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RESUMO

A doenca de Huntington (DH) € o distarbio mais comentre as doencas
neurodegenerativas de padrdo de heranca autossd@amtaante com idade de inicio na
vida adulta. A DH é causada por uma expansédo gesigées trinucleotidicas CAG no
geneHTT e caracteriza-se por movimentos involuntariogdisos emocionais severos e
déficit cognitivo. A idade de inicio dos sintomapacialmente determinada pelo nimero
de repeticdes CAG, sendo o restante influenciaddgpores genéticos e ambientais.

As variantes polimorficas rs1331639 e rs6923492gene GRM1, rs1763505 e
rs1075427 no gen8&GK, rs7270898 e rs7275079 no geh€M2 rs4523977 no gene
HAPZL, namero de repeticbes CAG no alelo normal no g€REe nos alelos normais dos
genes relacionados as ataxias espinocerebelared, S&2A2, SCA3, SCA6, SCA7,
SCAl12, SCAl17 e DRPLA foram escolhidas como geneslidatos a modificador,
avaliando a associagcdo com a idade de inicio dtsnsas em pacientes com DH.

Na populacdo em estudo, o nimero de repeticdes @A&elo mutante do gene
HTT explicou ~65% da variagcdo da idade de inicio. QS rs6923492GRM]) e
rs1075427 $GKJ ndo estavam em EHW na populacédo testadar(586; p=0,023 e
x?=7,239;p=0,027, respectivamente) e por isso foram exclugiss anélises posteriores.
Entre as variantes polimérficas restantes, assiwiagoderada foi encontrada com a
variacdo da idade de inicio para o gendtipo AA (l)4do rs4523977 no gerdAP1
(p=0,044) e para o numero de repeticdes CAG preseotedelo longo do gen&TXN1
(p=0,045). Este ultimo fator explicou 4,5% do restami variagdo da idade de inicio nao
atribuida as repeticbes CAG ¢ T. Os alelos com 24 repeticdes do g&xieXN3 9
repeticbes do gen&®TXN7e 11 repeticdes do gemPP2R2Bforam mais frequentemente
encontradas no grupo de pacientes quando compaadgrupo controle p£0,003;
p<0,0001 ep<0,0001, respectivamente). O alelo com 8 repetigdegenePPP2R2Bfoi
encontrado com uma frequéncia de 43% exclusivamentgrupo de pacientes. Estes
alelos podem estar relacionados com a patogénd3e.da

Os resultados aqui encontrados sdo de grande melavdpara uma melhor
elucidacéo de fatores genéticos atuantes na méduldg idade de inicio na DH. Tais
resultados devem ser mais aprofundados e necesstaninros estudos que corroborem os

achados deste trabalho.



ABSTRACT

Huntington’s disease (HD) is the most common aut@dodominantly inherited
neurodegenerative disorder with age at onset (AQgdult life. HD is characterized by
motor dysfunction, cognitive deficits, and psych@tisturbances. An expansion of CAG
trinucleotide repeats in the first exonldT T gene is the cause of HD. Mean AO is around
40 years and is mainly determined by CAG repeatgtteof the mutanHTT allele. The
remaining variation observed in HD patient is pidipadue to genetic and/or

environmental factors.

Polymorphic variants rs1331639 and rs69234925RM1 gene rs1763505 and
rs1075427 inSGK gene rs7270898 and rs7275079 TGM2 gene, rs4523977 iRlAP1
gene, CAG repeat length in normal allele T T gene and normal alleles &TXNL1,
ATXN2 ATXN3 CACNAL1A ATXN7 PPP2R2B TBP, and DRPLA gene were chosen as
candidates to modifiers and a potential associattoAO was analyzed in patients with
HD.

In our population, CAG repeat length in mutaht T allele explained ~65% of
variation in AO. A modest association with AO véioa in genotype AA (M441) of
rs4523977 inrHAP1 gene [(=0.044), and of CAG repeat length in long alleleAGiXN1
gene(p=0.045). The latter explained an additional 4.5%h&f AO besides influence of
CAG repeats length of mutant alleleHTT gene. Alleles with 24 repeats ATXN3gene,

9 repeats iINPATXN7 gene, and 11 repeats PPP2R2Bgenes were significantly more
frequent in case group when compared to contralgfo=0.003;p<0.0001 ang<0.0001,
respectively). Allele with 8 repeats RPP2R2Bgene was found in a frequency of 43% in

case group only. These alleles could be relateld Mi2 pathogenesis.

In summary, results presented here are relevantafdretter understanding of
genetic factors that act in AO modulation of HD.cBuesults might be further explored
and additional studies are required to corrobalata presented here.



1. INTRODUCAO

1.1 Doenca de Huntington

A doenca de Huntington (DH) (OMIM 143100) € a daemgurodegenerativa de
heranca autossémica dominante mais comum com id&somanifestacdées clinicas na
vida adulta. A idade média de inicio € de 40 asesdo que ja foram descritos casos
precoces, com idade de inicio inferior a 20 andaydios, acima dos 60 anos. Um padrao
seletivo de atrofia cerebral é observado nos ptesenom a doenca, havendo perda
neuronal e gliose na regido neoestriatal. Nesi@oggue compreende 0s nucleos putamen
e caudado, a atrofia se estabelece precocememdp spie 0 nucleo caudado é o
preferencialmente afetado. No entanto, com a pss§me da doenca, a seletividade é
perdida e todo o cérebro é acometido pela atrofisjltando em uma perda de massa
cerebral que pode chegar a 200 ou 300 gramas &IlguiHayden, 2001). Até o0 momento
nado existe tratamento clinico capaz de conter gressdo da doenca. Este fato reflete na
morte dos doentes apds aproximadamente 18 anamde de inicio da manifestacdo dos

sintomas motores e cognitivos.
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Figura 1. Seccao coronal cerebral. Atrofia estriatal seeenaum individuo com

DH (esquerda) em comparagcdo com um individuo norfdikita). (Fonte:

Huntington Disease in The metabolic and MoleculasiB of Inherited Disease.
8th edition. 2001).

1.1.1 ManifestacOes Clinicas

A DH é caracterizada clinicamente por um quadr@mssivo de anormalidades
motoras, especialmente associadas com o sistemapiextnidal, alteracdes cognitivas e
disfungbes psiquiatricas (Hayden, 2001). As anddades motoras na DH podem ser
segregadas em anormalidades motoras voluntariagokumntarias. Entre os movimentos
involuntarios que marcam o inicio da doenca enaomse: coreia, hipercinesia,
inquietacdo, movimento anormal dos olhos, hipesxéd, movimentos excessivos e
inadequados com os dedos das maos e dos pés dashamese emocional. Coreia, do
grego “choreia”, significa dancar, e refere-se aosvimentos rapidos, irregulares e
bruscos dos membros, tronco e rosto desencadeat#odgenca. A amplitude da coreia e

sua gravidade podem variar muito de individuo mar@o. Os movimentos coreicos sao
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bastante frequentes no inicio da doenca, e ger&gnsenagravam com a progressao da
doenca. Em fases mais avancadas da doenca, os embegmniendem a ser reduzidos,
manifestando-se por hipocinesia, rigidez e distoa@ntuados. Os prejuizos nos
movimentos voluntarios sdo da mesma forma progr@ssiA mobilidade vai sendo

reduzida a medida que a doenca avanca e as guéerlhasgtante frequentes. Os déficits no
controle motor fino podem ser primeiramente notadosio uma deficiéncia leve de

escrita. Ao final da doenca o individuo torna-smpaz de movimentar-se sozinho e possui
um controle volitivo minimo sobre os movimentos doembros. Disartria e disfagia

refletem tanto o prejuizo do controle, como a pawa movimentos involuntarios da boca,
lingua e labios. A disfuncéo progride para umad iatapacidade de tolerar a nutricdo oral

(Roos, 2010).

Em relacdo aos sintomas cognitivos, todos os pesiesom DH apresentam um
declinio global na capacidade cognitiva, manifeftamicialmente, um padrdo de lentidao
no pensamento, alteracdes na personalidade, mdafetavas e falha na habilidade de
adquirir novos conhecimentos. Alguns estudos ifleatam a presenca de alteracdes
cognitivas sutis, no entanto bem definidas, antednéicio das manifestacbes motoras
(Tabrizi et al 2009; Ruppet al 2010). As mudancas iniciais frequentemente emvolv
perda da flexibilidade mental e falha na execucéofuh¢cdes como planejamento e

organizacao de atividades sequenciais.

Embora distlrbios psiquiatricos sejam téo caratieos quanto os disturbios
motores e cognitivos, eles aparecem com menosé&netal e ndo estdo necessariamente
relacionados a gravidade das anormalidades motonadancas cognitivas ou mesmo ao

tamanho da mutacdo genética causadora da DH (Hayf$li). Os sintomas mais
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frequentemente relatados sdo: mudancas emocion@demor, ansiedade, irritabilidade,
apatia, sintomas obsessivos e compulsivos e psi€dsdasco de suicidio é bastante
aumentado nesses individuos, especialmente diantemcgrteza do resultado do teste
molecular para diagnéstico da DH, com o inicio siofomas e quando a dependéncia para

tarefas diarias aumenta (van Dughal 2007).

1.1.2 Prevaléncia da DH

Pesquisas realizadas em diferentes partes do munatiando o noroeste europeu,
o Reino Unido, a Escandinavia, a América do Nartaystralia, o Jap&o e a Africa do Sul,
chegaram a um consenso geral sobre a frequénci®Hlaem populacbes euro-

descendentes. A prevaléncia estimada foi de 3asdsa cada 100.000 individuos.

A frequéncia da DH entre os habitantes da costte as lago Maracaibo, no
Estado de Zulia, Venezuela, é a maior em todo odmucom o acometimento de 14.000
individuos pela DHNational Institute of Neurological Disorders andd&e — NIH,2013),
enguanto que em outras regides da Venezuela, al@neia estimada é de um caso a cada

200.000 habitantes (Paradgial 2008).

Estudos genealdgicos indicam que uma migracaalrda noroeste europeu foi o
fator primario responsavel pela dispersdo do gangognca ao redor do mundo (Hayden,

2001).
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1.1.3 Identificacdo do Gene

A primeira descricdo mais precisa e cuidadosaeiesdesta doenca foi realizada
pelo médico norte-americano George Huntington e21B0n Chored publicado no
Medical and Surgical Reporter of Philadelphiavolume 26, n°. 15, de abril de 1872).
Desde entdo, muitos avancos foram descritos na @reapeamento do gene associado a
DH foi realizado em 1983 (Gusellet al 1983). Entretanto sua identificacdo sé foi

realizada dez anos depois, em 1993 (MacDoeiaéd 1993).

O gene associado a DH, conhecido cdiiitb ou HTT (gene da huntingtina), esta
localizado no brago curto do cromossomdotus 4p16.3, compreende 200 Kb e esta
dividido em 67 éxons. O primeiro éxon apresenta useguéncia repetitiva dos
nucleotideos CAG, a qual codifica uma sequéncipaliglutaminas (poli-Q) na proteina.
Essas repeticbes sao polimorficas, sendo que, emidnos normais, o namero de
repeticbes CAG varia de 6 a 35. A DH é causada 3®rou mais repeticbes
trinucleotidicas; no entanto, as manifestacdesicalén caracteristicas ocorrem em
individuos com numero de repeticbes acima de BPQAG(>40)) (MacDonalcket al,
1993). A extensdo de 36 a 39 repeticbes (c.52CAGBP leva a uma penetrancia
incompleta da doenca ou a manifestacdo bastamtia tdos sintomas. Repeticbes CAG
entre 27 e 35 (c.52CAG(27_35)) séo instaveis, sehdmados de alelos intermediarios, e

estes alelos estao propensos a modificacdes daraepeoducédo (MacDonaét al, 1993).

O tamanho das repeticoes CAG expandidas se constiiator mais critico na
determinacao da idade de inicio da manifestacasidt@mas caracteristicos da DH. Essa
correlacédo se estabelece de maneira inversa, ®ugegjnto maior o nimero de repeticdes

CAG, mais precocemente o individuo manifesta o®sias da doenca. O auge da idade
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de inicio varia de 35 a 50 anos, sendo que 10%ndidsiduos doentes desenvolvem os
sintomas antes dos 20 anos, sendo essa forma amhsmmo DH juvenil. Nesses

individuos, o numero de repeticdes CAG ultrapassg0gMacDonalet al, 1993).

1.1.4 Proteina huntingtina

O geneHTT codifica uma proteina de 348 kDa denominada hgtitia (htt), a qual
€ largamente expressa nos diferentes tecidos hwnano maior expressdo no tecido
cerebral. A htt apresenta uma extenséo caracteridé poliglutaminas (poli-Q) na regiao
N-terminal, a qual é codificada a partir das reg@ets trinucleotidicas CAG presentes no
geneHTT. Esta sequéncia de poli-Q inicia no® #ninoacido e, em individuos normais,

apresenta de 6 a 35 residuos de glutamina.

A presenca da expanséo trinucleotidica resulta mia proteina mutante com um
trecho anormalmente alongado de glutamina (Maciogtadl, 1993). Atribui-se a essa htt
mutante a causa de disfuncéo, neurodegenerac@camateristicas clinicas primarias em
pacientes com a doenca por meio de um ganho patoldg funcdes toxicas (Landles and
Bates, 2004). A determinacdo do mecanismo prea@smxicidade mediada por poli-Q &
motivo de grandes investigacfes e existem evidénd@ que interacbes aberrantes

proteina-proteina estariam presentes na patogéaeseenca.

Outras doencas neurodegenerativas progressivasaddestacdo tardia tambéem
sdo causadas por uma expansao das repeti¢coeseiidicas CAG na regido codificante
do gene associado a doenca. Entre elas, podenamsacdtrofia muscular espinobulbar

(SBMA), a atrofia dentatorubral-palidoluisiana (DR e as ataxias espinocerebelares 1,
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2, 3,6, 7 e 17. Essas doencas de poliglutaminaseqtam como caracteristica comum a
presenca de uma proteina mutante com um trechgaaorde poliglutaminas que, por um

ganho de funcéo toxica, leva a disfuncéo neuromalggralmente ocorre na vida adulta. O
fato de os individuos ja nascerem com a mutac&pressa-la desde o nascimento implica
na existéncia de mecanismos compensatorios queedtémomento da vida, conseguem
neutralizar o efeito toxico da proteina. Tais me&rans ainda nao foram bem elucidados

(Takahashet al 2010).

As doencas de poliglutaminas apresentam um biomargaatolégico comum, a
presenca de agregados proteicos no citoplasmane/muicleo das células neuronais. Por
muito tempo suspeitou-se que as inclusdes protéicagadas a partir de proteinas com
cauda de poliglutamina expandida fossem a causmérta da doenca (Davies al
1998). No entanto, trabalhos mais recentes vém ustinamdo uma falta de associagéo
entre a formacado de agregados proteicos com a meur®nal e, pelo contrario, que este
seria um mecanismo protetor da forma toxica deeprat(Milleret al 2010; Arrasate and

Finkbeiner, 2012).

Ja foi demonstrado que a forma difusa da proteinabém como o tamanho da
expansao poli-Q, podem prever a morte neuronalagateet al 2004). Além disso, a
formacéo de corpos de incluséo reduz os niveidtddifasa, reduzindo o risco de morte
dos neurdnios estriatais, aumentando sua sobreva/&nquanto que neurbnios que nao
formaram agregados de htt permaneceram com odesecoorte da mesma forma elevado
(Arrasateet al 2004; Miller et al 2010). Neste caso, a formacdo de agregados qustei

seria um mecanismo protetor de resposta contreé@dade proteica.
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1.2 Modificadores genéticos

Apesar do numero de repeti¢cdes trinucleotidicas CgeB o principal fator
determinante da idade de inicio dos sintomas oénda DH, este nimero explica apenas
42 a 73% da variabilidade na idade de inicio, seng@rido anteriormente que o restante
deve ser influenciado por fatores genéticos e amdige (Wexleret al 2004). Individuos
da mesma familia e, mesmo individuos com numeratic® de repeticdes CAG,
apresentam variabilidade significativa na idadéndgo. Em um grupo de 370 individuos
com DH, sendo 165 gémeos, foi sugerida a ocorré&heianodificadores genéticos que,
independentemente do numero de repeticbes CAGrilmonm em 11 a 19% para a

variacao de idade de inicio (Rosenbétal 2001).

1.2.1 Estudos dé&senome Wide Association

Os estudos d&enome Wide Associatig@WAS realizam uma busca pelo genoma
de variacOes de sequéncia de DNA investigando wssiyel associacao entre genotipo e
fendtipo em centenas de milhares a milhdes de SRPsbjetivo € encontrar genes
envolvidos na determinacdo de tracos humanos dispecital como altura, bem como em

doencas genéticas humanas.

Alguns estudo$SWASvém sendo desenvolvidos, especialmente em ninelida,
a fim de encontrar regibes no genoma que contenfadones genéticos familiares
responsaveis pela parte ndo CAG da variacdo d& idadnicio da DH. Em um desses
estudos, os cromossomos 4 e 6 foram identificados@rovaveis regides ligadas a DH,

além de evidéncia marginal de ligacdo para os cssomos 1, 2, 5 e 18 (ki al 2003).
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As regides de maiores valores de LO@gérithm of oddysforam 6p, 6q e 4p (2,29; 2,28;
1,93, respectivamente). Nestas regides encontrageses candidatos a modificador,
como oCtBP (Corepressor c-terminal-binding protgiflocus 4p16.3), bem como outros
genes previamente descritos como modificadoresHiacbmo oUCHL1 (4p14) (Nazeet

al, 2002) e cGRIK2(6g16.3) (Chattopadhyast al, 2003).

Mais recentemente, procurando replicar um estuderian as regides 6g23-24 e
18922 foram identificadas como sugestivamente éigadl variagcdo da idade de inicio na
DH (Li et al 2006). Ainda nesse estudo, analises epistatichsaram que a regiao 6q23-
24 ndo interage com as outras cinco regides aealigtbdendo, assim, conter genes que
participam de vias independentes na DH. Esta regatem 128 genes conhecidos, sendo
dois deles de particular interesseSGK (serum and glucocorticoid regulated kinageo
GRM1 (metabotropic glutamate receptoy, bs quais aparecem superexpressos no cerebro
de pacientes com DH e apresentam funcdes neurtpaste Outro gene presente nesta
regiao, descrito previamente como modificadorGRIK2 Na regido 18922, 36 genes sao
conhecidos, entre eles NEDDA4L (neural precursor cell expressed, developmentally
down-regulated 4-like o qual parece interagir com a htt e ter papgbortante na

patogénese da doenca €tial 2006).

Outro dois novodoci no cromossomo 2 (2p25 e 2g35) potencialmente dgad
DH foram descobertos em outro trabalho, alémldaisbpl4 e 5932 (Gayaet al 2008).
Além disso, a provavel ligacdo dimcus 6922, previamente descrito por outros trabalhos,
foi confirmada. Os individuos incluidos neste estsdo provenientes da Venezuela e

fazem parte do maior grupo de familias com a dogn@ncontrado no mundo. Tal fato
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possibilita uma analise mais precisa dos fatoregtgms familiares que determinam parte

da variacdo da idade de inicio da DH (Gagtal 2008).

A identificacdo de modificadores genéticos na DHigoepresentar um grande
avanco na identificacdo dos mecanismos capazesetdedar a idade de inicio da

manifestacédo da doenca.

1.2.2 Genes modificadores na DH

A andlise genotipica de genes candidatos € umanatitea apropriada para
identificar modificadores genéticos. Polimorfismusstes genes ndo exercem efeito em
individuos sem a doenca, no entanto, podem modificeurso da doenca em individuos

doentes.

Alguns trabalhos foram publicados com a identiff@ade genes modificadores da
idade de inicio da DH. O efeito do polimorfismo $18ocalizado no gendJCHL1
(ubiquitin carboxy-terminal hydrolase ),1sobre a variacdo da idade de inicio foi avaliado
por dois grupos distintos. O primeiro trabalho eniu correlacdo entre a presenca do
SNP S18Y e a manifestacdo mais tardia da doen¢ermdeando 13% da variacdo da
idade de inicio (Nazet al 2002). Um segundo estudo confirmou a associagea®18Y
com a modulacao da idade de inicio em pacientesdn(il,7% da variacdo da idade de
inicio). No entanto, foi observado que individuosmiozigotos para o alelo Y
apresentavam os sintomas oito anos mais cedo agicedos outros genotipos (Metzger
al, 2006). Pacientes euro-descendentes homozigata® geendtipo M441 (substituicdo de

uma treonina por uma metionina) no geHAP1 (huntingtin associated protein) 1
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manifestaram a doenca oito anos mais tarde emarekags pacientes homozigotos para o
genotipo T441. Ensaios funcionais demonstraram lga@1-M441 humana, além de
interagir com a htt mutante mais fortemente queA HT441 humana, reduz os produtos
de degradacao de htt soluveis e protege da todieideediada pela mesma (Metzgéerl
2008). Outro trabalho publicado mais recentemer@mahstrou que entre 0s genes
relacionados a autofagiaAtg (autophagy-related— o polimorfismo V471A (troca de
alanina por valina) ermtg7 esta associado com a antecipacédo da doenca ero quat

(Metzgeret al 2010).

Outros genes participantes de vias relacionadds &du que foram identificados
por GWASem regides potencialmente ligadas a DH serdo abdosdcomo candidatos a
modificadores genéticos do fenétipo da doenca. éém GRM1, SGKle TGM2 Além
disso, sera feita a validacao do polimorfismo MédiHAP1como modificador da DH na
populacdo em estudo. Foram incluidos neste estuhesgrelacionados as ataxias
espinocerebelares (SCAs) de repeticio CAGXNL (SCAL), ATXN2 (SCA2), ATXN3
(SCA3), CACNA1A (SCAB), ATXN7 (SCA7), PPP2R2B (SCA12), TBP (SCA17) e
DRPLA (DRPLA), a fim de avaliarmos uma possivel influéndesses genes causadores

de doencas neurodegenerativas na patogénese da DH.

1.2.2.1GRM1 (metabotropic glutamate recepto) 1

Glutamato € o principal neurotransmissor excitatomo sistema nervoso de
vertebrados e esta envolvido em uma variedade d&e$s0s neuronais, como
diferenciacéo, sobrevivéncia ou morte neuronaljfpracéo, desenvolvimento das células

neuronais e gliais e plasticidade na transmisséapsca em ceérebros adultos e em
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desenvolvimento (Nakanishi and Masu, 1994). Norgatgpor uma acéo exacerbada deste
neurotransmissor, conhecida como excitotoxicidamlgldtamato, uma série de respostas
de dano neuronal poés-isquemia ou hipoglicemiaepgpid, tolerancia e dependéncia a
drogas, ansiedade, depressdo, bem como processoslegenerativos agudos e crénicos

estariam sendo desencadeadas (Meldrum, 2000).

Em relacdo ao envolvimento do glutamato em prosessarodegenerativos, trés
possiveis mecanismos sado considerados: i) glutaexatgeno ou compostos relacionados
ingeridos pela dieta, estariam agindo nos recepteeglutamato causando dano neuronal,
i) glutamato endogeno, liberado dos neurdnios,epgadcontribuir para o processo de
neurodegeneracdo aguda em resposta a isquemia @anactraumatico cerebrais; iii) a
ativacdo dos receptores de glutamato contribuidea pa morte celular em doencas
neurodegenerativas cronicas, como a DH (MeldrunOROEsta ultima hipotese é a

atualmente postulada para 0s processos neurodatjeoercronicos.

Os receptores de glutamato sdo divididos em dwesses: os ionotropicos, que
compreendem canais iGnicos que permitem a entrelddive de cations e mediam a
neurotransmissao excitatéria rapida, e os metghiot® (MGIURs), que sdo proteinas
transmembrana, membros da familia C de receptogdaalos a proteina G intracelular

(GPCR) (Nakanishi and Masu, 1994).

Existem, pelo menos, trés diferentes tipos de teoep de glutamato ionotropicos,
classificados em dois subgrupos: NMDA (receptor &tHabD-aspartato) com as
subunidades NR1, NR2A-NR2D, NR3A, NR3B e nao-NMDd4ye compreende o0s

receptores AMPA (acidoa-amino-3-hidréxi-5-metil-4-isoxazolepropionato), nco as
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subunidades GIuR1, GIuR2, GIuR3 e GIuR4, e os tecep cainato, que incluem as

subunidades GIuR5, GIuR6, GluR7, KA1 e KA2 (Nakanad Masu, 1994).

Oito mGIuRs distintos foram descritos em mamifer@ncontram-se divididos em
trés subgrupos com base na homologia de sequé@asiajias preferenciais de transducéo
de sinal e na sua farmacologia (Pin and Duvois#®5). Os receptores do grupo |, que
inclui os receptores mGIuR1 e mGIuR5, estdo predaméemente acoplados a ativacéo da
fosfolipase C via proteina Ge sdo seletivamente ativados por 3,5-dihidroxXidénina
(3,5-DHPG), cujo efeito € a producédo de inositibbsfato e subsequente mobilizacdo de
calcio intracelular e ativacao da proteina cinagPKXI) (Ferragutet al 2008). O grupo Il
(mGIuR2 e mGIUR3) e o grupo IlI (MGIuR4, mGIuR6, &7 e mMGIuR8) estdo
acoplados a proteinas i Ge sdo ativados, respectivamente, por 2R-4R acido
aminopiperidindicarboxilico e 2-amino-4-fosfonolbato (Ferragutiet al 2008). Estes

grupos regulam negativamente a formacao de cAMPaRi Duvoisin, 1995).

A acéo excitotoxica do glutamato através de execasgivacdo dos seus receptores
pode ser a causa da grande perda celular neurbeatvada na DH, especialmente na
regido dos neurbnios estriatais. Varios subtipos nd8luRs estdo diferencialmente
expressos na populacdo de neurbnios estriataidpmpieando os mGIuRs do grupo |
(MGIUR1 e mMGIUR5) (Kerneet al 1997; Testaet al 1998). E possivel que essa
distribuicao diferencial possa resultar em difezsrespostas eletrofisiologicas cerebrais e
explique a vulnerabilidade a excitotoxicidade aelespecifica descrita na regido do

estriado no periodo inicial da manifestacdo da c@em pacientes com DH.

Os receptores mGIUR do grupo | interagem com aeprat htt mutada e a

optineurina (OPTN), uma proteina que interage corntta atua em antagonismo ao
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agonista do receptor mGluR1a, de forma a bloquesxc#abilidade do receptor. Além
disso, coprecipitacdo da htt normal foi evidenciad o receptor mGluR1a, sendo que,
quando OPTN é superexpressa, a coprecipitacad darimal com mGIluR1a aumenta em
quase trés vezes. No entanto, a expressao darhtaine htt mutante sozinhas nao teve
efeito na formacédo de inositol fosfato (InsP) medigelo acoplamento do receptor
mGIuR1a com proteina Gg. Por outro lado, quandcoe&presséo de OPTN, apenas a htt
mutante leva ao aumento da ligacdo OPTN-mGIuR1 mesemuente aumento do
antagonismo de OPTN sobre o receptor. Assim, n@mas OPTN, mas também htt

mutante, pode antagonizar a sinalizacdo de mGluR-héAnborghet al, 2005).

Uma vez que os sintomas da DH s6 comecam a apam@cgeral na vida adulta, é
possivel que tanto vias neuronais protetoras estajavadas ou mesmo que os sinais de
morte celular estejam atenuados na fase pré-sititarda doenca. A estimulacdo com um
agonista de mGIuR1/5 evidenciou a formacao atendadmsP, a partir da ativacdo do
receptor mGIluR1/5, até os 9 meses de idade depatesintomaticos homozigotégock-
in para a htt mutante Hho11/Hdho119) quando comparados com ratos normais
(Hdhg2oHdhozo) (Ribeiroet al 2010). No entanto, essa diferenca na formagdosieem
ambos os modelos animais ndo foi observada a padill meses de idade (Ribedtaal
2010). Estes dados sugerem que a sinalizacdo dpoGrude mGIluRs pode ser
diferencialmente modulada na presenca da htt m@apee esta modulacédo pode variar de

acordo com a idade.

Os receptores mGIuR1 estdo envolvidos na reguldadexcitabilidade neuronal,
na plasticidade sinaptica, na selecdo sinapticaa diberacdo de neurotransmissores,

mecanismos, estes, importantes para 0 desenvolidmearebral, aprendizado e
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neuroprotecao (Ferragutit al 2008). Desta forma, os receptores mGIuR1 podesam

fatores-chave na determinacéo da idade de inicipaaentes com DH.

O geneGRML1 esta localizado ntocus 6g24 em humanos e codifica o receptor
metabotropico de glutamato 1 (mGIuR1). Este gerentende por 410 kb, dividido em 10

éxons.

O SNP rs1331639 esta localizado no intron 2 e 0 ISE$23492, presente no éxon
8 (c2977 > T), resulta em uma troca do aminoacrdéra por uma serina no residuo 993

(P993S) (Downet al 2009).

1.2.2.2SGK1 (serum/glucocorticoid regulated kinase 1

O geneSGK1 esta localizado no cromossomo 6, lnous 6p23, e codifica uma
proteina serina/treonina cinase bastante dinamieadgsempenha um importante papel na
resposta ao estresse celular. Entre muitas ouirgdds, esta cinase ativa determinados
canais de sodio, potassio e cloro, sugerindo uroleinvento na regulacao de processos de

sobrevivéncia celular, excitabilidade neuronal epapse (Langet al 2009).

Algumas vias de transducao de sinal ja foram dascna fisiopatologia da DH.
Entre elas estd uma via neuroprotetora que enviiteeamente a fosforilagcdo da proteina
htt no residuo de serina 421 (S421) pela serimaiina cinase AKT. AKT é ativada por
IGF-1 nos neurdnios estriatais e a ativacdo daasaitee a morte celular induzida pela htt
mutante e resulta na formacéo reduzida de inclusd@sucleares caracteristicas da DH.
E possivel que a fosforilagcdo da htt mutante akesmia interagio com outras proteinas,

reduzindo sua toxicidade e a formacao dos agregadtsicos (Humberet al 2002).
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Além da AKT, IGF-1 leva a ativacao de outra cingse pode ter papel importante
na promocao da sobrevivéncia celular, a protein&.9@s células estriatais, SGK é
ativada em resposta a IGF-1 e, assim como a AKdmeve a fosforilagdo da htt no
residuo S421n vitro e in vivo. Essa fosforilacdo leva ao aumento da sobrevivétesa
células neuronais do estriado que expressam h@nteutTanto em amostras cerebrais
como em modelo celular de DH, SGK apresentou nigeteicos aumentados em trés

diferentes regides do cérebro: cerebelo, cortestreado (Rangonet al 2004).

Além de ser ativada pos-transcricionalmente emostdapa IGF-1, SGK também é
regulada em nivel transcricional em resposta dassaracelulares. Estes sinais incluem
dano ao DNA, estimulos metabdlicos, hormonais eesst (Leonget al 2003). A via
p38/MAPK ¢é a responsavel pelo aumento da expreds@GK em resposta a diferentes
estresses, como sorbitol, aquecimento, radiacae eroxido de hidrogénio (Bedtt al
2000). Em modelo celular de DH, com o uso de imif@d desta via, 0s niveis de expressao
de SGK permaneceram constantes, mostrando que na [@dHmento desta proteina

depende da via de sinalizacdo p38/MAPK (Ranggirsd 2004).

O geneSGK1 possui compreende 418 kb, organizado em 14 éX08sSNPs

escolhidos para analise neste gene séo rs1763860in(l) e rs1075427 (intron 7).

1.2.2.3TGM2 (C polypeptide, protein-glutamine-gamma-glutamyltrsierase

O geneTGM2 esta localizado no cromossomo 20, lacus 20g12 e codifica a
enzimatransglutaminase tipo 2tecidual) — TGM2. Esta proteina se caracterizao@

versatilidade multifuncional dentro da familia dasnsglutaminases, sendo a mais
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largamente expressa em tecidos de mamiferos, edaodyn uma variedade de funcdes
bioquimicas e presente em diferentes sublocalizac@tulares (Fesus and Piacentini,
2002). Entre suas principais atividades estaooijifitacdes pos-traducionais de proteinas
envolvendo ligacdes cruzadas'&Gdependentes entre residuos de glutamina e da bsin

incorporacdo de aminas primarias a residuos dearging; ii) atividades de proteina
isomerase dissulfeto e de proteina cinase; iii) iapgd® da transducdo de sinal
transmembrana e das interacbes entre proteinasuperfisie celular e a matriz

extracelular. Em baixos niveis de *¢aTGM2 atua como proteina-G, ligando-se e
hidrolisando GTP com afinidade e ac&o cataliticailar a proteinas-G classicas (Fesus

and Piacentini, 2002).

A atividade de ligacdo cruzada ‘&aependente de TGM2 entre residuos de
glutamina (Q) de uma proteina/peptideo substrdisirea (K) de uma proteina/peptideo
cosubstrato é relacionada com a formacédo de agregadteicos nas principais doencas
neurodegenerativas, entre elas a DH. A formacaagdegados na presenca de TGM2 foi
evidenciadan vitro com construtos de htt contendo dominigs EJn geral, a formacao de
agregados foi mais proeminente quanto maior o narderglutaminas e com as formas
mais truncadas da proteina htt (Karptijal 1999). Neste mesmo estudo foi observada a
superexpressao desta proteina em extratos cereler@drtex e de cerebelo de pacientes
com DH quando comparados a amostras controle, sdetkctada maior atividade da
mesma nos extratos corticais nucleares se comaeaoextratos citosolicos (Karpet

al, 1999).

Uma melhor elucidacdo das implicacfes dos achadomaitados foi obtida com

a demonstracdo do envolvimento de TGM2 na disfung@ergética e transcricional
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observada em doencas neurodegenerativas que emvphatdeinas poli-Q expandidas. A
inativacaoin vitro de duas proteinas relacionadas ao metabolismgétiter da célula, a
gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase  (GAPDH) e @mpulexo a-cetoglutarato
desidrogenase (KGDHC), foi observada quando as amesestavam envolvidas em
ligacbes cruzadas com uma proteina heterdlogaaypeesio poli-Q expandido. Este fato
pode estar interligado com a ruptura da homeostasggética cerebral observada nessas
doencas (Coopeet al 1997). Subsequentemente, a histona H1 foi ideatid como
substrato para TGM2, sugerindo a participacdo damaano remodelamento da cromatina

e na regulacdo da expresséo génica (Caetpar 2000).

Ficou evidenciado que TGM2 poliamina a cauda N-mamda histona H3
(Zainelli et al 2005). A poliaminacdo da cauda N-terminal de Hi®@enta a carga positiva
da mesma e a sua propenséo a interagir mais forternem o DNA, o qual é carregado
negativamente. A TGM2 patrticiparia, dessa mane@la, alteracdo da estrutura da
cromatina atuando como repressora da transcricagedes alvo (Zainellet al 2005).
Assim, uma superexpressdao acompanhada com hipésgitv de TGM2 poderia
desregular a transcricdo génica. Corroborando es$eslos, a inibicdo quimica de TGM2
em neurdnios derivados de modelo animal de DH ssprelo a proteina htt mutante
completa resultou na normalizacdo dos niveis deeggfo (em pelo menos 25%) de 196
genes dos 461 analisados (Zainetlial 2005). Utilizando o ensaio de imunoprecipitacao
da cromatina (CHIP) foi evidenciado que TGM2 ocwpaxtensivamente as regioes
promotora/intensificadora de dois genes essenciaisproducdo energétic®GC-lu
(peroxisome proliferator-activated receptpreoativator 1e) e COX-1 (cytochrome c

oxidase subunit)] de modo a reprimir a transcricdo dos mesmoséllaiet al 2005). A
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reducdo da expressdo de PGLelde genes relacionados contribui para as disésncd

mitocondriais e metabdlicas caracteristicas da DH.

Estudos com inibicdo quimica de TGM2 com cistaminaibidor de TGM2 — e
geneticamente por meio dknockout de TGM2 mostraram melhora do processo
neurodegenerativo em modelo animal murino de DMardo-se em consideracdo o0s
sintomas apresentados, com o retardo da idade ide ias disfuncdes motoras e o
prolongamento do tempo de sobrevivéncia dos megMastroberardinoet al 2002;

Bailey and Johnson, 2006).

Embora a vasta maioria das proteinas humanas sdjenofica, devido,
principalmente, a polimorfismos de nucleotideo ariGNP), é de se esperar que TGM2
possua um alto grau de conservacdo gendmica catades variacdes no gene, uma vez
que esta desempenha inumeras fungbes importantesrgamismo. De fato, ficou
evidenciado, apés andlise sistémica do gene, qagessui baixa frequéncia de variacdes

genéticas na sequéncia codificante da proteinalgket al, 2011).

Poucos dados de frequéncia alélica estédo dispenpaea os SNPs neste gene e 0s
valores de MAF rhinimum allele frequengysdo bastante baixos, o que dificulta a
identificacdo das variantes na populacdo de estOdoSNPs rs7270898 e rs7275079
(intron 2) estdo localizados em uma regido de pelsségulacdo da transcricdo génica,
podendo influenciar a expressdo do gehéM2 em pacientes com DH, sendo

relativamente polimaorficos na populacgéo.
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1.2.2.4HAP1 (huntingtin associated protein)l

O geneHAPL1 esta localizado no cromossomo Iatus 17g21.2-g21.3, apresenta
12,1 kb de extensdo e se divide em 11 éxons, caddb a proteina de mesmo nome.
HAP1 foi a primeira proteina descrita a interagimca proteina htt. Essa interacdo € mais
forte com a htt mutada do que com a htt normalxpressdo de HAP1, ao contrario da
proteina htt, € restrita ao cérebro, sendo setaBwie expressa em neurdnios étial
1995). HAP1 estaria envolvida com trafego axonaawez que interage com proteinas de
transporte dependentes de microtubulos, com trafegarelular e endocitose, baseado na
sua associacdo com organelas endossomais, coraptaeet,4,5-inositol trifosfato tipo | e
com o receptor de androgénios, além de estar @daatem o transporte de BDNBr@in-
Derived Neurotrophic Factyr(Engelenderet al 1997; Tanget al 2003; Gauthieet al
2004; McGuireet al 2006; Takeshitat al 2006). Tais funcbes corroboram sua interacao
direta com a proteina htt, fazendoH&P1 um forte candidato a modificador genético do

fendtipo da DH.

Novos polimorfismos foram identificados no gddAP1 e investigados quanto a
uma possivel associacdo com a determinacdo da d#addcio em 900 individuos com
DH provenientes da Europa (Metzget al 2008). O polimorfismo rs4523977
(9.5157502G>A) foi identificado como modificador ddade de inicio nos pacientes
incluidos no estudo. A mudanca polimérfica do nesitteonina por metionina na posicao
441 (T441M) foi responséavel por um atraso na matafgio dos sintomas em 8 anos para
os individuos homozigotos para o gendétipo M441l.avds de ensaios funcionais,

evidenciou-se uma associacao forte entre a prokbiiRl-M441 e a proteina htt mutante,
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com a reducédo dos produtos de degradacao de tnesok a protecdo contra a toxicidade

mediada pela mesma (Metzgsral 2008).

Dois anos ap6és a identificacdo HAP1 como modificador da idade de inicio da
DH, outro grupo reproduziu o mesmo estudo, contlusdo de alguns genes previamente
identificados como modificadores, em uma populad19 pacientes, menos da metade
utilizada no primeiro estudo. A mesma associacé@oea modesta, foi encontrada para o
alelo de risco A. A diferenca na meédia da idadeirdeio para o gendtipo M441
homozigoto em relagcdo aos demais gendtipos foiabtestsutil, mas mostrou uma
tendéncia de retardo no inicio da manifestacaotdgp®&ra este grupo (Taherzadeh-Ferd

al, 2010).

O SNP rs4523977 sera incluido nesse estudo visandbdacdo da acéo protetora

deste polimorfismo na populacdo em questao.

1.2.2.5 Ataxias espinocerebelares

As ataxias espinocerebelares (SCAs) sdo um grupoatgfestacdes patologicas
neurodegenerativas raras, de heranca autossOmiténalde, que apresentam como
caracteristica comum a degeneracao cerebelar psdgae com consequente prejuizo no

equilibrio, na marcha, nos movimentos coordenadeskembros, bem como na fala.

A medida que as varias SCAs foram sendo identéisadum namero
correspondente a ordem cronolégica das descobertasndo atribuido a cada uma delas
(SCAL, SCA2, e assim sucessivamente), sendo a SE@A3Es recentemente descrita (até

20 de dezembro de 2012) (Kobayashal 2011). O niumero desta ultima forma de SCA
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nao corresponde diretamente ao total de SCAs tEs@té o momento, uma vez que
dentro desta classificacdo foram incluidas outiadremes relacionadas que nao ataxias
espinocerebelares propriamente ditas. Desconsilieressas sindromes relacionadas, ha
um total de 30 diferenteloci associados as SCAs, sendo que para 21 delasaj for

identificadas as variantes genéticas associadashesoret al 2012).

O grupo mais prevalente dentro das ataxias espmlelares inclui as SCAs
causadas por expansdo das repeticdes trinuclestidid\G na regido codificante dos
genes, as quais codificam o aminoacido glutamisad@encas de “poliglutaminas”, como
sao conhecidas as SCAs pertencentes a este gnopueem a SCA1, SCA2, SCA3, SCAG,
SCA7, SCA17 e DRPLA (Tabela 1). Esse grupo de S&phkssenta em comum a producao
de uma proteina mutante com um trecho anormalnaémtgado de poliglutaminas, a qual
se atribui as causas das manifestacdes clinicasvalosis em individuos com a doenca. A
SCA12 também € causada por uma expansdo das OesetitAG, porém estas se
localizam na regido 5’ ndo-codificante do g&P2R2B(Holmeset al 1999) (Tabela 1).

O mecanismo de patofisiologia da SCA12 ainda éadsxido. Assim como na DH, as
SCAs se manifestam quando o numero de repeticdespagsa o limiar considerado
normal e a idade de inicio da manifestacdo dosreas$ também é determinada por uma
correlacdo inversa ao numero de repeticobes CAG.u@ero de repeticbes tende a
aumentar ao longo das geracdes, resultando emdade de inicio mais precoce e em um
fendtipo mais grave de uma geracdo para outra;exseto é chamado de antecipacao

genética (Hershesaat al 2012).
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Tabela 1. Ataxias espinocerebelares dominantes depeticdo CAG

Nome OMIM Locus Gene Proteina Tipo de mutacdo % SCAs
SCAl 164400 6p22.3 ATXN1l Ataxinal Expansdo CAG entre 39 e 6-27%
81 repeticdes puras
SCA2 183090 12924.12 ATXN2 Ataxina 2 Expansdo CAG mais de 32 13-18%
repeticdes puras
SCA3 109150 1432.12 ATXN3 Ataxina 3 Expansdo CAG entre 54 e 20-50%
86
SCAG6 183086  19p13.2 CACNA1A SubunidadeilA do Expansédo CAG entre 21 e 13-15%
canal de calcio 33
voltagem
dependente tipo P/Q
SCA7 164500 3pla.l ATXN7 Ataxina7 Expansdo CAG entre 36 e 3-5%
450
SCA12 604326 5932 PPP2R2B Subunidade Repeticdo CAG em 5' UTR Rara

regulatéria B da maior que 51 repeticdes
proteina fosfatase 2

p
SCAl7 607136 6927 TBP  proteina ligante de  Expansdo CAG/CAA entre  Rara
TATA-box 43 e 66
Expansdo CAG entre 48 e
DRPLA 125370 12p13.31 DRPLA Atrofinal 93 Rara

Ao contrério das mutacdes estaticas que sédo estentd transmitidas para a prole,
as mutacdes de repeticdes nucleotidicas sado dia§miom um processo de mutacao
continuada nos tecidos e ao longo de geracfeshdsdongos de repeticbes sdo mais
suscetiveis a mutacdo do que trechos curtos. O niseta molecular que rege a
instabilidade das mutacfes dinamicas ainda nao &d&mente esclarecido. A
instabilidade do DNA pode ser causada pela pr@@mansédo ou em conjunto cans-
elementos gene-especificos que se localizam préxamexpansao e ptians-elementos

que atuam na replicacdo e reparo do DNA (Peatah2005).

Ja foram descritas associacdes entre alelos nolomgiss encis-elementos gene-
especificos, e a modulagdo do fenétipo de doeneasodegenerativas. E o caso da

associacao entre alelos longosAdeXN2(> 29 repeticbes CAG) e o risco aumentado para
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ELA (Esclerose Lateral Amiotréfica) (Daowd al 2011). Da mesma forma, a presenca de
alelos normais longos no gemf@ACNALA mostrou-se associada com a manifestacéo

precoce da ataxia espinocerebelar do tipo 2 (SCA@}stet al 2005).

Assim, repeticdes CAG longas em alelos normaisemheg relacionados a doencas
de poliglutaminas podem influenciar na variacaaddae de inicio em pacientes com DH.
Os genes relacionados as ataxias espinocerebe&8&Ad ATXND), SCA2 ATXNI,
SCA3 (ATXN3, SCA6 CACNALA, SCA7 ATXN7, SCA12 PPP2R2B, SCA17 BP) e
DRPLA (DRPLA foram selecionados como candidatos a modificaddaeidade de inicio

da DH.
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2. JUSTIFICATIVA

A DH é a forma mais comum das doencas neurodegaserfiereditarias. Esta se
manifesta em geral na vida adulta, sendo a idadmid® dos sintomas parcialmente
determinada pelo nimero das repeticbes CAG expasidid gene relacionado a doenca. O
restante da variabilidade da idade de inicio destareelacionado a fatores genéticos e
ambientais. A compreensdo da acdo desses fatonésiops na modulacédo da idade de
inicio da DH pode ser bastante elucidativa quarde mecanismos envolvidos na
patogénese da doenca, bem como pode ser o pontmartida para a geracdo de

intervencdes terapéuticas eficientes na contengd@wenca.

Alguns genes modificadores da idade de inicio janfodescritos na DH. A anélise
de variantes polimérficas em genes candidatos aficembres é uma estratégia atil na
determinacao de fatores genéticos moduladoresrdiifpe da doenca. Os genékM1],
SGK1 ATXN1 PPP2R2Be TBP estdo em regides, ou em regides proximas, ideadifis
por estudos d&WAScomo associadas a DH e podem estar diretamentdvielos na
determinacao da idade de inicio de individuos cdfa O geneTGM2 parece ter funcéo
bastante importante na patogénese da DH, por serag¢do com a proteina htt e por seu
envolvimento na disfungcdo energética e transcradiombservada em doencas
neurodegenerativas que envolvem proteinas poli-Qarekdas. O gen&lAP1 ja foi
descrito como modificador da DH e a sua validagasebgrupos diferentes da populacéo
podera reforcar sua importancia na fisiopatologgaddenca. Os genes relacionados as
SCAs ATXNI1 ATXNZ ATXN3 CACNA1A ATXN7 PPP2R2B TBP e DRPLA podem
atuar como elementos moduladores do fenétipo degdseneurodegenerativas através de

alelos normais longos eams-elementos gene-especificos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Identificar a acdo de alguns fatores genéticos odutacdo da idade de inicio da

DH:

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Determinar as frequéncias alélicas e gemaspie variantes polimérficas nos
genes,GRML1 (rs1331639 e rs6923492%GK1 (rs1763505 e rs1075427)GM2
(rs7270898 e rs7275079) IHAP1 (rs4523977) em pacientes e em individuos

controles;

3.2.2 Avaliar a presenca de associacao entre @s1tes genéticas acima citadas e a

variabilidade da idade de inicio dos sintomas a@bisiem individuos com DH;

3.2.3 Correlacionar o numero de repeticdes CAGlelo aormal do gen&lTT com

a idade de inicio dos sintomas em individuos com DH

3.2.4 Determinar o numero de repeticbes CAG em andsoalelos dos genes
ATXNL1 (SCA1), ATXN2 (SCA2), ATXN3 (SCA3), CACNA1A (SCA6), ATXN7
(SCA7), PPP2R2B (SCA12), TBP (SCA17) e DRPLA (DRPLA) em casos e
controles, comparar as frequéncias alélicas eraxedre correlacionar o tamanho

dos alelos com a variacao da idade de inicio emigbs com DH.
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4. RESULTADOS

Os resultados deste trabalho serdo apresentadosmeaade dois artigos cientificos.
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4.1 Artigo 1l

SEARCHING FOR GENETIC MODIFIERS OF AGE AT ONSET IN

HUNTINGTON'S DISEASE

Este manuscrito sera submetido para a rewsteerican Journal of Medical

Genetics Part B: Neuropsychiatric Genetics.
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ABSTRACT

Huntington’s disease is the most common inheritedrodegenerative disorder generally
starting at adulthood. Mean age at onset (AO)asirad 40 years and is mainly determined
by CAG repeats length of the mutaht T allele. The remaining variation observed in HD
patient is due to genetic and environmental factSmne genetic modifiers of AO have
already been described and are useful to understentID pathogenesi&RMI1, SGK1,
TGM2 andHAP1 genes were assessed in this study in a cohort @r8zilian unrelated
HD patients. Association diAP1 and AO were confirmed as previously reported aith
modest but significant correlatiop=<0.044). Lack of association of other tested vaesb
may be due to small size sample. Therefore, mulizestudies should be performed with

those genes or other good candidates to HD moslifier

Key words: Huntington’s disease, genetic modifiers, age ategnsingle nucleotide

polymorphism (SNP)
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INTRODUCTION

Huntington’s disease (HD) (OMIM 143100) is the mostommon
neurodegenerative disorder that is autosomal dartlinanherited with clinical age at
onset (AO) in adult life. HD is characterized bytorodysfunction, cognitive deficits, and
psychiatric disturbances that starts commonly betwa5—-50 years of age (Hayden, 2001).
HD associated mutation is an expansion of CAG tlentide repeats in the first exon of
HTT gene that encodes for huntingtin (htt) protein ¢Manaldet al, 1993). The mutant
protein with an abnormally long polyglutamine streis responsible for the dysfunction,
neurodegeneration, and the primary clinical charatics shown by HD patients. CAG
repeat length is known to be the main factor assedito AO. However, it is responsible
for only 42-73% of its variation that leads to thecurrence of environmental and genetic
modifiers (Wexleret al 2004). Based on studies in siblings, familial gggnfactors might
account for 11 to 19% of AO variation (Rosenblettal 2001). Among these genetic

factors, other genes can be able of modifying these of disease.

Genome wide association studies (GWAS) have bedarpeed and genomic regions have
been associated to AO variation in HD (Gaghml 2008; Liet al 2003; Liet al 2006). A
great number of genes were identified in theseoregandJCHL1 gene located dbcus
4p14 (Nazeet al 2002) andGRIK2 gene located dbcus 6q16.3 (Chattopadhyagt al
2003) have been previously identified as potergetetic modifiers. Polymorphisms in
these genes can modulate mechanisms responsildeléying or anticipating the onset of

the disorder.

We have chosen four genes among a wide varietyaiodidates to assess their potential

association to AO in this stud&RM1 (metabotropic glutamate receptor And SGK
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(serum and glucocorticoid regulated kinasaje located in regions that have been
associated with AO modulation by GWAS (lgt al 2006) and are involved in
neuroprotection;TGM2 (C polypeptide, protein-glutamine-gamma-gluthiransferase)
plays a central role in HD pathogenesis, regulagjage transcription and formation of htt
aggregates; andAP1 (huntingtin associated protein has been previously described as a
modifier in HD (Metzgeret al 2008), and it was included in this work to vateléhe data

in our population.
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SUBJECTS AND METHODS

Ninety-one unrelated Brazilian HD patients werevpesly diagnosed by molecular

analysis. Age at onset (AO) of each patient wasddfas the date when patient or a close
relative noticed the first symptom. Either the eatior a close relative have signed an
informed consent to participate in this study. Véeehalso included 100 unrelated subjects

as controls.

DNA was isolated from peripheral blood by standarethods (Milleret al 1988). CAG
repeat length was determined by PCR (Polymerasen@Geaction) using primers HuntF
5-GACCCTGGAAAAGCTGATGAAGGC-3' and HuntAR 5'-
TGGCGGCTGTTGCTGCTGCTG-3'. The latter was labeledsinend with 6-FAM (6-
carboxifluoroscein). PCR reaction was performed total of 25 pL, containing 40 ng of
genomic DNA, 4 pmol of each primer, 2 mM dNTPs, thBl MgCl,, 1X GeneAmP Gold
Buffer, 10% (v/v) DMSO (dimetyl sulfoxide), and 1.25 U @&fmpliTag Gold DNA
polimerase Amplification was as follows: denaturation step %°C for 10 minutes,
followed by 5 cycles at 94°C for 30 seconds ancC7@? 3 minutes, 5 cycles at 94°C for
30 seconds and 70°C for 3 minutes, 5 cycles at 3°80 seconds, 68°C for 1 minute and
72°C for 2 minutes and 20 cycles at 94°C for 3@es, 60°C for 1 minute and 72°C for 3
minutes and a final extension at 72°C for 20 miswteollowing amplification, PCR
product was submitted to capillary electrophorasisan ABI3130x| Genetic Analyzer
(Applied Biosystems) using a mixture of 0.5 uL afck sample, 9.3 pL of Hi-DI™
Formamide (Applied Biosystems)nd 0.2 pL of GeneScan™ 500 LIZ™ size standard
Samples were denatured at 95°C for 5 minutes dnhdriece for 5 minutes before being

injected during 22 seconds at 3 kV and left runrdogng 40 minutes at 60°C in a 50 cm



42

long capillary containing Polymer POP-7 (AppliedoBystems). Data was then analyzed

by GeneMapperIB software 4.0 (Applied Biosystems).

Allelic discrimination of SNPs was performed by Guaive real time PCR using the
TagMarf PCR Assay (Applied Biosystems), which is basedloorescent minor groove
binding probes. Assays used in this study aredigteTable SI and were ordered from
Applied Biosystems. PCR reaction was performed fima volume of 8uL containing 4
ng of DNA, 0.2uL of specific TagMan assay andift of 2X PCR Genotyping Master Mix
(Applied Biosystems). Amplification included an tiai step at 50°C for 2 minutes
(activation of AmpErase UNG function), AmpliTadsold activation at 95°C for 10
minutes, followed by 40 cycles of denaturation &@ for 15 seconds and annealing
extension at 60°C for 1 minute. Allelic discrimiizat step was performed at 60°C for 1
minute. PCR products were analyzed by the Sequieatection System Software version

1.2.1 (Applied Biosystems) in the ABI Prism 750@otigh allelic discrimination plot.

The majority of SNPs were selected using SNP Taggarof HAPLOVIEW software,
available from The International HapMap Consortiud®09. rs4523977HAP1) and
rs6923492 GRM1 were included based on previously published datzger et al

2008); (Downeyet al 2009).

Statistical analyses were performed using SPS&&tatl8 (Statistical Package for Social
Sciences, version 18). Allelic and genotypic fretpies were estimated by gene count and
compared by Pearson Chi-squay®.(Genotypic frequencies were tested to deviatibn o

Hardy-Weinberg equilibrium, using Chi-square teghwignificance level of 5%.

Correlation between AO and CAG repeat number inatedt allele was estimated using

simple linear regression, with logarithmic transgfation of AO to a better fit on
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determination coefficient (R2). The influence oflypoorphism on AO was assessed by

multiple linear regressions including each SNPviatlially.
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RESULTS

Our cohort included patients with CAG repeat sizéhie mutated allele ranging from 39 to
79 repeats with a mean repeat number of 47 (4% xepeats), while normal allele CAG
repeats ranged from 10 to 30 repeats with a med8.8f (18.3 + 3.4 repeats). Mean AO
was 37.3 years (37.3 £ 12.4 years) ranging from B2 years. In our case, length of CAG
repeat was responsible for 65.3% (R2=0.65%3).0001) of variation in AO (Figure S1).
The regression model was well adjusted after aritbgmic transformation of dependent
variable AO. According to this function, an increas one CAG unit is responsible for a

decrease of 0.95 years at AO.

Allelic and genotypic frequencies distribution imses and controls are presented in table I.
rs6923492 allelic and genotypic frequencies weatssically different £2=5.079;p=0.024

e x>=14.079;p=0.001, respectively). Genotypic distribution wastéd to Hardy-Weinberg
Equilibrium (HWE) and both rs1075423GK1J) and rs69234923RM1) were not in HWE

in both cases and controlg£7.239;p=0.027 andy?=7.586;p=0.023). Both SNPs were

then excluded from further analysis.



Table I. Allelic and genotypic SNP frequencies distribution

HD patients Normal subjects
Allele/Genotype n=91 n =100 Ve p?
rs6923492 (GMR1)
C 102 (0.56) 89 (0.44)
T 80 (0.44) 111 (0.56) 5.079 0.031*
cIC 32 (0.35) 13 (0.13)
CIT 38 (0.42) 63 (0.63)
TIT 21 (0.23) 24 (0.24) 14.079 0.001*
rs1331639 (GRM1)
C 111 (0.61) 126 (0.63)
T 71 (0.39) 74 (0.37) 0.164 0.752
cIC 35 (0.38) 36 (0.36)
cIT 41 (0.45) 54 (0.54)
TIT 15 (0.16) 10 (0.10) 2.359 0.317
rs1763505 (SGK1)
C 123 (0.68) 135 (0.68)
T 59 (0.32) 65 (0.33) 0.000 1.000
cIC 38 (0.42) 46 (0.46)
cIT 47 (0.52) 43 (0.43)
TIT 6 (0.06) 11 (0.11) 1.956 0.396
rs1075427 (SGK1)
C 104 (0.57) 112 (0.56)
T 78 (0.43) 88 (0.44) 0.051 0.837
cIC 36 (0.40) 33(0.33)
cIT 32 (0.35) 46 (0.46)
TIT 23 (0.25) 21 (0.21) 2.315 0.314
rs7270898 (TGM2)
A 90 (0.49) 105 (0.53)
G 92 (0.51) 95 (0.47) 0.355 0.609
AlA 21 (0.23) 25 (0.25)
AIG 48 (0.53) 55 (0.55)

GIG 22 (0.24) 20 (0.20) 0.513 0.807
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rs7275079 (TGM2)

C 91 (0.50) 95 (0.47)

T 91 (0.50) 105 (0.53) 0.238 0.682
cic 22 (0.24) 20 (0.20)

cIT 47 (0.52) 55 (0.55)

T 22 (0.24) 25 (0.25) 0.510 0.792

rs4523977 (HAP1)

A 30 (0.16) 41 (0.20)

G 152 (0.84) 159 (0.80) 1.016 0.357
AIA 4 (0.05) 3(0.03)
AIG 22 (0.24) 35 (0.35)
GIG 65 (0.71) 62 (0.62) 2.797 0.268

Frequencies are shown within parentheses. Fisbadst test?) was used to compare allelic and
genotypic frequencies in cases and contfésvalues < 0.05 were considered significant.

Regression model was used to assess the infludnsd 381639, rs1763505, rs7270898,
rs7275079, and rs4523977 in variation of AO togettith length of CAG tract. Each SNP

genotype was assessed one by one. These resuitsoave in table Il. We have confirmed

correlation of rs4523977 AA genotype and Ax(@.044) that was previously published
(Metzgeret al 2008). Mean AO of AA genotype was 27 years (263 years) and this is

statistically significant from other genotypes (g 1). Lack of association with late onset
might be a consequence of small homozygous patiemtsber (n=4). Examining the

variation in model correlatiolAR?) we see that all models increased the R2? vauen

though not statistically significantly, especialb4523977 AR?2=0.016).



Table II. Single and multiple linear regression models
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Model R2 AR? p Power
CAG x AO 0.653 - <0.0001* 1.000
CAG x AO +rs7270898 0.654 0.001 0.886 0.068
AA 0.660 0.072
AG 0.664 0.072
GG 0.886 0.068
CAG x AO +rs7275079 0.654 0.001 0.886 0.068
CcC 0.658 0.072
CT 0.927 0.051
TT 0.886 0.068
CAG x AO + rs4523977 0.669 0.016 0.130 0.418
AA 0.044* 0.524
AG 0.771 0.060
GG 0.130 0.418
CAG x AO +rs1763505 0.657 0.004 0.664 0.115
CcC 0.675 0.070
CT 0.452 0.116
TT 0.664 0.115
CAG x AO +rs1331639 0.654 0.001 0.949 0.058
CcC 0.753 0.061
CT 0.785 0.058
TT 0.949 0.058

2p values < 0.05 were considered significABtatistical power observed for tested sample.
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Figure 1. AO distribution in rs4523977 AA, AG, and GG geyps. Mean AO
(black line in boxes) were AA=27 (27 = 16.3 yedranging from 7 to 45 years); AG=39
(39 £ 13.3 years) (ranging from 6 to 57 years) &&=37.5 (37.5 + 11.7 yaers) (ranging
from 12 to 72 years).

Patients were divided into three groups accordmgxpected AO variation: (i) patients
with AO more than one SD (standard deviation) beémarage (-1SD), named early-onset
group (n=10); (ii) patients with AO between -1 antl SD from average, named average
AO (n=74); (iii) patients with AO one SD above theerage (+1SD), named late-onset
group (n=7). Genotypic frequencies of each SNParlyeonset, average, and late-onset
group were compared by Chi-square test with Mon&ldCcorrection. No statistical
significant difference was found between group destpies (rs7270898 p=0.079;
rs7275079 -p=0.056; rs4523977 p=0.394; rs1763505 p=0.743, and rs1331639 -

p=0.821).
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Distribution of CAG repeats in early-onset groupwh no difference to all genotypes of
each tested SNP in both groups. A tendency of &ggmtwas observed in rs7270898 CC
and rs7275079 GG genotypgs(.074) with large CAG repeat length (Figure 2)yGhe
genotypes CC (n=3) and CT (n=7) were found to r8%06 ©=0.491). The Mann-
Whitney test was not significant to CAG length dizition in both genotypes (U=7.500;

p=0.491). Results of additional SNPs are showngarg S2.

Similar analysis was done in the late-onset grodlp.patients were heterozygous in
rs7270898 and rs7275079 (AG and CT, respectivaly) showed the same CAG repeat
length average 47.86 + 13.67 repeats. Only thetgpas AG (n=2) and GG (n=5) and
none AA (M411) were found to rs4523977. This exmaihe lack of association of M441
with late-onset disease. Only genotypes CC (n=4) @m (n=3) were detected in the
analysis of rs1763505. CAG length distribution was same in both genotypes in each
SNP (U=4.500p=0.845 and U=5.500p=0.858, respectively). To rs1331639 (CC (n=2),
CT (n=3) and TT (n=2)) we used Kruskal-Wallis tést0.978). Distribution of each

genotype is condensed in figure S3.
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Figure 2. CAG repeat length distribution of mutant allelesasmg genotypes of
rs7270898 (a) and rs7275079 (b) in early-onsetmgrdhere is a tendency of longer CAG
repeat length to be associated with GG and CC gpest(69 + 14.14 repeats), while the
heterozygous genotypes (AG - rs7270898 and CT27&079) showed lower average (46
*+ 5.26 repeats)p=0.074 for both rs7270898 and rs7275079 - Kruskalhg/test. (AA
n=1; AG n=7; GG n=2; TT n=1; CT n=7; CC n=2.).
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DISCUSSION

This is the first study in a Brazilian populatianassess the influence of genetic modifiers
in modulate AO. Our results confirm associatiorH#{P1 M441 genotype to variation in
HD AO (p=0.044), even though we were not able to confire dielay caused by this
genotype reported by the original study (Metzgeral 2008). A tight binding of HAP1-
M441 to mutant htt when compared to T441 has beparted previously and this protein
change does not alter its interaction of wild-type and with other interacting proteins
(Metzger et al 2008). HAP1-M441 colocalizes with htt aggregatesl seems to be
responsible for stabilizing htt aggregates as vesll reducing the amount of soluble
degraded htt products and apoptosis reduction. |Bgstesented here confirm thdAP1

is a powerful genetic modifier of HD and furtheudies to understand the molecular

mechanism of HD responsible for the delay of AO ningsperformed.

We have not found association of tested SNPS®BK1 and GRM1 genes and AO.
Therefore additional SNPs remain to be studiedh@sé genes in order to provide a more

extensive view of a possible influence of this oegon AO.

We have observed a tendency of genotypes GG anich 6&h rs7270898 and rs7275079,
respectively, to longer CAG repeat lengtr@.074) in the early-onset group. However, we
were not able to confirnrTGM2 as genetic modifier of HD, according to the evedda
SNPs. The transglutaminase cross linking activita>@ependent between the
carboxamide (terminal amide) of a glutamine (Q)ds in a protein substrate with the
amino group of a lysyl (K) residue of another piotes responsible for this function
(Cooperet al 2002). In addition, TGM2 seems to act as a rejoresf target genes by

changing chromatin conformation. It is critical ®ssential genes to energetic production,



52

as PGC-1o and COX-1 that contributes to mitochondrial and metabolicsfdypction
characteristics of HOQZainelli et al 2005). However, this protein is highly conserved

across species and this gene is low polymorphia{iKet al 2011).

TGM2is a good modifier candidate regarding its invateat in the formation of protein
aggregates in several neurodegenerative diseaskslimg HD. We have observed a
tendency of genotypes GG and CC in both rs7270888s/275079 to longer CAG repeat
length ©=0.074) in the early-onset group. However, we wereable to confirnrTGM2 as
genetic modifier of HD, according to the evaluateNPs. The transglutaminase cross
linking activity Cd*dependent between the carboxamide (terminal anoida)glutamine
(Q) residue in a protein substrate with themino group of a lysyl (K) residue of another
protein is responsible for this function (Coomtral 2002). In addition, TGM2 seems to
act as a repressor of target genes by changingnetio conformation. It is critical for
essential genes to energetic production, P&C-1n and COX-1 that contributes to
mitochondrial and metabolic dysfunction charactessof HD (Zainelli et al 2005).
However, this protein is highly conserved acrossces and this gene is low polymorphic
(Kiraly et al 2011). This fact cans difficult identification ®GM2 as a genetic modifier

by genotypic analysis.

Lack of association of other tested variables maylbe to some of the following issues.
As we have included specific SNPs, we cannot rule that additional polymorphic
regions in these genes could be responsible foodifier effect in HD patients. These
SNPs were chosen based on GWAS performed in a gigulwith different ethnic
background; therefore we might be studying genamggons that are not so relevant for

our mixed population. The other issue is relatethélimited number of patients included



53

in these analyzes which can result in lack of poweedetect genetic factor with low
penetrance. We can than conclude that further edudhould be performed including
additional SPNs in these genes or extending thiysisdo other regions of the genome in
a larger population with similar ethnic backgroundaddress possible genetic modifiers of

HD.



54

ACKNOWLEDGMENTS

This research was supported by the following Braazilfunding agencies: Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnol6gi€NPq), Fundacdo de Amparo a

Pesquisa do Rio Grande do Sul (FAPERGS), and Coagd® de Aperfeicoamento

Pessoal de Nivel Superior (CAPES).

Conflict of interest: We declare that there are no conflicts of intarest



55

REFERENCES

Chattopadhyay, B, Ghosh, S, Gangopadhyay, PK, ®dsRoy, T, Sinha, KK, Jha, DK,
Mukherjee, SC, Chakraborty, A, Singhal, ,B& al 2003. Modulation of age at
onset in Huntington's disease and spinocerebelieiaatype 2 patients originated
from eastern India. Neurosci Lett 345(2):93-6.

Cooper, AJ, Jeitner, TM, Gentile, V, Blass, JP. 20CGross linking of polyglutamine
domains catalyzed by tissue transglutaminase etlgreavored with pathological-
length repeats: does transglutaminase activity @ayole in (CAG)(n)/Q(n)-
expansion diseases? Neurochem Int 40(1):53-67.

Downey, PM, Petro, R, Simon, JS, Devlin, D, LoZZaVeltri, A, Beltramo, M, Bertorelli,
R, Reggiani, A. 2009. Identification of single nemfide polymorphisms of the
human metabotropic glutamate receptor 1 gene andrnatological
characterization of a P993S variant. Biochem Pheoina/(7):1246-53.

Gayan, J, Brocklebank, D, Andresen, JM, Alkortathmaru, G, Zameel Cader, M,
Roberts, SA, Cherny, SS, Wexler, NS, Cardon, LR,udtman, DE. 2008.
Genomewide linkage scan reveals novel loci modifyinge of onset of
Huntington's disease in the Venezuelan HD kindr&iset Epidemiol 32(5):445-
53.

Hayden, MR, Kremer, B. 2001. Huntington Disease Uharles R. Scriver ALB, William
S. Sly, David Valle, editor. Metabolic and MoleauBasis of Inherited Disease.
8th edition ed. p 5677-5701.

Kiraly, R, Barta, E, Fesus, L. 2011. Polymorphishtransglutaminase 2: unusually low
frequency of genomic variants with deficient funas. Amino Acids.

Li, JL, Hayden, MR, Almqvist, EW, Brinkman, RR, DurA, Dode, C, Morrison, PJ,
Suchowersky, O, Ross, CA, Margolis, Ret al 2003. A genome scan for
modifiers of age at onset in Huntington diseases AD MAPS study. Am J Hum
Genet 73(3):682-7.

Li, JL, Hayden, MR, Warby, SC, Durr, A, MorrisonJ,Mance, M, Ross, CA, Margolis,
RL, Rosenblatt, A, Squitieri, ,Fet al 2006. Genome-wide significance for a
modifier of age at neurological onset in Huntingsodisease at 6q23-24: the HD
MAPS study. BMC Med Genet 7:71.

MacDonald, M, Ambrose, CM, Duyao, MP, Myers, RHnLC, Srinidhi, L, Barnes, G,
Taylor, SA, James, M, Groot, Nt al 1993. A novel gene containing a
trinucleotide repeat that is expanded and unstaiie Huntington's disease
chromosomes. The Huntington's Disease Collaboraesearch Group. Cell
72(6):971-83.

Metzger, S, Rong, J, Nguyen, HP, Cape, A, Tomiuk,Sdehn, AS, Propping, P,
Freudenberg-Hua, Y, Freudenberg, J, TongetLal 2008. Huntingtin-associated
protein-1 is a modifier of the age-at-onset of Hagtbn's disease. Hum Mol Genet
17(8):1137-46.



56

Miller, SA, Dykes, DD, Polesky, HF. 1988. A simg@alting out procedure for extracting
DNA from human nucleated cells. Nucleic Acids R6£3):1215.

Naze, P, Vuillaume, |, Destee, A, Pasquier, F, @abkre, B. 2002. Mutation analysis and
association studies of the ubiquitin carboxy-temhirnydrolase L1 gene in
Huntington's disease. Neurosci Lett 328(1):1-4.

Rosenblatt, A, Brinkman, RR, Liang, KY, Almqgvist\E Margolis, RL, Huang, CY,
Sherr, M, Franz, ML, Abbott, MH, Hayden, Mgt al 2001. Familial influence on
age of onset among siblings with Huntington diseAse J Med Genet 105(5):399-
403.

Wexler, NS, Lorimer, J, Porter, J, Gomez, F, MoskowC, Shackell, E, Marder, K,
Penchaszadeh, G, Roberts, SA, Gayart &l 2004. Venezuelan kindreds reveal
that genetic and environmental factors modulatetidgton's disease age of onset.
Proc Natl Acad Sci U S A 101(10):3498-503.

Zainelli, GM, Dudek, NL, Ross, CA, Kim, SY, Muma,AN 2005. Mutant huntingtin
protein: a substrate for transglutaminase 1, 2, &and Neuropathol Exp Neurol
64(1):58-65.



SUPPLEMENTARY MATERIAL

Table S1.SNPs included in this study and probes sequences
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Gene

Chromqsome dbSNP ID Genqmlc Chromosome position Ger)e
location location location

Probes sequences (VIC/FAM)

GRM1
GRM1
HAP1
SGK1
SGK1
TGM2
TGM2

6024.3 rs13316399.50601326C>T chr6:146431869-146431869 Intron 2
6024.3 rs69234929.50924781T>C chr6:146755324-146755324 Exon 8

TATTTAAGGCATTTATTTTGTATTTI[C/T]CTCATAGGCTGTITTGTATGGTTAT
CGCGGCGACCACTCCGCCTCTGCCGIC/IT]CCCACCTGACCBEAGGAGACCCC

17921.2 rs4523977 g.5157502G>A  chr17:39883350-39883350 Exon 9 CAAGREANCCCAAACCTAAGTGTT[C/TITGAGGCCAGGCCAGCACCCCCTGCA

6023.2 rs17635059.38750575T>C chr6:134581118-134581118 Intron 1
6023.2 rs10754279.38673661C>T chr6:134504204-134504204 Intron 7
20q11.23  rs7275079 @.6989337C>T  chr20:36793245-367932  Intron 2
20q11.23  rs7270898 g.6987920G>A  chr20:36791828-367918  Intron 2

GTAAATCAGCAAACATGAGCAATAA[C/ITIGATTTATATTTG CATGGCATTCTAT
ATCGTGCTTTTTCTAGGTCAATAAG[C/T]ITTATCCTGCAGBATGAGAAGAGGA
CAAGAACCACCCAAACCTAAGTGTTI[C/TITGAGGCCAGGCCAGCACCCCTGCA
AAGTGCCTTGTATGTGAATTATCTC[A/GJACTTAAATCCCAAAACAACTCCGCT
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Figure S1 Simple linear regression graph between the inudg® variable CAG
repeat length (CAG) and the dependent variable Af@@r aa logarithmic
transformation (logAO). (R?=0.658<0.0001).
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Figure S2.Box spot graphs of CAG repeat length distributiorthe mutant allele
among genotypes of a) rs4523977 (AA=1, AG=4, GG¥H).444), b) rs1763505
(CC=3, CT=7;p=0.491) and c) rs1331639 (CC=3, CT=5, TTp20.625) in early-
onset group. Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tegiih statistical significance to
p<0.05.
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Figure S3.Box spot graphs of CAG repeat length distributomong genotypes in
assessed SNPs in late-onset group. There was abstisal difference in
distribution of CAG repeat length among genotypeseach SNP. rs7270898,
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AG=7 (47.8 = 13.6); rs7275079, CT=7 (47.8 + 131804523977, AG=2 (425 +
0.7) e GG=5 (50.0 + 16.0p=0.845; rs1763505, CC=4 (50.7 + 18.2) and CT=3
(44.0 + 4.3),p=0.858; rs1331639, CC=2 (42.5 £ 0.7), CT=3 (53.3113), TT=2
(45.0 £ 5.6),p=0.978. (SNP, sample to each genotype (average )t [(Sialue).
Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests with statiatisignificance t@<0.05.
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4.2 Artigo 2

HUNTINGTON'S DISEASE: POLY-Q REPEAT VARIATION IN ATXN1 AS A

POTENTIAL MODIFIER OF AGE AT ONSET

Este manuscrito sera submetido para a reMstegement Disorders.
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ABSTRACT

Background: A number of human genetic neurodegenerative disease caused by an
expansion of CAG repeat tract in disease causgéwme region. A common feature among
all these trinucleotide repeat diseases is strongrse correlation between CAG repeat
length and age at disease onset. Despite of ilvichhls with the same number of CAG
repeats show high variation in disease onset pgjrit the occurrence of other factors that
modulate age at disease ongeirpose: We hypothesized that long normal alleles in other
genes associated to neurodegenerative diseasesdcéys CAG expansion can be
associated to premature disease onset in M&hods: We assessed here influence of
normalHTT allele and long normal alleles ATXN1,ATXN2 ATXN3 CACNA1AATXN7
PPP2R2B TBP and DRPLA genes in 89 unrelated Brazilian patients with lhgton’s
diseaseResults: CAG repeat length in mutant allele was respondiime-58% of age at
disease onset variance. Of the genetic factoredesnly normal CAG repeats ATXN1
long allele showed a modest but significant coti@awith AO ([=0.045) explaining
4.5% of the residual variation in age at diseassebiConclusion: Further studies are

required to confirmATXN1gene as genetic modifier of age at Huntingtonsedse onset.

Keywords: Huntington’s diseaseHTT gene, CAG repeats, long normal alleles,

trinucleotide repeat diseases, age at onset.
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INTRODUCTION

Huntington’s disease (HD) (OMIM 143100) is a newgenerative disorder caused by an
expansion of CAG trinucleotide repeat above 36suinitthe first exon oHTT gene which
codes for a mutant huntingtin (htt) protéirHD is one of nine neurodegenerative diseases
caused by an expansion of CAG repeat located ie geding region. In addition to HD,
these disorders include spinal and bulbar muscatesphy (SBMA), spinocerebellar
ataxias (SCAs) 1, 2, 3, 6, 7, 17 and dentatorubaliidoluysian atrophy (DRPLA) and are
known as polyglutamine diseases. Spinocerebelatiatype 12 is caused by expanded
CAG repeats that, unlike polyglutamine diseaseg lacated in 5 non-coding of
PPP2R2B gene (Table 1). The molecular mechanisms involvedthese disease

developments are under extensive investigation.

Table 1.Human diseases caused by CAG expanded repetitions

Disease MIM Locus Gene Protein Type of mutation
HD 143100 4p16.3 HTT Huntingtin CAG expansion more than 36 repeats
SBMA 313200 Xql2 AR Androgen receptor  CAG expansion ranging from 382aepeats
SCAl 164400 6p22.3 ATXN1l Ataxin1l CAG expansion ranging from 39 to 81 pure
repeats
SCA2 183090 12g24.12 ATXN2 Ataxin 2 CAG expansion more than 32 pure repeats
SCAS3 109150 14g32.12 ATXN3 Ataxin 3 CAG expansion ranging from 54 to 86 repeat

SCA6 183086  19p13.2 CACNAI1A Calcium channel, CAG expansion ranging from 21 to 33 repeats
voltage dependent
P/Q typeplA
subunit

SCA7 164500 3pl4.1 ATXN7 Ataxin7 CAG expansion ranging from 36 to 450 répea

SCA12 604326 5932 PPP2R2B Protein phosphatase CAG expansion in 5'UTR more than 51 repeats
2, regulatory subunit

B, B
SCA17 607136 6927 TBP  TATA-box binding CAG/CAA expansion ranging from 43 to 66
protein repeats

. CAG expansion ranging from 48 to 93 repeats
DRPLA 125370 12p13.31 DRPLA Atrophin 1
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A common feature among all these polyglutamine atiee is strong inverse correlation
between CAG repeat length and age at disease @@¢tIn HD, the CAG repeat length
explains 42-73% of AO variation, suggesting tharéhcan beis- andtrans-acting genetic
factors, non-allelic genetic modifiers, stochasint environmental factors influencing age

of onset (AO) in addition to the pathogenic alliédelf 2.

Another shared characteristic among CAG repeatdeseis a genetic phenomenon called
genetic anticipation, in which disease severityreases and/or AO decreases from one
generation to next. Unlike static mutations, whacé retained in somatic tissues and stably
transmitted to offspring, the repeat mutation isatyic, with a continued mutation process
across generations. Longer stretches are morey litkelndergo expansion than shorter
ones. The molecular mechanism that leads to ingyabi dynamic mutations is not totally
clear up to date. DNA instability could be causgdekpansion itself or in assembly with
gene-specificis-elements located near the expansion taads-acting DNA proteins that

act on DNA replication and repdir

Associations between long normal alleles in gerexifig cis-elements and phenotypic
modulation of neurodegenerative diseases have dglréeen described. Association
between long normal alleles &TXN2 (<29 CAG repeats) and increased risk to ALS
(Amyotrophic Lateral Sclerosis) has been shown iptesly 3. Similarly, presence of long
normal CAG repeats ilCACNA1A gene (SCA6) was associated to earlier AO than

expected in spinocerebellar ataxia type 2 (SCA2)

Therefore, the number of CAG repeats in the noriETl allele and long normal CAG
repeats in genes responsible for CAG expanded s#iseaan affect variation of AO

observed in patients with Huntington’s disease.dgSassociated to spinocerebellar ataxias
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such asATXN1 ATXN2 ATXN3 CACNA1AATXN7 PPP2R2B TBP, andDRPLAgenes

were chosen ass-acting candidates to genetic modifiers of AO in pi&ients.



69

SUBJECTS AND METHODS

In the present study, 89 unrelated Brazilian HDigmdés were included. These patients
were assessed clinically and HD was confirmed byeowbar diagnosis. AO of each
patient was defined as the date when the patien close relative, noticed the first
symptom, either neurologic or motor manifestati®atients have signed an informed
consent term to participate in the research. Initemtdto HD patients, 360 unrelated

normal subjects were included as controls.

DNA isolation was performed from a peripheral bl@aanple collected in EDTAethylene

diamine tetracetic acjdby standard procedure

Mutant and normaHTT allele, ATXN1,ATXN2 ATXN3 CACNA1A ATXN7 PPP2R2B
TBP and DRPLA polymorphic CAG region were analyzed by PCR (Pdgase Chain
Reaction) followed by capillary electrophoresisABI3130xIGenetic Analyzer (Applied
Biosystems) and results were processed by GeneMa&jbesoftware 4.0 (Applied
Biosystems). A list of primers used in this studyavailable in supplementary materials

Table S1.

PCR to evaluate CAG repeats in tHET gene was performed to a final volume of 25 pL,
containing 40 ng of genomic DNA, 4 pmol of primétsintF and HuntAR, 2 mM of
dNTPs, 1,5mM of MgGl 1X Gold Buffer GeneAnfp 10% (v/v) DMSO (dimetyl
sulfoxide), and 1,5U/uL oAmpliTag Gold DNA polimeras@&mplification was performed
as follows: initial denaturation step and polymerastivation at 95°C for 10 minutes,
followed by 5 cycles at 94°C for 30 seconds andC72t 3 minutes, 5 cycles at 94°C for

30 seconds and 70°C for 3 minutes, 5 cycles at 81°80 seconds, 68°C for 1 minute and



70

72°C for 2 minutes and 20 cycles at 94°C for 3@ie#s, 60°C for 1 minute and 72°C for 3

minutes and a final extension at 72°C for 20 miswte

Amplification of ATXN1,ATXN2 ATXN3 CACNA1A ATXN7 genes was performed as
multiplex PCR in a final volume of 25 pL, contaigiBO ng of genomic DNA, 20 pmol of
primers Repl and Rep2, 10 pmol of primers SCA2A 8aih2B, 20 pmol of primers
MJD52 and MJD25, 10 pmol of primers S-5-F1 and B15-20 pmol of primers SCA7F
and SCA7R, 2 mM of dNTPs, 1,5 mM MgClLX Gold Buffer GeneAnfh 10% (v/v)
DMSO (dimetyl sulfoxide), and 1,25U/uL ofAmpliTag Gold DNA polimerase
Amplification was performed as follows: initial demration step and polymerase
activation at 95°C for 10 minutes, followed by =leg at 94°C for 30 seconds and 72°C
for 3 minutes, 5 cycles at 94°C for 30 seconds7?¢€ for 3 minutes, 5 cycles at 94°C for
30 seconds, 68°C for 3 minutes, 25 cycles at 94PQd seconds, 55°C for 1 minute e 68°C

for 3 minutes and a final extension at 60°C fon@Autes.

Amplification of PPP2R2BTBP, andDRPLAgenes was performed as multiplex PCR in a
final volume of 25 pL, containing 100 ng of genoriblA, 10 pmol of primers SCA12F
and SCA12R, 20 pmol of primers SCA17F and SCA17MRpol of primers DRPLAF
and DRPLAR, 2 mM dNTPs, 1.5 mM of MgCI1X Gold Buffer GeneAmp&L0% (v/v)
DMSO (dimetyl sulfoxide), and 1.5 U/uL ofAmpliTaqg Gold DNA polimerase
Amplification was performed as follows: with a firstep of denature and Tag DNA
polymerase activation at 95°C by 10 minutes, foldly 5 cycles a 94°C for 30 seconds
and 72°C for 3 minutes, 5 cycles a 94°C for 30 sgse@nd 70°C for 3 minutes, 5 cycles at
94°C for 30 seconds, 68°C for 1 minute, 72°C foni@utes and 20 cycles at 94°C for 30
seconds, 60°C for 1 minute and 72°C for 3 minutes afinal extension at 60°C for 60

minutes.
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An aliquot of 0.5 pL of each sample was mixed ® 9L of Hi-Di™ Formamide (Applied
Biosystems)and 0.2 pL of GeneScan™ 500 LIZ™ Size Standardthisdmixture was
submitted to capillary electrophoresis after dersiton Samples were electroinjected
during 22 seconds at 3 kV in the Genetic Analyzet electrophoresis were performed at
15 kV during 40 minutes at 60°C in a 50 cm longilay containing the matrix™

Polymer (Applied Biosystems).

Statistical analyses were performed using SPS&&tatl8 (Statistical Package for Social
Sciences, version 18). CAG tract length was deteethifor all nine loci -HTT, ATXNL,
ATXN2 ATXN3 CACNALAATXN7Z PPP2R2BTBP,andDRPLAIoci. Allele distribution
was compared between cases and controls by Mantgyhitest, which compares
distribution around mean value of alleles in eacbug. Mean value was determined
considering both individuals alleles indistinctly ¢ases and in controls. Allele frequency
to each gene was assessed dividing samples of aagesontrols in two groups: short
allele and long allele according to mean value.r6gimup consisted of all alleles shorter
than mean value. Long group contained alleles loripan median value one unit,
excluding median value. Frequencies of allelesachegroup were compared to cases and

controls by Chi-square test.

To differentiate each measured CAG tract, we refehem as the short and the long allele
of a particular geneHTT, ATXN1,ATXN2 ATXN3 CACNA1A ATXN7 PPP2R2B TBP

or DRPLA. A correlation between AO and length of mutant@epeat was estimated
using simple linear regression model with logarithtnansformation of AO for a well fit
in determination coefficient (R?). Influence of naal CAG repeat length IHTT, ATXNL1,
ATXNZ2 ATXN3 CACNAL1A ATXN7, PPP2R2BTBP and DRPLA genes in AO was

assessed by multiple linear regressions. ANOVAuest used to compare average AO in
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patients carrying no long allele, one long alleled two long alleles. Size of normal CAG
repeats ofHTT, ATXN1 ATXN2 ATXN3 CACNA1A ATXN7 PPP2R2B TBP, and

DRPLA (DRPLA) genes were joined to the CAG x AO regressinodel to assess the
influence of genes on AO in HD. We assessed tHaante of long allele regarding the
presence of short allele, sum of both alleles,taedmportance of each allele individually.
The regression models tested, the determinatiomev@R?) as well as variation in

determination coefficientAR?), and P-values are presented in the table 3.
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RESULTS
Allele distribution in cases and controls

Mean size of mutant allele in HD patients was 4866 + 6.5 repeats), ranging from 39 to
78 CAG repeats while mean size of normal allele W88 (18.3 = 3.4 repeats) CAG

repeats, ranging from 10 to 30. AO ranged from 72gears of age.

In ATXN1gene, normal alleles of HD patients ranged fromtd 86 CAG repeats and
allele with 30 repeats was the most frequent it lsases and controls groups (37%). Short

alleles ranged from 18 to 32 and long alleles f&inio 36.

In ATXN2gene, normal alleles ranged from 17 to 32 CAG regleaing the allele with 22
repeats the most frequent in both cases and cer{B0%). Short alleles ranged from 17 to

24 and long alleles from 22 to 32.

In ATXN3gene, normal alleles ranged from 14 to 42 CAG repédormal allele with 23
repeats was the most frequently identified in aaat(23%) and normal allele with 14
repeats was the most frequently found in cases )23%ort alleles ranged from 14 to 29

and long alleles from 14 to 42.

Normal alleles in th&€ ACNA1Agene ranged from 4 to 15 CAG repeats being tledeall
with 11 repeats the most frequent (42%). Shortesdleanged from 4 to 15 and long alleles

from 7 to 15 CAG repeats.

Normal alleles ranged from 7 to 15 CAG repeat&TiXN7gene, being the allele with 10
repeats the most frequently observed in both casgsontrols (54%). Short alleles ranged

from 7 to 12 and long alleles from 9 to 15 CAG r&ge
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In PPP2R2Bgene, normal alleles ranged from 6 to 17 CAG repbaing the allele with
10 the most frequent in controls (51% of contr@isyl allele 8 the most frequent in cases
(43% of cases). Short alleles ranged from 6 toridilang alleles from 8 to 17. ABP,
normal alleles ranged from 25 to 38 CAG repeatsideaillele 35 the most frequent in
controls (29% of controls) and allele 36 the mosg@ient in cases (29% in cases). Short
alleles ranged from 25 to 36 and long alleles f@dfito 38. And irDRPLA normal alleles
ranged from 6 to 20 CAG repeats being allele 14ntlest frequent in cases and controls

(31% in cases). Short alleles ranged from 6 toriBlang alleles from 8 to 20.

ATXN1 ATXNZ ATXN3 CACNA1lA ATXN7 PPP2R2B TBP and DRPLA allele
distribution, as well as their frequencies in caaed in controls are shown in figure 1.
Differences in allele distribution in cases and tools were significant toATXN2
(p=0.023) geneATXN7gene p=0.04), and ta'BP gene p<0.001). Frequency of short and
long alleles in cases and in controls was assdssé&hi-square test. Mean dates, short and
long allele frequenciesy? value and P-value are presented in table 2. &tally
significant difference was observed between altktribution in cases and controls in
both ATXN2andATXN3genes ?=5.053;p=0.026 ang?=5.780;p=0.017, respectively).
Long allele was found more frequently in cases wé@mpared to controls in these genes.
Alleles with 24 CAG repeats IATXN3gene, 9 CAG repeats ATXN7gene, and 11 CAG
repeats irPPP2R2Bgene were visibly more frequent in the case gtbap in the control
group. Fisher’s exact test was used to comparedmres, and allele with 24 CAG repeats
in the ATXN3gene was significantly more frequent in cage$(003). Similar feature was
also observed iIATXN7gene, where allele with 9 CAG repeats was moraugetly found

in cases [<0.0001), and in alleles with 11 CAG repeatsPinP2R2Bgene p<0.0001).

Alleles with 7, 8, and 12 CAG repeats RiPP2R2Bgene were found exclusively in the
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case group with frequencies of 0.04, 0.43, and,0@&pectively. Analyzing the AO of
individuals with these alleles, the average AO ltdle with 24 CAG repeats oATXN3
was 39.8 years, of allele 9 ATXN7gene was 38.8 years, of alleles 7, 8, 11, andAG C
repeats inPPP2R2Bgene the averages were 38.2 years, 37.6 yearsed&8,yand 36.6
years, respectively. The overall mean of AG in Hidignts was 37.4 years. These results

indicate that these alleles might participate irdoiate HD.

ATXN1 alleles

40%

=)

30%

encyin %o

20%
i,
0% [ S — | - -l"_l--.-___
181920212223242526272829303132333435363738
b)
ATXNZ2 alleles
100%
& 80%
% 60%
= 40%
g
= 20% _Il

0%
1415161718192021222324252627282930313233



c)
ATXN3 alleles
25%
£ 20%
5
7 15%
=
Z 10%
g
EE. 5%
0% o — — e S o e o -
131415161718192021222324252627282930313233343536373839404142
d)
CACNA1Aalleles
50%
-]
°; 40%
E 30%
§ 20%
g
fE.' 10% I I
0%
4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
e)

encyin %

Frequ

ATXN7 alleles

80%

60%

40%

20%

0%

7 8 9 10 11 12 13 14 15

76



9)

h)

60%

o 50%
O‘H-.

£ 40%

30%

uency

T 20%
10%
0%

30%

£ 25%
£ 20%
15%
10%
5%
0%

Frequency

40%

30%

cvin %

20%

equen

& 10%

10}

0%

77

PPP2R2B alleles

6 7 8 9101112153141516171819202122232425262728293031

TBP alleles

25262728 2930 31323334353637386394041 42

DRPLA alleles

56 7 8 910111213141516171819 2021 2223



78

Figure 1. Allele distribution and frequency of (&TXN1,(b) ATXNZ2 (c) ATXN3
(d) CACNAL1A (e) ATXN7 (f) PPP2R2B (g) TBP and (h)DRPLA Black bars indicate

patients with HD and gray bars normal individuals.

Table 2. Comparison between frequencies of short and ldetgalin cases and in controls

Short Allele Long Allele

Gene Mean Cases Controls Cases Controls X2 p valu¢
ATXN1 30 138 (0.77) 537 (0.75) 40 (0.23) 183 (0.25) 0.663 0.440
ATXN2 22 146 (0.82) 636 (0.88) 32(0.18) 84 (0.12) 5.053 0.026*
ATXN3 23 94 (0.53) 451 (0.63) 84 (0.47) 269 (0.37) 5.780 0.017*
CACNA1A 11 102 (0.57) 396 (0.55) 76 (0.43) 324 (0.45) 0.307 0.614
ATXN7 10 135 (0.76) 550 (0.76) 43(0.24) 170 (0.24) 0.024 0.922
PPP2R2B 10 103 (0.58) 390 (0.54) 75 (0.42) 330 (0.46) 0.788 0.401
TBP 35 111 (0.62) 454 (0.63) 67 (0.38) 266 (0.37) 0.030 0.931
DRPLA 14 123 (0.69) 529 (0.73) 55 (0.31) 191 (0.27) 1.371 0.260

Frequencies are shown within parenthé§ibi-square test with statistical significance t®®5.

Influence of CAG repeat length in mutant and normalHTT gene and in SCAs related

genes

CAG repeat number showed an inverse correlatiorh VO and explained 57.7%
(R2=0.577;p<0.0001) of AO variability in our sample populati(®l figure). The equation
for the regression model was: logAO = a + b (CABhere a = 2.450 and b = -0.019.
According to this function, an increase in one iMICAG repeats will decrease the AO in

0.95 years.

Our results indicate that normal allele HiTT gene is not associated to AO in this
population (R2=0.579p=0.526). When long allele oATXN1 gene was assessed in

presence and added with short allele, p-value atelic a possible correlation of CAG



79

repeat length iIMTXN1gene and AOp=0.156 and=0.107). When alleles were analyzed
individually, a modest but significant associativas observed between long allele alone
and variation in AO (R2=0.59¢=0.045) with an additional AO variance of 4.5%. U¥ig 2
shows AO averages according to the absence ornues# long allele iIMPATXN1gene.
Presence of one or two long allelesAimXN1seems to have a correlation with late AO
when compared to the absence of long allpt® 203). We observed that the presence of
long allele tends to reduce the low value in the ra@ge (Figure 2). When analyzed the
presence of short allele, the long allele @ACNA1Aand of ATXN7 genes showed a
correlation tendency with AO, but this increase waststatistically significant (R?2=0.593;

p=0.083 and R2=0.593=0.105).



Table 3.Single and multiple linear regression models

Presence of both alleles Alleles analyzed individually
Regression Model R2 AR? p? R2 AR? p?
CAG x AO 0.577 - <0,0001*
CAG x AO +ATXN1
Short allele 0.590 0.013 0.833 0.580 0.003 0.413
Long allele 0.156 0.596 0.019 0.045*
Sum of both alleles 0.589 0.012 0.107
CAG x AO +ATXN2
Short allele 0.579 0.002 0.508 0.579 0.002 0.503
Long allele 0.938 0.577 0.000 0.712
Sum of both alleles 0.579  0.002 0.516
CAG x AO +ATXN3
Short allele 0.584  0.007 0.641 0.577 0.000 0.744
Long allele 0.227 0.580 0.003 0.413
Sum of both alleles 0.579  0.002 0.490
CAG x AO +CACNAI1A
Short allele 0.593 0.016 0.510 0.579 0.002 0.484
Long allele 0.083 0.578 0.001 0.605
Sum of both alleles 0.577 0.000 0.814
CAG x AO +ATXN7
Short allele 0.591 0.014 0.700 0.578 0.001 0.626
Long allele 0.105 0.577 0.000 0.804
Sum of both alleles 0.578  0.001 0.679
CAG x AO +PPP2R2B
Short allele 0.577  0.000 0.719 0.577 0.000 0.717
Long allele 0.985 0.577 0.000 0.870
Sum of both alleles 0.577  0.000 0.777
CAG x AO +TBP
Short allele 0.583 0.006 0.292 0.582 0.005 0.310
Long allele 0.528 0.577 0.000 0.933
Sum of both alleles 0.579 0.002 0.555
CAG x AO +DRPLA
Short allele 0.577 0.000 0.994 0.577 0.000 0.979
Long allele 0.630 0.578 0.001 0.568
Sum of both alleles 0.577  0.000 0.747

®Statistical significant level establishedgx0,05.
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Figure 2. Distribution of AO according to frequency with whilong CAG repeats
appears irATXN1:absence (0), one time (1) and two times (2). Weenke that presence
of long allele tend (1 and 2) to associate witteraaverage AO (black line in boxes)
compared with the absence of long CAG repeatsAi@rages AO: (0)=35.82; (1)=40.54;
(2)=40.50 (ANOVA test: F=1.62¢=0.203).
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DISCUSSION

Unstable trinucleotide repeats are related to rdegenerative diseases either as a cause of
disease or as a modulation factor. The moleculathar@sm of dynamic mutations is not
completely clear, however the occurrencecigfacting elements anglans-acting factors
seems to be a suitable explanation for anticipattistacting elements are directly related
to expanded repeat, such as copy number and repgaenceTransacting factors can

contribute to instability of repeats by interactingh them.

HD and SCAl are among nine neurodegenerative diseaaused by CAG repeat
expansions located in gene coding region. Thenmeoigvidence of interaction between
ataxin 1 and other poly-Q protein to date, but s@wielences pointing to its potential
participation in modulate other neurodegeneratigeates have been reported. Allele with
31 CAG repeats iPATXN1 gene was found to be associated with HD and myotoni
dystrophy type 1 (MD) in patients from Yoguslavggasting drans-acting effect of this
allele or its gene product on repeat instabilityH® and MD® 7, although another
published work has not found the same associationGerman patients. These
controversial results might be due to differencegthnic population and/or sample size.
ATXN1normal alleles of patients with SCA1 were foundotomore unstable than alleles
of identical size from healthy people'® ATXN1is located in chromosome 6p22-p23, a
region previously identified as associated with AO@dulation in HD, showing a potential

influence ofATXN1in the AO variation observed in HD patiefts

In the present study we found a modest, but sicamfi, correlation between the long
normal allele of ATXN1 gene and variation in AO of HD patientp=0.045). This

correlation explained an additional AO variancel&%. When we analyzed AO averages
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regarding presence of one, two, or none long nor&iBKN1 allele, a tendency in
increasing AO average with presence of one or tmg lalleles §=0.203) was observed.
On the other hand, the presence of two long alkeleds to maintain AO under ~40 years,
thus indicating a possible influence in reducing.A®wever, further studies are required

to validate these results.

The influence of normaHTT allele in modulate HD is yet controverstal Although some
studies have found association of AO variation witihmal CAG repeats IHTT gene, this
association was not found to our HD patiemts0(526). We have found some alleles that
appear differentially in cases and in controls. Awgpdahem we highlight allele with 24
CAG repeats iPATXN3gene. This allele was the second most prevalehtDnpatients
when analyzindATXN3gene (17%) and could be considered a long allefeay have an

important participation in HD disease.

Understanding modifiers factors of a disease igvasit for better comprehension of
pathogenesis and it might facilitate the identiima of environmental effects on
phenotype. In summary, our results corroborate hyy@othesis that CAG polymorphic
repeats related to other neurodegenerative diseasesodulate HD phenotype. We have
reported, for the first time, the influence of loalieles iINnATXN1gene on AO variation in

a group of HD patients.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Table S1.List of primers used in this study

Gene Primer sequences 5'-3' References
HuntF:
HTT GACCCTGGAAAAGCTGATGAAGGC
HuntAR: TGGCGGCTGTTGCTGCTGCTG
ATXN1 Repl: AACTGGAAATGTGGACGTAC Orret al, 1993
Rep2: CAACATGGGCAGTCTGAG
ATXN2 SCA2-A: GGGCCCCTCACCATGTCG Pulstet al, 1996
SCA2-B: CGGGCTTGCGGACATTGG
ATXN3 Kawaguchiet
MJD52: CCAGTGACTACTTTGATTCG al,1994
MJID25: TGGCCTTTCACATGGATGTGAA
CACNA1A Zhuchenkeet
S-5-F1: CACGTGTCCTATTCCCCTGTGATCC al, 1997
S-5-R1: TGGGTACCTCCGAGGGCCGCTGGTG
ATXN7 SCA7F: GAGCGGAAAGAATGTCGGAG
SCA7R: CACGACTGTCCCAGCATCACTT David et al 1997
PPP2R2B SCA12F: CCTCGCCTTTAATGCACCAGCC
SCA12R: GCGCCAGCGCACTCACCCTC
TBP SCA17F: CCCCACAGCCTATTCAGAACACC
SCA17R: GGGACGTTGACTGCTGAACGG
DRPLA DRPLAF: CCACCCACCAGTCTCAACACATC

DRPLAR: GGAGGGAGACATGGCGTAAGG
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Figure S1.Simple linear regression graph between the indigr@nvariable CAG

repeats length in mutant allele (CAG) and dependemtable AO after logarithmic
transformation (LogAO). (R?=0.57p<0.0001).
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5. DISCUSSAO

O presente trabalho teve como principal objetividemtificacdo de novos genes
modificadores da idade de inicio da DH e a validad@HAP1 como gene modificador
para esta populacdo. Para tal, 91 individuos conofiginarios de seis diferentes estados
do Brasil e da Argentina foram genotipados. A thsicédo foi de 59 pacientes do Rio
grande do Sul, 11 de Sé&o Paulo, 10 do Rio de #éankide Santa Catarina, 3 do Rio
Grande do Norte e 1 da Bahia e 3 pacientes de Bukines. Além desses pacientes, 100
individuos controle foram incluidos no estudo dePSN 360 para o estudo com genes
associados a repeticbes CAG. O gendtipo enconpad cada variante polimérfica em
cada individuo foi associado a idade de inicio ésmo, considerando sempre 0 niUmero
de repeticbes CAG no gene causador da doenca,nolaseaidéncias de que tais variantes

estdo envolvidas na determinacgéo do fenotipo idadaicio.

A idade média de inicio dos sintomas encontradtaneExpulacéo foi de 37,3 anos
(37,3 £ 12,4 anos). As médias do numero de rem=i¢@AG nos alelos do geh€l' T
foram 18,3 repeticbes CAG (18,3 + 3,4 repeticoesGLpara o alelo normal e 47
repeticbes CAG (47 + 7,6 repeticbes CAG) para m arpandido. Para esta populacao, o
namero de repeticbes CAG explicou 65,3% (R2=0,@3Yariabilidade da idade de inicio,

mostrando uma forte influéncia na determinag&o @gp&0,0001).

Para o primeiro grupo de resultados, quando os 3bim avaliados como um
todo, nao foi encontrada correlagéao estatisticangighificativa com a variagdo da idade
de inicio, no entanto, na segregacao por gendaigenotipo AA do rs4523977 mostrou-se

correlacionado com a idade de inigis@,044), sendo a média de idade para este genaétipo



88

de 27 anos (27 + 16,3 anos). Este resultado camobs achados de Meztger sobre a
associacdo do gendtipo AA com a variacdo da idadmidio, no entanto, ndo pudemos
confirmar o atraso na manifestacdo dos sintomasadas por este genotipo, como
reportado no estudo original, o qual foi realizan mais de 900 individuos europeus
(Metzgeret al 2008). Considerando a amostra analisada (91 rgasiesendo apenas 4
homozigotos para M441) pelo fato de havermos emamgdotassociacdo, concluimos que
HAP1é um excelente candidato a modificador da DH & dev melhor explorado para a
compreensao do mecanismo molecular da DH e coragenbdtipo polimorfico pode atuar

na modulacdo da idade inicial de manifestacdo @mg@o Com base nos polimorfismos
analisados, ndo fomos capazes de confi®@K1le GRM1como modificadores genéticos
da idade de inicio, apesar de estes estarem ladaizem regides previamente descritas
como associadas a DH pGWAS Testamos apenas um SNP em cada um desses genes,
uma vez que os outros dois escolhidos ndo estavantlW. Sugerimos que outros
polimorfismos sejam testados nestes geh@dl2 é um bom candidato a modificador pelo
seu envolvimento na formacdo de agregados proteitas principais doencas
neurodegenerativas, incluindo a DH (Coog¢ral 2002), além de poder atuar como
repressor de genes alvo mudando a conformacamieatina. Tal fato é critico para genes
chave na producdo energética, coPGC-lu e COX-1, o que contribuiria para as
disfungcdes mitocondriais e metabdlicas caracteaistida DH(Zainelli et al 2005).
Entretanto, pelo fato de esta proteina ser altaan@oriservada entre as espécies, este gene
€ pouco polimoérfico (Kiralyet al 2011). Para rs7270898 e rs7275079, observamos uma
tendéncia de associacdo entre os genétipos GG @@@m numero maior de repeticdes
CAG no grupo precocep£0,074). Estes genoétipos podem estar associadaszaamaior

instabilidade das repeticbes CAG, levando a are€éip genética, com uma idade de inicio



89

mais precoce e a maior gravidade da doenca. PorofigeneTGM2 nédo foi confirmado

como modificador genético da DH nesse estudo.

Para o segundo grupo de resultados, a analisepdécies CAG, dentro da faixa
de normalidade, em outros genes que estdo reladsenaa outras doencas
neurodegenerativas ou mesmo no alelo normal do lgé&fieé bastante interessante com
vistas a compreensao da acéo de fatores genéticos-elementos na modulacédo de uma
doenca. A influéncia do alelo normal H& T na modulacédo da DH é bastante controversa
(Aziz et al, 2011). N&o foi encontrada associacdo deste ceaniacdo da idade de inicio
para esta populacdo (R?=0,6950,57). Com a genotipagem de casos e controlesosara
genes relacionados as SCAs, observamos que osegcipossuem uma tendéncia a
apresentar alelos mais longos do que os contigtgs.fato € bastante visivel p#&AaXN3
em que a partir do alelo 29, a frequéncia é maaw ¢asos, sendo o alelo 24 o mais
frequente nos controles (figura 1 do artigo 2).eEStum indicativo de que existe um
mecanismo compartilhado que leva a instabilidadesequéncias repetitivas, que nao
apenas do gene causador da doenca, ou que os agresdo repeticdes polimorficas
interajam entre si de alguma maneira ainda desca®heApesar de termos encontrado
diferencas de distribuicdo dos alelos para os gamedN2 (p=0,023),ATXN7 (p=0,04) e
paraTBP (p<0,001), e a diferenca de frequéncia dos alelos paugeneATXN2e ATXN3
(x?=5,053; p=0,026 ex?=5,780; p=0,017, respectivamente) em casos e controles, foi 0
alelo longo dATXN1que mostrou correlagdo moderada com a variacé&tada de inicio.

A presencga deste alelo explicou 4,5% da variacéidatie de inicio para esta populacéo
(p=0,045). Esta foi a primeira vez gdd XN1foi apontado como modificador da DH. O
alelo com 31 repeticbes no geN€XN1foi associado com DH e distrofia miotdnica (DM)

em pacientes da lugoslavia, sugerindo um efeiteldmentoeis alelo 31 ou do produto
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génico na instabilidade das repeticdes na DH eMdHeckarevicet al 2000; Saviet al
2001). Este resultado nao foi confirmado por thdabapublicado com pacientes da
Alemanha (Hellenbroictet al, 2004). Diferencas étnicas da populacdo e o tamaliah
amostra podem ser responsaveis pelos dados caswevencontrados. Os alelos normais
de ATXN1de pacientes com SCAL foram descritos como serae mstaveis do que
alelos de tamanho idéntico em pessoas normais ¢deit al 1998; Richards, 2001).
ATXN1 esta localizado no cromossomo 6p22-p23, regidm m®viamente descrita por

estudos d&WASassociada a modulacao da idade de inicio na Dt &l 2003).

Alguns alelos foram encontrados diferencialmentecasos e controles. Entre eles,
destacamos o alelo 24 @8 XN3 Este alelo foi 0 segundo mais prevalente noseptes
quando analisamad5TXN3(17% dos casos). Ele esta entre os alelos notorajss e pode

ter participacdo importante na patogénese da DH.

Em resumo, nossos resultados dédo suporte a ideiguderepeticbes CAG
polimorficas relacionadas a outras doencas neuevdegtivas podem modular o fenétipo
da DH. Nesse trabalho foi demonstrada a influédeialelos no gen&TXN1com a idade
de inicio da DH. Estudas vitro, utilizando proteinas recombinantes, imunopreagdio,
espectrometria de massas, modelo celular de DH eemm programas de predicado de
interacdes proteicas, podem ser validas na idestio da real interacdo entre huntingtina
e ataxina 1 como fatores de a¢é&ms, participando na modulagéo genética e fenotipica da

DH.

Discrepancias entre os dados observados podempiezagdes diversas, entre elas
as diferencas de origem genética ou ambiental dasickes popula¢gbes estudadas ou a

falta de poder estatistico para detectar fatoresétgms de baixa penetrancia.
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Um gene é um modificador se a alteracdo de suat@wstrou expressao acarreta
uma alteracdo da manifestacdo do fenotipo assoc@agioa mutacdo primaria causadora
da doenca, neste caso a expansdo CAG no lg&meA identificacdo de modificadores
genéticos em humanos esta atualmente limitadauaahaicorréncia de variantes genéticas
que sao observadas na populacdo como um todo. Emialentificada a variante genética
capaz de alterar o fenotipo do individuo doente dsve ser incorporado em desenhos de
ensaios clinicos envolvendo tal fenotipo. As inteigdes que estes ensaios clinicos séo
idealizados para testar sdo candidatos a modifieadquimicos ou outros, da patogénese
da DH e a inclusdo da genotipagem para importardgantes genéticas, que também
modifiguem a patogénese da DH, aumentara o podenskio clinico na deteccdo de um
efeito da intervencdo aplicada, uma vez que cartiob efeito genético de fundo do
paciente testado. Para um modificador genéticousézado como uma intervencao
terapéutica por si sO, € necessario definir, pedaos em parte, 0 mecanismo de acao da
variante genética que gera o efeito modificadoa ppre se possa saber como utilizar as
vias em que este modificador esta inserido ou atimas envolvidas como alvo para
desenvolvimento de abordagens terapéuticas. l&toenuerer a utilizacdo de modelos

animais, avaliando a extrapolacéo das vias/ praseincontradas para o ser humano.

A principal esperanca atualmente é o aperfeicoaom#dmtecnologia de inducao de
células tronco pluripotentes (iPSinduced pluripotent stengue promete fornecer células
pluripotentes e produtos diferenciados a partirnuiaterial bioldégico de cada paciente
(Camnasicet al 2012). Esta estratégia representa um grande @tantp para definir o
efeito de modificadores genéticos validados emlaglaxpressando o fenétipo da DH e
também por permitir a realizacdo de triagens gemetd partir de células humanas, como

por exemplo, estudos de RNA de interferéncia, geermxpressao, a fim de identificar
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modificadores que ndo foram encontrados em estdddSWASpor falta de variacao

funcional inerente a populacdo em geral.

Desde a descoberta do gene relacionado a patogéad3kl, muitos avancos ja
foram alcancados nesta area e a descoberta eecemagdio de modificadores genéticos é
uma delas. Com a descoberta e 0 aperfeicoamemovds ferramentas na area da ciéncia
experimental estes, que até entdo sdo apenas dmhbgicos, poderdo tornar-se uma

medida paliativa ou mesmo definitiva para doengasievastadoras como a DH.
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