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Pensamento

Todos os caminhos conduzem ao mesmo objetivo: aman@®S outros o que SOMos.
Devemos atravessar a soliddo e a dificuldade, damento e o siléncio, a fim de
chegar ao local encantado onde podemos dancar ndasga desajeitada e cantar
nossa can¢do melancolica - mas nessa danca ou ©assao sao cumpridos os ritos
mais antigos de nossa consciéncia, na percepc¢aearos humanos e de crermos em

um destino comum.

Pablo Neruda, 1971
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RESUMO

Fenilcetondria (PKU) € uma doenca autossémica se@saracterizada pela
deficiéncia da enzima fenilalanina hidroxilase (BAMutacdes no gene da PAH séo
responsaveis por PKU e uma grande heterogeneidigidm= @ observada em pacientes
em todo o mundo. Até o momento, mais de 500 difesealteracdes no geRPAH sao
encontradas n®®AHdh A maioria dessas mutacdes sdo raras e/ou espscifias
populacdes estudadas. O espectro de mutacOes desPkpacientes do sul do Brasil
foi definido anteriormente e 6 mutacdes (IVS2+5GpA65T, p.R261X, p.R261Q,
p.R408W e IVS12+1G>A) foram identificadas como msaveis por 63,6% dos alelos
mutantes. Este trabalho apresenta uma estratégpadeano sistenieagMarf (Applied
Biosystems para uma identificacdo rapida e especifica dasagbes listadas acima.
Esta estratégia foi aplicada a uma amostra populakique anteriormente foi
caracterizada por diferentes técnicas. Os testatranam-se altamente sensiveis e sdo
potencialmente aplicaveis a identificagdo de araesde sangue impregnadas em papel

filtro, podendo ser utilizados na triagem neonatal.

Palavras-chave: analise molecular, mutacédo, PkteraaTagMar?



ABSTRACT

Phenylketonuria (PKU) is an autossomal recessiweadie characterized by
phenylalanine hydroxylase (PAH) deficiency. Mutasoin the PAH gene are
responsible for PKU, and an extensive allelic logeneity was observed in patients
worldwide. Up to date, more than 500 different r@te®ns can be found in PAHdD, the
majority being rare mutations and/or specific tgemetic background. Our group was
able to define mutation spectrum in PKU patientSauthern Brazil, and identified six
mutations, named [IVS2+5G>C, p.I65T, p.R261X, p.RR61p.R408W and
IVS12+1G>A, that are responsible for 63.6% of mutleles. This work introduced a
strategy, based in the TagMaBystem (Applied Biosystems), for a fast and specif
identification of the above mutations. This strgtegas applied to a sample population
that was previously characterized by different téghes. Assays were shown to be
highly sensitive and are potentially applicableblood spots in order to be used in

neonatal screening.

Key words: molecular analysis, mutation, PKU, Tagflaystem
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1. INTRODUCAO

1.1. Historico

A Fenilcetonuria (PKU) foi identificada devido adma incessante de uma mée para
saber a causa do retardo mental de seus dois #lhas espirito empirico de um cientista
noruegués chamado Asbjorn Folling que, em 1934ntiftou a presenca do acido
fenilpiravico na urina desses pacientes e o retaziocom o retardo mental (Centerwall and
Centerwall, 2000). Na época, a doenca foi denonair@igjofrenia fenilpirivica, passando a
ser conhecida como PKU em 1937, quando Penroseasté)assim a denominaram para
associar ao fenotipo metabolico (Penrose and Quasty).

Em 1947, Jervis demonstrou que a doenca era caypsadam erro metabodlico na
oxidacdo da fenilalanina em tirosina e, em 1958e @sesmo pesquisador descreveu que 0S
pacientes fenilcetonuricos apresentavam uma irg@ovala enzima fenilalanina hidroxilase
(PAH). Foi também em 1953, que Bickel e colaborasl@miciaram estudos sobre os efeitos de
uma dieta pobre em fenilalanina em uma criancaoite ahos portadora da doenca (Bickel
al., 1953). Mais tarde, o tratamento de outros paesepermitiu verificar que a restricdo
alimentar precoce da fenilalanina evitava o retangmtal. PKU tornava-se a primeira doenca
hereditaria a ser tratada (Scriver and Kaufman,1p0Blos anos 70, foram observados
pacientes com hiperfenilalaninemia (HPA), porém geficiéncia da enzima PAH. Desta
forma, foram descobertas desordens em enzimasvéa®Iina sintese e na reciclagem do co-
fator de PAH, denominado tetrahidrobiopterina gBtKaufmanet al, 1975; Niederwiesest
al., 1979). Na década seguinte, o gene da PAH hunmnmadpeado no cromossomo 12 e
catalogado no GenBanRAH; GenelD: 5053; cDNA: U49897). Ja nos anos 90, ansércio

de analise de mutactes BAH (PAHdb phenylalanine hydroxylase locus knowdbage)foi
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constituido, registrando a analise de mutacfeswveesds populacdes humanas (Hoanhgl,

1996).

1.2. Fenilcetonuria

A PKU (abreviatura do inglé#henylketonuria € a desordem mais comum no
metabolismo dos aminoéacidos, apresentando incidémariavel nas populacdes, sendo
bastante frequtiente na Turquia (1:2.600 nascidassy® pouco frequente no Japao (1:120.000
nascidos vivos) (Scriver and Kaufman, 2001). A fie&xcia média de PKU em euro-
descendentes € de 1:10.000 nascidos vivos, porsafreriéncia estimada de heterozigotos
seria de 1:50 a 1:70 (Scriver and Kaufman, 2001).

A PKU (OMIM 261600) é uma hiperfenilalaninemia (HRAherdada de forma
autossbmica recessiva, do grupo de desordens demdoniErros Inatos do Metabolismo
(EIM). Essa doenca se caracteriza pela deficiétatal ou parcial da enzima fenilalanina
hidroxilase (PAH; E.C. 1.14.16.1), a qual é codifia pelo gene fenilalanina hidroxilase
(PAH) (Scriver and Kaufman, 2001).

HPA € o nome genérico dado a um conjunto de dessrgee levam ao aumento da
concentracdo de fenilalanina no sangue, causado gm@hprometimento da reacdo de
hidroxilagdo da fenilalanina para formar tirosiian humanos, esta reagcdo de hidroxilacdo
ocorre principalmente nos hepatdécitos e requeegsistes moléculas: a enzima fenilalanina
hidroxilase (PAH), o oxigénio, o substrato fenifatea e o co-fator tetrahidrobiopterina (BH

A grande maioria dos casos de HPA, em torno de @8%, associada a mutacdes no
gene PAH, porém, nos casos restantes, mutacdesloeinde pelo menos duas enzimas
envolvidas na sintese do co-fator fHde outras duas enzimas que regeneram o co-faisr a

a reacdo de hidroxilacéo ja foram descritas (Scend Kaufman, 2001).



+ :
HH 0 defeito enzimatico HH o

CH—C causa PKU o —cf
I / W,
[fenilalanina hidroxilase } tirosinase

= — —— = melanina

\ / \ / vérias etapas

fenilalanina tiro=ina oH
i transaminase
o .
e’
| tirosina
hidroxil ase
A
oo o
fenilpiruvato
| DOPA acido homogentisico
/
"
2H
) catecolaminas acetil Cof Fumarato
0% jﬁ
I
—H
H;

OH \ O—mz —c7 =0
fenil-lactato fenilacetato

Figura 1 — Rota de metabolizacdo da fenilalanina no organismdiumano.
(www.ciadaescola.com.br/zoom/materia.asp?materi@g=24

O passo inicial e limitante do catabolismo complddofenilalanina a C e agua é a
hidroxilacdo de fenilalanina para formar tirosirtam condicdes fisioldégicas normais, a
formacdao de tirosina utiliza 75% da fenilalaninadi(Scriver and Kaufman, 2001). Em casos
de deficiéncia da PAH, a fenilalanina pode ser bwizada por uma via alternativa, como
demonstra a figura 1, sofrendo inicialmente transagéo, para a formacao de fenilpiruvato,

seguida da sua conversao em outros compostos @mtdattato e fenilacetato. Os produtos



da via da fenilalanina transaminase séo excretaa@osina (Kaufman, 1993).

A fenilalanina € um aminoéacido essencial para shtesanos e sua conversdo em
tirosina € também a primeira reacdo para a sitesmelanina, molécula responsavel pela
pigmentacdo da pele e cabelos, e catecolaminas pore,sua vez, dao origem a
neurotransmissores, como a dopamina e a noradramali sistema nervoso e a adrenalina nas
glandulas supra-renais. Na deficiéncia de PAHsit@ passa a ser um aminoacido essencial e
deve ser obtido a partir da dieta alimentar (Scravel Kaufman, 2001).

O principal destino da enzima PAH mutante é a dizgg@ em qualquer estagio apos a
traducéo, resultado da perda de estabilidade. 930r PKU pode ser classificada como um

exemplo de doenca conformacional (Gregeetaai, 2001).

1.3. ManifestacGes Clinicas

A PKU apresenta uma grande heterogeneidade algdmdanto o efeito sobre o
fendtipo tem que ser avaliado em trés niveis: (@gridade e funcdo da enzima, (b)
concentracdo e homeostase da fenilalanina nos ofluidorporais e (c) funcdo e
desenvolvimento cerebral.

A principal manifestacao clinica de PKU em pacismi@o tratados € o retardo mental.
Embora a reacdo de PAH ocorra principalmente ramfigos danos causados pelo acumulo de
fenilalanina sdo observados no desenvolvimento ®imgio cerebral. Até o momento nédo é
conhecida a forma de ag¢édo deste acumulo, mas pbmsivte 0 dano estaria envolvido nas
trés seguintes hipdteses, (a) deficiéncia de tieosb cérebro, (b) distribuicdo de metabdlitos
da fenilalanina no cérebro e (c) efeito da fenilada nos processos neuroquimicos. Apos
varias pesquisas, a Unica comprovacdo que se temeéo acumulo da fenilalanina é

necessario para o dano cerebral, mas talvez n&b ®epuficiente para explicar a
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neurotoxicidade (Scriver and Kaufman, 2001).

A grande maioria dos pacientes, tratados ou n&o,ctano caracteristica principal a
falta de pigmentacdo da pele e dos cabelos, apagsienum fendtipo mais claro que seus
irmaos nao afetados (Scriver e Kaufman, 2001). &88utnanifestacdes clinicas descritas em
pacientes ndo tratados sdo eczema, epilepsia, lséesy problemas na postura e na marcha,
urina com odor de urina de “rato” (Paine, 1957)rAldisso, pacientes ndo tratados podem
desenvolver microcefalia e anomalias comportamer{téaye and Committee on Genetics,

2006).

1.4. Proteina PAH

O nome oficial da PAH é fenilalanina-4-mono-oxigemacom funcédo de oxi-redutase.
Essa proteina é constituida por 452 aminoacidosgsaptando-se na forma tetramérica
guando ativa e dimérica em seu estado inativo (futel, 1998). Cada mondémero da PAH
apresenta trés dominios: o regulatorio, o catalisgco de tetramerizacdo (Erlandsen and
Stevens, 2001).

O dominio regulatério € formado pelos residuos12, apresentando uma sequéncia
interna de auto-regulacédo. Os residuos 143 a 4h@afo o dominio catalitico. Nessa regiao
ocorre a ligacdo de uma molécula de ferro e demid8éculas de dgua, formando um centro de
ligacdo ao co-fator natural BHJa o dominio de tetramerizacdo abrange os resiilb a
452. Esse dominio é responsavel pela conformag@of@anar um tetrdmero intacto da PAH
e proporcionar um centro de interacdes com os suim® monomeros (Erlandsen and

Stevens, 2001).



Figura 2 —Modelo tetramérico da fenilalanina hidroxilase O dominio regulatério
esta representado em laranja, o dominio catakstéd representado em cinza, e o0 dominio de
tetramerizacdo esta representado em azul. (A) Mistatal. (B) Vista lateral. (C) Vista
superior (Erlandsen and Stevens, 2001).

A atividade catalitica da PAH é o principal mecarosde regulacdo da homeostase da
fenilalanina no corpo humano e sua atividade élaggupela concentracdo de fenilalanina
(Kaufman, 1999). O papel regulatério da fenilalansobre a atividade de PAH pode ser
comprovado pela mudanca de concentracdo do coBatgra inibicdo da PAH é observada
na presenca de altas concentragcdes dg; BHr outro lado, em concentracdes altas de
fenilalanina, a PAH é ativada na mesma dosagendalta-fator (Okanet al, 2007).

Além disso, a PAH pode ser regulada por fosfordagtiiavés da via de sinalizacdo de
uma proteina quinase dependente de adenosina mstatofaiclico (AMPc) (Wretboret al,
1980; Kaufman, 1993). A regulacdo da PAH por fakfgéo e pelo substrato fenilalanina séo

possivelmente rotas sinérgicas para a ativacdométiza, tanto que o co-fator BH

desempenha um papel de efetor negativo para aifasém de PAH em concentracdes baixas



de fenilalanina. Possivelmente, a fosforilacdo daHPé estimulada por fenilalanina

(Doskelancet al, 1984).

1.5. GenePAH

O PAH estéa localizado no cromossomo 12, regido q22-qd4dsky et al, 1985),
sendo constituido por 13 exons. Este gene abrahgb 8e DNA gendmico e da origem a um
acido ribonucléico mensageiro (MRNA) maduro dekbh4Kwok et al, 1985). A sequéncia
nucleotidica completa do cDNA (Kwak al, 1985; Konecket al, 1992) e génica (Konecki,
PAHdR 2001) estdo no GenBank e RAHdh

O PAH é rico em marcadores polimoérficos intragénicos|uindo polimorfismos do
comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP) lxal® polimorfismos de nucleotideos
anicos (SNP), além de um grande namero de repstigdgandem(Kwok et al, 1985). Por
essas caracteristicasP@H apresenta multiplos haplétipos associados a difesemutacdes
gue causam a deficiéncia enzimatica (DiLellal, 1986).

A primeira mutacao identificada no gelRAH foi uma simples troca de base (G>A) em
uma regido deplicing no intron 12 (DiLellaet al, 1986). Essa mutacédo causa a delecdo do
exon 12 durante o processamento do mRNA, levanatadaicdo de uma proteina truncada
(Marvit et al, 1987). Desde entdo, varias mutacfes foram idsaddis no gend”AH,
totalizando mais de 500 alteragfes, até o momaéitim/(www.pahdb.mcgill.ca).

A analise molecular identificou um pequeno numexariitacdes como prevalentes; o
restante, que representa a grande maioria, sé® garfrequentes em populacbes especificas
(Scriver, 2007). Portanto, aproximadamente 75%a@s®s de PKU séo o resultado de duas
mutacOes diferentes, uma em cada alelo (ScriveKanéiman, 2001).

Os varios tipos de mutagdes identificadosPdH estdo disponiveis nBAHdbe estéo
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distribuidas da seguinte forma: mutacfes de semtmmado (61,47%); delecdes (13,53%);
mutacéo desplicing (11,47%); mutacdes silenciosas (6,02%); mutacomsseatido (4,89%);
pequenas insercdoes (1,88%) e outras (0,75%) (latgpy.pahdb.mcgill.ca acesso em
16/06//2008).

A maioria dos alelos patogénicos apresenta mutal@eentido trocado, causando erro
na traducao da proteina PAH. O comportamento cm&iiou a estabilidade da enzima PAH
pode categorizar, pelo menos, trés tipos de musagdprimeiro tipo envolve mutacdes que
afetam a estabilidade e a cinética enzimatica; gurso altera somente as propriedades
cinéticas da enzima; o terceiro afeta a estabiidiPAHIn vivo e in vitro, sem alteracdo da
cinética. De acordo com a estrutura tridimensia®lPAH, as mutacbes podem alterar os
residuos presentes: (a) no sitio ativo, (b) nagovegdo da estrutura protéica, (c) nos motivos
de interacdo de interdominios, (d) na interacdo @om-terminal e (e) nas regibes que
estruturam o dimero e o tetramero PAH (Erlandgeal, 2003).

Estudos de estrutura protéica e de expressao gémiwi&ro) tém sido realizados com o
intuito de caracterizar os alelos patogénicos. Asagbes sao classificadas de acordo com a
modificacdo na cinética e na estabilidade enzimdftatmarket al, 1997). A associacéo das
proteinas mutantes para formar o tetramero atipemtte da estrutura de cada proteina PAH
individualmente e da composicéo do tetramero (Lematal, 2006). Por isso, a deficiéncia
da enzima mutante (PAH) pode apresentar diversessnde severidade (Zschocke, 2003).

O rendimento e a atividade de determinadas pratel¥H mutantes podem ser
modulados por fatores externos, como temperatarai®o de moléculas do tipo chaperonas
(Gamezet al, 2000). Com a analise estrutural de alelos mutatePAH, foi demonstrado
gue o co-fator Bhl pode ter atividade de uma chaperona natural, ibgéadnlo a enzima
mutada (Erlandsen and Stevens, 2001). Essa casticeedo co-fator pode ser utilizada como

um agente terapéutico em certos genaétipos de PAlisados (Erlandsest al, 2004).



1.6. Diagnéstico de PKU

1.6.1. Diagndstico Sintomatico

A suspeita clinica de PKU ocorre somente quandgesuros primeiros atrasos no
desenvolvimento da crianca, podendo acarretar etagao, irritabilidade e a ocorréncia de
episodios de convulsao, além de outros sintomas/és@nd Kaufman, 2001). Sem a triagem
neonatal, PKU é raramente diagnosticada antes elssyeses de vida do paciente, pois 0
atraso no desenvolvimento mental s6 é percebido @@oimulo do metabdlito (Kaye and

Committee on Genetics, 2006).

1.6.2 Diagnostico Assintomatico

PKU € uma doenca metabdlica que deve ter diagodspiecoce, pois 0s

sinais/sintomas serao percebidos somente no cardoahca (Scriver and Kaufman, 2001).

1.6.3 Diagnostico Bioquimico

1.6.3.1 Triagem neonatal

A triagem neonatal de PKU, que €&, em geral, inaluid “Teste do Pezinho”, é o
primeiro passo para o diagnostico assintomatic®#ide. No Brasil, a PKU foi a primeira
doenca a ser rastreada em um trabalho realizaddABAE/SP no ano de 1976, sendo que a
triagem tornou-se obrigatéria em todo o territdraeional a partir de 13 de julho de 1990 (Lei

Federal n° 8.069 — Estatuto da Crianca e do Adetesy (Mariniet al, 2007).



Atualmente, o Sistema Unico de Saltde (SUS) é mnsspel pela triagem neonatal,
disponibilizando o teste para hiperfenilalaninemiasipotireoidismo congeénito,
hemoglobinopatias e fibrose cistica (Maenal, 2007).

Normalmente, fenilcetonuricos apresentam concedgsaplasmaticas de fenilalanina
normais ao nascimento, pois a mae depura a qudatiaamentada de fenilalanina do feto
atraves da placenta. Assim, os testes realizadasontento do nascimento podem demonstrar
resultado falso negativo. Portanto, a coleta dastnm@ara a realizacdo do teste deve ser
realizada entre o terceiro e o sétimo dia de vlan{ittee on Genetics, 1996). A triagem
neonatal de PKU pode ser realizada por diferentsdnlogias. O primeiro método utilizado
foi o semiquantitativo d&uthrie bacterial inhibition assagBIA) (Guthrie and Susi, 1963). A

coleta do sangue é realizada por impregnacao saaém papel filtro.

1.6.3.2 Analise Quantitativa

Resultados positivos de amostras coletadas namniagonatal devem ser confirmados
por métodos quantitativos, que apresentam maimitsikdade e especificidade (Scriver and
Kaufman, 2001). Entre eles, podemos citar a andlisgimétrica (McCaman and Robins,
1992), a espectrometria de massatandem(Chaceet al, 1993) e 0 método enzimatico
(Campbellet al, 1992), os quais podem ser utilizados para a nafdo e o monitoramento
da concentragdo de fenilalanina plasmatica doeptes (Scriver and Kaufman, 2001). Por se
tratar primariamente de uma hiperfenilalaninemraayossivel deficiéncia do co-fator BH

deve ser avaliada (Gduttler, 1980).
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1.6.4 Analise Molecular

A analise molecular, de uma forma geral, permiestudo genético das populacdes,
podendo demonstrar os tipos e as frequéncias deg@les em um determinado gene. O
conhecimento especifico da alteracdo génica prag@cuma série de informacdes
importantes (Scriver and Kaufman, 2001).

Os alelos da PKU podem ser analisados tanto pataches que causam a doenca
como para associacao de haplétipos polimérficosm@®dos utilizados incluen8outhern
blotting, analise de heteroduplex, conformacédo de polismodi de fita simples (SSCP),
digestdo com enzima de restricdo (RFLP), hibridizagom oligonucleotideo alelo-especifico,
além de outros (Cotton, 1993). O diagndstico de agtigs no PAH colabora no
aconselhamento genético para a familia, caso dsdwoes queiram saber precisamente a

alteracédo génica responsavel pela atividade enzarnadixa.

1.7. Tratamento

A PKU foi a primeira doenca metabdlica heredit@ma que a restricdo da ingesta do
substrato evita as terriveis consequéncias climoagistarbio (Scriver and Kaufman, 2001).
Esse tratamento pode ser efetuado por meio de ugtea @bm baixo teor de fenilalanina
(Bickel et al, 1953) e suplementada pela tirosina (Broueteal, 1977). O monitoramento
constante dos niveis sangiiineos de fenilalaninarénoipal parametro para evitar problemas
no tratamento. Pacientes bem tratados apresentaenwtdvimento intelectual normal ou
préximo da normalidade, dependendo da época dio idéictratamento. Quanto mais precoce

for a sua introducdo, melhor sera a resposta tetiap& Smith and Beasley, 1990).
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1.8. Caracterizacao molecular da PKU

Estudos de caracterizacdo molecular da PKU ja forealizados em diversas
populacdes. Esses estudos demonstraram um ampaotresple mutacdes com diferentes

freqUéncias entre as populacdes (www.pahdb.maill.c

1.8.1. Caracterizacdo molecular dos pacientes d¢chr® sul do Brasil

No nosso laboratorio foi realizado um estudo pdemtificar o espectro de alteracdes
no PAH em 23 pacientes com PKU ndo aparentados. Comdtasgsul7 mutacdes e 4
polimorfismos foram identificados, incluindo duasq8éncias variantes novas. Algumas
mutacBes comuns, identificadas previamente, conwIGbT, a p.R252W, a p.R261X, a
p.R261Q, a IVS10-11G>A, a p.V388M, a p.R408W, al¥E1G>A e a IVS2+5G>C, fazem
parte do espectro de variacbes encontradas nést® €Silvaet al, 2003). Além de encontrar
um polimorfismo novo (IVS12+15T>C), este estudo niffecou uma mutacdo nova
(1738G>T) (Silvaet al, 2003). A nomenclatura das mutacdes neste trabsdigne as
recomendacdes sugeridas internacionalmente (denebuand Antonarakis, 2000).

As alteracOes identificadas tém grande importapaia o estudo molecular da PKU

nesta populagéo.

1.8.2. Mutag0es frequentes

Mutagéo IVS2+5G>C
A mutagdo IVS2+5G>C esté localizada no nucleotid@68+5 do intron 2 do gene

PAH (Gulberget al, 1993) e se caracteriza pela transi¢cao de G paest@ mutacdo promove
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uma alteracéo neplicing e conseqiiente producdo de um mRNA maduro alteiadona
mutacdo severa, pois altera toda a traducao daipaoPAH (Jenningst al, 2000). O estudo
realizado previamente no nosso laboratério estebelauma freqiéncia de 9,8% desta

alteracao (Silvat al, 2003).

Mutacao p.I65T

A mutacdo p.I65T gera uma substituicdo de leucioatpeonina no codon 65 da
proteina PAH, causada pela transicdo de T para @osigdo 194 do cDNA, no exon 3 do
gene PAH (Johnet al, 1992). A modificacdo no dominio regulatorio datpina causa
aumento da degradacéo e agregacao da prateimna, ndo afetando o sitio ativo. A mutacao
p.I65T em gendtipo homozigoto ou heterozigoto pedear associada a PKU classica e
intermediaria, como também a HPA ndo-PKU (Jatnal, 1992). O amplo espectro de
fendtipos pode ser explicado pela natureza da otag qual se localiza em uma regidao de
regulacdo e ndo de catalise (Erlandsenl, 2003), e também pela diferenca na modulacao
dos niveis de proteina em cada individuo, que perdeapel crucial para a sintese aumentada
de proteina mutante (Watestal, 2000). Essa alteracdo € uma das mais frequeateyido
da Peninsula Ibérica (Rivers al, 1998; Desviaket al, 1999) e na Italia (Dianzamit al,
1995) e foi identificada como a mais frequente 349, (Silvaet al, 2003) na populacdo do

sul do Brasil.

Mutacdo p.R261X
A mutacdo p.R261X € caracterizada por uma transled® para T no nucleotideo 781
do cDNA, no exon 7 do ger®AH, onde a alteracdo génica provoca um coédon de g ¢t
codor) (Dworniczaket al, 1991). Por estar localizada no dominio catalitessa alteracéo

gera uma proteina truncada, com efeito deletéria paenzima PAH, gerando somente
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fendtipo de PKU classica (Jenningtsal, 2000). Essa mutacdo é bastante freqliente naregia
da Peninsula Ibérica (Rivers al, 1998; Desviaket al, 1999) e na Italia (Dianzamit al,
1995), apresentando uma frequéncia de 9,8% naggimtom PKU do sul do Brasil (Silea

al., 2003).

Mutacao p.R261Q
A mutacdo p.R261Q é causada por uma transicao @A no nucleotideo 782 do
cDNA, no exon 7 do genPAH, promovendo a substituicdo do aminoacido argimeka
glutamina no cddon 261 da proteina PAH (Tyfietdal, 1991). Esta alteracdo esta localizada
no dominio catalitico da enzima e pode ser encdatean fendétipos variantes de PKU até
PKU classica (Erlandsegt al, 2003). A mutacdo p.R261Q apresenta uma frequé@heiana
Suica (Eisensmitlet al, 1992) e é relativamente frequente na Italia (Paamnet al, 1995).
Em pacientes provenientes do sul do Brasil, nodestealizado no nosso laboratorio, essa

alteracédo apresentou uma frequéncia de 9,8% (&ilag 2003).

Mutacao p.R408W

A mutacdo p.R408W é caracterizada pela troca de @rpar uma T no nucleotideo
1222 da sequéncia codificante do géwéH, que causa a substituicdo de uma arginina por um
triptofano no residuo 408 da proteina PAH (DiLataal, 1987). A mutacdo p.R408W esté
localizada no dominio de tetramerizacdo da proteimesulta em fendtipo classico de PKU
(DiLella et al, 1987). A alta freqiéncia dessa mutacdo em difesepopulacbes esta
relacionada a sua localizagdo em um dinucleotidp®,Qjue € um local recorrente de
mutacdes no genoma humano (Murptyal, 2006). Essa é a mutacdo mais frequente em
europeus (Zschocke, 2003) e uma frequéncia de Y@%estabelecida na populacdo

proveniente do sul do Brasil (Sileaal, 2003).
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Mutacao IVS12+1G>A

A mutacao IVS12+1G>A é causada pela substituica@ gara A na posicao c.1315+1
do genePAH (DiLella et al, 1986). Essa mutacao, localizada no intron 123 ger defeito no
splicing no processamento do mRNA. O fendtipo metabolice KU classica, pois essa
alteracdo leva a sintese de uma proteina trunsadaos Ultimos 52 aminoacidos da porcao
C-terminal, incluindo o dominio de tetramerizacBasettiet al, 1998). E conhecida como a
alteracédo dsplicing mais prevalente dos alelos de PKU em caucasidhasif et al, 1987).
E a alteracdo mais freqiiente na Dinamarca e natérgh (Zschocket al, 1997), além de ser
prevalente em diversos paises europeus (Zschotk8).2No estudo realizado na populagéo

do sul do Brasil apresenta freqiiéncia de 4,9%4®ihal, 2003).

1.9. PCR em tempo real e identificacdo de mutacdes

Com o desenvolvimento da PCR (reacdo em cadeialdagrase) na década de 80
(Mullis and Faloona, 1987), aumentou consideravetme niamero de estudos moleculares e,
atualmente, existem varias técnicas baseadas pexsalimento. A automacéo gradativa dos
protocolos implica um menor tempo de execucdo edmero maior de amostras analisadas.

A PCR em tempo real é um sistema semi-automatizaso permite monitorar o
progresso da reacdo a cada ciclo até o término etame (Wittweret al, 1997). Com o
aumento do nimero de coépias da sequéncia alvonhgumento direto e especifico no sinal
de fluorescéncia (Higuchsdt al, 1993). O acumulo espontaneo da quantidade dakijo® é
verificado nos primeiros 20 a 35 ciclos da reaggdase do plato reflete a eficiéncia da
reacdo, que é resultado da inativagcdo parcial denervaq DNA polimerase e da saturacdo

dos outros reagentes (Morrison and Gannon, 1994)CR em tempo real é uma técnica
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altamente sensivel que pode ser usada para qoangfkpressao génica (Tahal, 1994),
determinar o nimero de copias de genes (Slaehah, 1987), detectar SNP e identificar e
quantificar acidos nucléicos provenientes de miganismos como virus e bactérias (Connor
et al, 1993).

Existem varios sistemas de deteccdo de sequértdiaados na PCR em tempo real,
entre os mais utilizados, atualmente, estdo onsis8ybr Greefi e o sistemd@agMarf (Tse

and Capeau, 2003).

1.9.1. Sistem&ybr Greeff

O composto fluorescen®ybr Greefi apresenta a caracteristica de se intercalar @ntre
dupla fita de DNA (Vitzthum and Bernhagen, 2002)vddsas metodologias utilizam essa
propriedade para a deteccdo e quantificacdo de ditial (Zipperet al, 2004). Durante os
ciclos da PCR, &ybr Greefi se liga a cada nova cépia de dupla fita geradietaccao direta
dos amplicons € monitorada pela medida do aumentluorescéncia causada pela ligacdo do
composto as novas duplas fitas de DNA. Portansymento na intensidade de fluorescéncia
€ proporcional a quantidade de produto geradoagiice A desvantagem desse sistema sao 0s
eventuais resultados falsos positivos que podenrargga que o fluoréforo pode se ligar a
sequéncias ndo especificas da reacdo (Kwok andciijgli989). Este sistema é utilizado
principalmente para quantificagcdo de amplicons dgare com alto contetdo GC (Gighb
al., 2003). Em menor escala, pode ser utilizado paichinacdo alélica entre amplicons que
apresentem diferentes temperaturas de anelamem$p,go variar a temperatura ao final da
reacdo, o sistema discrimina os amplicons, levandesnaturacdo da fita dupla e consequente
liberacéo do compos®ybrGreer?, medido diretamente pelo sinal de fluorescénaatahto,

para a identificacdo de mutacdes, este sistemiéizadid para diferenciar alelos com delec¢des
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ou insercdes (Gigliet al, 2003).

1.9.2. SistemTaqMarf

O sistemaTagMarf é baseado na atividade 5’ nucleésica associadividade de
sintese ddaqDNA Polimerase (Hollandt al, 1991). A principal caracteristica desse sistema
€ a utilizacdo de sondas especificas para ideagdix e consequiente quantificacdo da regiao
de interesse. Cada sonda contém um fluoroforo tepdiferente, ligado na extremidade 57, e
um fluoréforo “apagador’quenche), ligado na extremidade 3’ (He&t al, 1996). Enquanto
a sonda estd intacta, a aproximacdo do fluor6f@porter com oquencher reduz
substancialmente a fluorescéncia emitida pelo tepdtevido a transferéncia de energia
ressonante (Heidt al, 1996). No momento da reacdo, o anelamento datasactorre antes
do anelamento dos primers, portanto, ao sintetzaadeia de nucleotideos,Taqg DNA
Polimerase remove a primeira base da sonda, on@doealizado o fluoréforo reporter, que,
ao ser retirado e se distanciarglencher emite fluorescéncia especifica. Com o progreaso d
reacdo, o aumento da intensidade de fluorescénprpdrcional a quantidade de produto
gerado (Tse and Capeau, 2003). A vantagem dessmaig a hibridizacdo especifica entre a
sonda e a sequéncia alvo, além da eliminacdo d=mgsos pds-reacdo, pois o resultado é
verificado no término da mesma (Kutyawhal, 2000). Portanto, o sisterfaqMarf’ pode
diferenciar alelos através da especificidade damlas e caracterizad-los como normal ou

mutante, com a ocorréncia de uma simples trocaideatideo na sequiéncia alvo.

1.10. Justificativa

A caracterizagdo molecular em pacientes com PKWulalo Brasil foi determinada

17



anteriormente no nosso laboratorio (Sidteal, 2003). As mutacdes e suas frequiéncias foram
identificadas em pacientes com PKU nédo aparentfl@studo revelou que as seis mutacdes
mais freqlentes representam 63,6% dos alelos negtapodendo ser utilizadas como alvo
principal em uma triagem inicial nos pacientes d®KU que ainda ndo foram incluidos na
analise molecular.

A analise molecular de PKU realizada pelo Servie@@nética Médica do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (SGM/HCPA) contempla aestigacdo dessas mutacfes mais
freqUentes. Porém, a metodologia empregada par@agadstico € um procedimento que tem
como caracteristica analisar cada mutacao sepaeatlancom reacdes especificas de PCR
para cada regido e a utilizacdo de enzimas deacé@stfRFLP) para a identificacdo de cada
mutacdo. Apds a deteccao por RFLP, utiliza-sedcdtegse em gel de agarose e o coramento
com brometo de etidio, tornando a metodologiazatila trabalhosa e demorada. Além disso, o
meétodo em uso necessita de maior concentracao asraniDNA) para sua realizacao.

Para a rotina laboratorial, esse tipo de metodaldgina a andlise um pouco mais
complicada e trabalhosa, pois sdo necessariassds/@tapas especificas e 0 uso de varios
procedimentos em sequéncia. Soma-se a isso,zaqéib de um espaco laboratorial, onde sao
realizadas outras analises em paralelo para aifidagfio de alteracbes em diversas doencas

estudadas no laboratorio.

18



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Desenvolver e validar protocolos baseados no sistagMarf por PCR em tempo
real, para a identificacdo das mutacdes mais frag8eencontradas em pacientes do sul do

Brasil.

2.2. Objetivos Especificos

 Desenhar e testar primers e sondas fluorescentes gaamplificacdo e
discriminagdo alélica das mutacdes IVS2+5G>C, p.1GbR261X, p.R261Q,
p.R408W e IVS12+1G>A no gene da PAH;

» Validar a técnica, testando amostras controle de cautacdo e comparando
com o resultado obtido pela técnica do sequenciem{padréo-ouro);

» Testar a precisdo do método, por repeticdo dasanéln amostras testadas
previamente por outras metodologias;

e Incorporar o protocolo de andlise molecular par@gmaes com PKU, na rotina

do Laboratorio de Identificacdo Genética do SGM/IACP
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3. MATERIAL E METODOS

Os materiais utilizados e os métodos usados nestarthcao estdo descritos no item

correspondente do artigo cientifico apresentacegais

20



4. RESULTADOS

Este item serd desenvolvido em forma de artigor as@emetido a revistolecular

and Cellular Biochemistrycujas instrucfes se encontram no anexo.
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Abstract

Phenylketonuria (PKU) is an autosomal recessiveeadis characterized by
phenylalanine hydroxylase (PAH) deficiency. Mutatsan the PAH gene are responsible for
PKU, and an extensive allelic heterogeneity wasntesl in patients worldwide. Up to date,
more than 500 different alterations can be founBAMdb, the majority being rare mutations
and/or specific to a genetic background. Our gravag able to define mutation spectrum in
PKU patients in Southern Brazil, and identified smitations, named IVS2+5G>C, p.I65T,
p.R261X, p.R261Q, p.R408W and IVS12+1G>A, that mgponsible for 63.6% of mutant
alleles. This work introduced a strategy, basethénTagMafi System (Applied Biosystems),
for a fast and specific identification of the abawaitations. This strategy was applied to a
sample population that was previously characterizgdifferent techniques. Assays were
shown to be highly sensitive and are potentiallgliaable to blood spots in order to be used in

neonatal screening.

Key words: molecular analysis, mutation, PKU, Tagflaystem
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Introduction

PKU (OMIM 261600) is characterized by deficiency mienylalanine hydroxylase
(PAH; E.C.1.14.16.1), an enzyme encoded by phemyila¢ hydroxylase gene (PAH) [1].This
enzyme promotes conversion of phenylalanine (Rhé&yrosine (Tyr), in the presence of the
cofator, tetrahydrobiopterin (Bjff This reaction is the limiting step in the Phé&abalism, and
is responsible for maintaining normal level of Bi@lasma [2]. Therefore, PKU is also called
a hyperphenylalaninemia, being the most commonrmlzoror of amino acid metabolism,
with a frequency estimated to be 1:10,000 in Caanag1]. Although PAH reaction occurs
mainly in liver, accumulation of Phe causes seweffects in the brain function. These
damages can be prevented with a diet based oictedtPhe intake that should be introduced
shortly after the diagnosis. Therefore, the esthiblient of an early diagnosis is essential for

preventing severe mental retardation in PKU cakps [

Mutations in the PAH gene are responsible for Pl to date over 500 mutations
have been identified. Interindividual variation BHKU cases is the result of a wide allele
heterogeneity at the PAH locus [3]. Resulting phyoe vary from severe classical form of

PKU to mild hyperphenylalaninaemia (MHP), whichuggs no dietary correction [4,5].

Molecular studies have elucidated mutation spectmnPKU patients in different
populations, using various laboratory techniquedtempts of establishing genotype-
phenotype correlations are still taking place waitte [6]. As observed in other genetic
disorders, mutation analysis indicates that PKuntge prevalent in some populations, and
spectrum of mutations can be variable from placplage. Recent studies in Brazilian PKU

patients showed a marked heterogeneity in the R#ddsl with different mutation types as
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well as prevalence in different parts of Brazilg/B]. These results indicate the importance of
carrying out studies to determine mutation panslsvell as specific strategies to identify
common mutant alleles in PKU patients from différezgions of Brazil as well as in other

mixed populations around the world.

A previous study carried out by our group estalelisthat six different mutations in the
PAH gene was responsible for 63.6% of mutant all¢fé. Therefore, the aim of this work
was to introduce a strategy based on TadMastem to identify these common mutations in

our region.
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Materials and Methods

Samples

As positive control samples, genomic DNA known &the homozygous for the wild
sequence, heterozygous, and homozygous for musatid82+5G>C, p.I65T, p.R261X,
p.R261Q, p.R408W, and homozygous for the wild segeeand heterozygous for
IVS12+1G>A were used for assay standardization.oBge of these samples was previously
defined by two different methods: restriction fragm length polymorphism (RFLP) and
sequencing analysis. For negative control, purifie® (reverse osmosis, deionization, and a
0.2 mm filtered) was used in place of DNA templetd®CR amplifications. The validation
was performed as part of standard procedures ofatieratory prior to introducing an assay

for clinical use.

We have included in this study 113 mutant PKU elidirom unrelated PKU patients
(29 DNA samples — 58 mutant alleles) and obligatetozygotes (55 DNA samples — 55
mutant alleles) that were previously analyzed m Mredical Genetics Service of Hospital de
Clinicas de Porto Alegre for mutation tested irs thiudy. All samples were previously tested
by RFLP. We have also tested 13 PKU patients (26amalleles) who were never tested

before.

DNA isolation

Venous blood was used as source of genomic DNAka®des were isolated by

centrifugation, and DNA isolation was performed $giting-out technique as previously
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described [10], and kept at — 20°C until furthealggsis. DNA quantification was carried out
using the fluorometric system (Quantitds DNA BR Assay Kit, Invitrogen) in the Qublt

fluorometer equipment (Invitrogen).

Mutation detection

Frequent PKU-associated mutations in Southern Braamed 1VS2+5G>C, p.I65T,
p.R261Q, p.R261X, p.R408W and IVS12+1G>A, were el by real time PCR using the
TagMarf system. Primers and probes were designed accataiRgmer Expres¥ Software

(version 2.0 — Applied Biosystems), and each secgienshown in table 1.

PCR reaction was performed according to manufasturstructions and different
reaction volumes were tested. Amplification proghiaciuded an initial step at 50°C for 2 min
(activation of AmpErase UNG function), AmpliTadgsold activation at 95°C for 10 min,
followed by cycles of denaturation at 95°C for Hosl annealing/extension at 60°C for 1 min.
Allelic discrimination step was performed at 60® 1 min. PCR products were analyzed by

Sequence Detection System software (Applied Biesys) through allelic discrimination plot.

27



Results

Reaction volume and optimum amount of DNA

Control DNA samples were used for standardizatmptjmization and validation of
each assay. Direct sequencing constitutes the gfaladard in sequence validation. Assay
accuracy was determined through control DNA sampfesach mutation. Thus, each control

was previously submitted to sequencing protocaloiafirm genotypes (data not shown).

Initially, reaction protocol was performed in diféat volumes (20L, 12uL and &uL)
using 50 ng of DNA. As similar results were obtaine all different volumes (data not
shown), primer extension was undertaken in a tathime of &L per reaction. Amplification
with no DNA was used as negative control in evesyag, and confirmed absence of cross

contamination within detection limit of our measuents.

In order to determine optimum DNA amount in eacict®n, dilutions of same DNA
samples were tested for each mutation. Quantegsed were 100, 50, 25, 10, 5, 2, and 1 ng of
DNA in a final volume of 8L per PCR reaction. Amplification curves of p.l657utation

detection are shown in figure 1.

Allelic discrimination and method validation

Final step was allelic discrimination that was pearfed through Sequence Detection
Systems software (Applied Biosystems) that usednieasurement of increasing reporter

fluorescence following PCR. Reporter signals wesemnalized to the emission of a passive
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reference. Results were then placed in a graphasrsin figure 2.

Intrasample variability and reproducibility weresassed by repeated measurements of
all genotyped samples in replicas. Method was atdid by comparing controls’ results of

previously applied methods (RFLP and direct sequgnanalysis) with results obtained by

this methodology.

Following validation, we have detected in the grdbpt were previously tested by
other methods 12 mutant alleles carrying IVS2+5G28& alleles carrying p.I65T, 8 alleles
carrying p.R261Q, 11 alleles carrying p.R261X, 12les carrying p.R408W, and 4 alleles
carrying IVS12+1G>A. And, in the group of new PKdtients (26 mutant alleles) we have
found 1 allele carrying IVS2+5G>C, 1 allele cargip.I65T, 2 alleles carrying p.R261Q and

2 alleles carrying p.R408W.
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Discussion

We described here a sensitive protocol for idesdifon of six common mutations in
PKU patients from Southern part of Brazil. Frequenaf these six mutations were
demonstrated to be higher when compared to disskedie heterogeneity [3,6]. Therefore, as
a well-defined mutation panel shows a high detectate, allele-specific mutation analysis

can be used to begin a wider gene mutation search.

Our results demonstrated that 2 ng is sufficierd angood amount of DNA to be
employed in a total of . PCR reaction. Higher quantities, such as 50 n§0ér ng, possibly

promote hampered amplification due to saturatioreafjents among other features.

Following the establishment of protocol, analyse=ewncarried out in a total of 113
mutant alleles and same results were detecteddmitant alleles. This real time PCR based
protocol was applied to samples from new PKU pé&iemd 6 mutant alleles were identified

within a short period of time.

Specific screening of these mutations in our lalmoyawas previously based on
restriction fragment length polymorphism (RFLP).isTtechnique requires higher amounts of
DNA, an extra step to generate results, and isuialigensive. These aspects make difficult
the application of RFLP in large-scale mutationgpamns. As mention before, sequencing
analysis remains as the gold standard in mutatetection. Advances in rapid sequencing of
amplicons have made the protocol more rapid tharp#st, while it remains not suitable for

large-scale population studies or rapid clinicatitey.
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The strategy presented here can identify, in se@fficient protocol, every mutation in
just one step, which can be completed within twaorboThe system also allows simultaneous
analysis of several samples, due to the possilfitysing 96- or 486-well plate. In addition,
high sensitivity is an important feature, espegialthen thinking of neonatal screening using

blood spots.

Dried blood specimens have been used to evaluatEduency of specific alleles for
several different disorders by PCR analysis [1&keBal works have been published in which
molecular analysis is performed directly in driddda card [12,13,14]. Then, methodology
described here is validated to be applied in DNéygas from different sources, even to those

with low DNA concentration.

In this study we optimized, validated, and thenligdpTagMar? system to detect
IVS2+5G>C, p.I65T, p.R261Q, p.R261X, p.R408W an&12+1G>A in the PAH gene in a
clinical setting. The use of this system allowedusate and rapid identification of mutant as
well as normal alleles in patients and obligatetktozygous individuals, and can be extended
to asymptomatic individuals at risk. Consequerdlprimary screening of PKU patients can be
quickly and effectively performed and potentialiyentify half of mutant alleles. Finally,
similar approach can be optimized for other mutgmes caused by single nucleotide changes

that are clinically relevant for the diagnostidmferited diseases.
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Table 1 - Sequences of primers and probes usdikistudy.

Mutation Primer sequence (5> 3) Probe sequence (5> 3)
IVS2+5G>C Forward Normal
CATTGGCCAAAGTATTGCGCTTA ATTGTAGCACTGACCTC-VIC
Reverse Mutant
AGAACATGGAAGTTTGCTACGACAT TTGTAGCAGTGACCTC-FAM
p.165T Forward Normal
CCTCCCCATTCTCTCTTCTAGGA ACCCACATTGAATCT-VIC
Reverse Mutant
CCAAATGGGTGAAAAATTCATACTCATCTT CCCACACTGAATCT-FAM
p.R261Q Forward Normal
TGCTTTCCTCTCGGGATTTCTTG CCTTCCGAGTCTTC-VIC
Reverse Mutant
GGATCCATGTCTGATGTACTGTGT CCTTCCAAGTCTTC-FAM
p.R261X Forward Normal
TGCTTTCCTCTCGGGATTTCTTG TGGCCTTCCGAGTCT-VIC
Reverse Mutant
GGATCCATGTCTGATGTACTGTGT CTGGCCTTCTGAGTCT-FAM
p.R408W Forward Normal
TGGTTTTGGTCTTAGGAACTTTGCT ACAATACCTCGGCCCTT-VIC
Reverse Mutant
GTATGGGTCGTAGCGAACTGA ACAATACCTTGGCCCTT-FAM
IVS12+1G>A Forward Normal

GGACAATACCCAGCAGCTTAAGATT

CTGATTCCATTAACAGTAAGTA-VIC

Reverse

Mutant

GAGTGGCCTCGTAAGGTGTAAAT

TGATTCCATTAACAATAAGTA-FAM
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Figure legends

Figure 1 — Amplification curves of p.I65T mutatiaf different amounts of DNA. (a)
homozygous DNA sample for normal allele; (b) hetggmus DNA sample; (c) homozygous

DNA sample for mutant allele.

Figure 2 — Allelic discrimination of p.I65T mutatian four DNA samples. Square denotes a

blank reaction; circle denotes samples that aredaggous for normal allele; triangle denotes

heterozygous DNA samples; lozenge denotes sant@éarte homozygous for mutant allele.

36



Figure 1
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Figure 2
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5. DISCUSSAO

Na andlise molecular, a técnica do sequenciameot®MA € reconhecida como
padrdo-ouro para a identificacdo de mutacfes enpdismos. Porém, outras técnicas podem

ser utilizadas para uma analise mais rapida e #gpede uma alteracdo conhecida.

Para o desenvolvimento e validacdo de uma novdctce necessario avaliar as
vantagens e o emprego da mesma na rotina labafatétem disso, a escolha de uma
metodologia é baseada na comparacdo entre as a@gcdisponiveis para a analise em

particular.

Neste estudo, diferentes quantidades de DNA fordéifizagdas para determinar a
eficiéncia da reacdo e demonstrar a melhor qualdidzcial de DNA para a analise. Nesta
etapa, foram testadas diferentes concentracfesNfe fara cada mutacdo com amostras
controle: (a) homozigoto para a sequéncia nornmmlhéterozigoto e (c) homozigoto para a
sequéncia mutante. Nesses testes, foi observadangaeyuantidade inicial de 100 ou 50 ng
prejudica a amplificacéo, possivelmente pela seiralos reagentes e pela maior quantidade

de produto formado na reacéo.

As amostras controle utilizadas j& tinham sidoattss e as mutagBes devidamente
identificadas por duas metodologias distintas:npoifismos de comprimento de fragmentos
de restricdo (RFLP) e sequenciamento direto. Nadoéigia de RFLP, o resultado é obtido
apos diversas etapas. Além da PCR inicial, € nédass verificacdo da eficiéncia da

amplificacdo e, apos isso, a digestdo com enzirmassiricdo especificas para cada mutacao,

a qual deve ser verificada novamente por eletreéosm gel de agarose para a obtencéo do
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resultado final. Todo este procedimento pode gerrmmpido em qualquer parte se em algum
momento a analise nao for eficiente. Aléem dissgsaanetodologia, o0 resultado s6 € obtido

apos varias horas de trabalho.

Com a padronizacéo realizada neste trabalho, aéeggara as seis mutacdes comuns
no genePAH foram otimizadas para as mesmas concentracdesedgsntes e 0 mesmo
volume final de reacéo. A partir disso, poder-seddizar a analise do painel de mutacdes para

uma mesma amostra simultaneamente.

A técnica desenvolvida tem alta sensibilidade,iggw pode ser utilizada para a analise
de amostras com pequenas concentragfes de DNA pomexemplo, em amostras de sangue
impregnadas em papel filtro. Diversos autores @escam protocolos sugerindo a deteccéo
de mutacdes diretamente do papel filtro utilizaddTeste do Pezinho”. Esses procedimentos
tém como caracteristica a utilizacdo de métododifigados para a analise de pequenas
concentracdes de amostra (DNA), sendo essenciabal@ métodos com alta sensibilidade

(Yanget al, 2001; Hanneliust al, 2005; Zaffanellet al, 2005).

Para cada mutacao, foram testadas concentracéesndés de DNA e a otimizac&o dos
reagentes demonstrou que a melhor reagéo ocorraic@guantidade de 2 ng de DNA em

8uL de reacéao.

A hibridizacdo especifica entre a sonda e a seti@heo € uma caracteristica do
sistemaTagMarf. A especificidade é alta quando ndo ha variacdsedgiéncia alvo com
relacdo a composicdo da sonda. No painel de mwagdmidadas neste trabalho duas

diferentes alteracbes ocorrem no mesmo aminoa@dR261Q, p.R261X). Essas mutacdes
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estdo inseridas no mesmo cédon para a traducamidoacido arginina em alelos normais. A
mutacdo p.R261Q é causada por uma transicdo deaGApao nucleotideo 782 do cDNA da
PAH, enquanto que a mutacdo p.R261X é causaddrpakicado de C para T no nucleotideo
781. No nosso estudo, como esperado, amostracmigs homozigotos para a p.R261Q nao
amplificaram no sistem@agMarf’, pois ndo houve homologia com nenhuma das sondas
(normal ou mutante) devido a presenca de outro IENseqlUéncia alvo. Isso comprova a alta
especificidade das sondas. Amostras de individatesdrigotos para a mutacéo p.R261Q nao
interferem no resultado da analise da mutacdo @JR2fois o outro alelo consegue ser

amplificado e identificado pelas sondas de hibadéo.

Nesse estudo, o sisterifagMar? foi aplicado, otimizado e validado para detecwr a
mutacoes IVS2+5G>C, p.I65T, p.R261Q, p.R261X, p&MCE IVS12+1G>A no genBAH.
O uso desse sistema permitiu a identificacéo répiplieecisa de alelos mutantes e normais em
paciente e em heterozigotos obrigatorios e podegerado para individuos assintomaticos
em risco. Conseqlientemente, uma triagem primardentes com PKU pode ser realizada,
podendo identificar rapida e efetivamente a mew@dole alelos mutantes. Finalmente, um
enfoque semelhante pode ser otimizado para oultasagdes nucleotidicas em genes

mutantes que séo clinicamente relevantes parago@stico de doencas hereditarias.
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6. CONCLUSOES

 Um protocolo baseado em discriminacdo alélica pGR Rem tempo real foi
desenvolvido e padronizado para a identificacdomascoes IVS2+5G>C, p.I65T,

p.R261X, p.R261Q, p.R408W e IVS12+1G>A no gene AlH;P

» Essa andlise foi validada através do uso de arsostoatrole previamente

genotipadas por sequenciamento direto (padrao-ouro)

* A precisdo do método foi avaliada pela analise rda gérie de amostras testadas

previamente por outras metodologias;

* A metodologia permite a analise das mutacdes atadsnma em um curto periodo
de tempo, uma vez que o sistema pode analisar 86tas simultaneamente, sendo
gue o mesmo ja foi incorporado como triagem deismaholecular inicial em pacientes

com PKU no Laboratorio de Identificacdo Genéticss@M/HCPA.
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