURA 1 - Dele¢des mais prevalecentes no cromossoma 15q11-q13 em doentes com PWS ou AS, evidenciando-se os microclones na

proximidade dos pontos de clivagem (linhas em zig-zag). Os circulos referem-se aos genes e marcadores relevantes. A parte subjacente do

diagrama mostra a localizagéo dos YACS (Adaptado com autorizagéo de Gottlieb, W — Universidade da Florida, Gainsville).
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foi efectuada com anti-digoxigenina marcada
com fluorescina ou anti-digoxigenina marcada
com rodamina. Os estudos de metilacdo fize-
ram-se a partir de ADN isolado dos leucdcitos
do sangue periférico dos doentes, progenitores
e controlos normais, segundo métodos padro-
nizados, aplicados igualmente a hidroélise do
ADN, transferéncia Southern e hibridizacéo
das sondas. A presenca ou auséncia de delecdo
15q11-q13 foi determinada pela combinagédo de
estudos de fragmentos de restricdo polimérfica
e estimativas quantitativas do ADN doseado
a partir da densitometria laser. Para a andlise
da disomiase uniparental, recorreu-se a sondas
repetitivas mapeadas a regido telomérica 15q.
A detec¢dio de polimorfismos foi feita com as
seguintes endonucleases de restricdo: D15518/
Bglll, D1559/Scal, D15S11/Rsal, D15513/Taq],
Msp1; D15S12/Scal, D15S86/Alul. O doseamen-
to dos loci 15q11-q13 fez-se por densitometria
laser. As sondas PW (D15S59 e outras) obtive-
ram-se a partir da microdissec¢do leucocitaria
de clones mapeados a 15q11-q13. A metilacdo
do ADN foi analisada por hidrélise de 10 pg
de ADN leucocitario com EcoRI ou Hind III, e
posteriormente com a endonuclease de restricao
Hpall que reconhece as sequéncias 5’-CCGG-
3’ ndo se observando hidrdélise nas citosinas
metiladas.
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RESULTADOS

A andlise FISH com o clone YAC (YAC 264
A1l) revelou delecdo 15q nos doentes estudados
(figs. 2 e 3). O sinal de hibridiza¢do nas pre-
paracoes FISH mostrou-se diminuido de uma
forma consistente em um dos cromossomas
homoélogos estudados. Sendo os YAC’s relati-
vamente extensos (cerca de 125 kb), os sinais
de hibridizacdo nos nucleos em interfase tém
propensdo a serem difusos, observando-se sinais
relativamente discretos (conquanto oferecam
uma triagem mais rapida e possibilitem uma
sequéncia ordenada por FISH multicolor a partir
da regido centromérica com mapeamento entre
duas sondas flanqueadas), dai a razao de se
apresentar a FISH aplicada aos cromossomas
em metafase. Os proposita com caracteristicas
fenotipicas PWS resultantes de uma pequena
subtraccdo 15q11-q13 definiram dele¢des para
as sondas D1589 e D15S11 (figs. 2 e 3). Os pro-
genitores maternos evidenciavam também a
mesma delecdo. A transmissdo materna desta
delecdo para os descendentes estaria na base
do quadro clinico PWS. O locus D15S9 que co-
difica o gene da protease zinco ZNF127 tem o
seu padrao de metilacdo alterado nos doentes
PWS. A fig. 4 demonstra o progenitor paterno
(I6culo 1) de um dos agregados familiares,
com um padrdo de metilacdo normal; o 16culo
2, apresentando igualmente um padrao de
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FIGURA 2 - Fluorescéncia por Hibridizacao in situ (FISH) aplicada a
placa metafésica de um dos doentes — A seta a cheio evidencia o

cromossoma com delecdo 15q11-q13.
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FIGURA 3 — Fluorescéncia por Hibridizagao in situ (FISH) — Cromossomas
PWS em metafase. A seta ndo preenchida indica a delecdo 15q11-q13;

a seta a cheio demonstra a presenca do cromossoma 15 normal

FIGURA 4 - Estado de metilacdo no locus D1559 (Gene ZNF127) dos doentes com PWS. Léculo 1 e 2 padrdo de metilagcao normal de um

progenitor paterno e materno, respectivamente; nos léculos 3 a 5 dos seus descendentes, observa-se um padrao de metilacao anormal;

I6culos 6, 7 e 8, evidenciam metilagdo anormal tanto no progenitor materno (6), como nos seus filhos (7 e 8); no léculo 9 (doente PWS)

a reducdo da banda 3,5 kb é compativel com o padrdo do progenitor materno (10), traduzindo também uma isodisomiase parental. A

esquerda encontram-se referenciados os pesos moleculares dos fragmentos de ADN em kilobases.

1 2 3 4 5

metilacdo normal, corresponde ao progenitor
materno do mesmo agregado, demonstrando
esse mesmo progenitor um fendtipo PWS. No
entanto, o ADN do locus ZNF127 encontra-se
alterado nos seus descendentes afectados (16-
culos 3 a 5). No l6culo 6 (progenitor materno
de outro agregado), observa-se uma reducdo
da banda 4,3 kb. O fendmeno de impressdo
génica materna é bem visivel nos l6culos 7 e
8, correspondentes aos respectivos descenden-
tes. No l6culo 9, referente a outro doente PWS
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é igualmente visivel a redug¢do da banda 3,5
kb com um padrdo sobreponivel ao seu pro-
genitor materno (16culo 10). Os léculos 7, 8 e
9 correspondentes a um doente classico e dois
PWS clinicamente atipicos, demonstram uma
hereditariedade uniparental ZNF127, traduzin-
do metilacdo no respectivo locus. Em resumo,
o0 locus D15S9 (gene ZNF127) revelou o padrdo
de metilacdo dos doentes estudados, detectando
igualmente a impressdo da metilacdo especifica
do progenitor materno.
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DISCUSSAO

E sabido que as sequéncias repetitivas ho-
mologas nas regides proximais e distais, nas
quais os doentes PWS demonstram agregados
de clivagens, sdo responsdveis pela subtracgao
ou delecdo cromossomadtica. Estd comprovada
a existéncia de copias de ADN repetitivo na
regido 15q11-q13. Estes segmentos duplicados
do genoma tém sido designados de “duplicdes”
(END), distinguindo-se dos segmentos repetiti-
vos ao longo do genoma humano. As delecdes
cromossomaticas 15q11-q13 “de novo” dupli-
cam recombinac¢des génicas nas unidades re-
petitivas END homélogas, postulando-se que a
transcri¢do activa nas células germinais facilita
essas mesmas recombinacgdes. Efectivamente,
as sequéncias repetitivas END derivam numa
perspectiva evolutiva a partir da duplicagdo
gendmica de genes ancestrais unicos localizados
distalmente ao ponto de clivagem PWS/AS?%,
As sequéncias repetitivas END sdo activas sob
o ponto de vista da transcricdo, e, desta forma,
directamente implicadas no ndo alinhamento
das cromatides do cromossoma 15 durante a
meiose. Tal facto permite uma recombinagéao
homoéloga entre as unidades repetitivas END
proximais e distais que geram as dele¢des mais
frequentes na PWS. Da mesma forma, idéntica
situagdo estd associada a algumas duplicacdes.
Finalmente, tendo sido observadas delecdes
159q11-q13 tanto intra como inter-cromosso-
maticas, uma extensa ansa cromatinica de
cerca de 4 mb (megabases) seria, desta forma,
responsavel pela insercdo das sequéncias repe-
titivas END nos fenémenos intra-cromossoma-
ticos (intra-meidticos)?’. Os genes responsaveis
pelos fenétipos AS e PWS estdo mapeados a
loci distintos. Os estudos efectuados confirmam
que as alteragdes estruturais do cromossoma 15
podem afectar a metilacdo do ADN ao longo
de loci numa extensdo de vdarias megabases.
A modificagdo na impressdo da metilacdo do
ADN em loci distantes dos rearranjos cromos-
somicos dos doentes PWS investigados sugere
mecanismos semelhantes aos efeitos posicionais
da drosophila, regulagdo génica defeituosa nas
translocag¢des em varios cancros humanos,
alastramento da inactiva¢do génica em trans-
locac¢des autossomicas e translocacdes sexuais?.
As alteragdes caracteristicas do cromossoma 15
nos doentes PWS podem levar a uma rotura

© 2007 - SOCIEDADE PORTUGUESA DE ENDOCRINOLOGIA, DIABETES E METABOLISMO

do local de conformacdo cromatinica que pelo
seu lado, podera alterar “de novo” ou manter
a metilagdo do ADN em loci distantes da alte-
ragdo cromossomatica em causa. As modifi-
cagdes na metilacdo parecem ocorrer em loci
com um padrdo parental especifico. E curioso
notar que nos casos apresentados, o fenémeno
de impressdo génica é atribuivel ao progenitor
materno ao contrario da disomiase uniparen-
tal paterna, descrita mais frequentemente no
PWS. Geneticamente, a alteracdo do padrdo da
metilagdo normal dos proposita € significativo
e reprodutivel, embora no primeiro agregado
familiar estudado, o progenitor materno tenha
um padrdo de metilacdo normal, sugerindo a
existéncia de outros genes proéximos da regido
deleccionada, que, ndo se encontrando impres-
sos, necessitem de um expressdo bialélica®. O
processo de impressdo génica poderd ser me-
lhor clarificado a partir de outros doentes com
fenotipos ou manifestacdes clinicas distintas
das descritas neste estudo. A impressdo do
ADN metilado parental encontra-se também
alterado noutros loci que ndo os estudados e
em descendéncias com delecdes néo detectaveis
ou ndo evidenciando disomiase uniparental®s.
Em conclusdo o resultado da delecdo materna
15q11-q13 nestes doentes difere da PWS tipica
com delecdo cromossémica paterna, implican-
do uma inactivag¢do parcial estocdstica de genes
importantes para esta sindrome!2.
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