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RESUMO

Estudos de Genética Molecular da Doenca de Machado-Joseph. Contribui¢do
para a compreensdo das bases moleculares da variabilidade fenotipica da doenga e da

instabilidade mitStica e meidtica da mutagao.

A doenga de Machado-Joseph ¢ uma doenga neurolégica hereditdria autossémica
dominante de inicio na idade adulta, que se caracteriza por um quadro clinico muito
diversificado, com ataxia espinocerebelosa e oftalmoplegia, associadas em grau varigvel
a multiplos outros sintomas, tais como distonia, espasticidade, amiotrofias e nistagmo.
Desconhece-se 0 mecanismo biol6gico causador desta doenga, assim como possivels
alteragOes celulares ou metabdlicas que sirvam como um marcador precoce (pré-
sintomdtico) da DMJ. Descrevem-se aqui os trabalhos realizados com vista & localizag@o
e identificagdo do gene causador da doenga de Machado-Joseph, e os estudos de
correlagdo gendtipo-fendtipo, em termos da apresentagdo clinica, patolégica e das
caracteristicas invulgares de transmissdo desta doenga, tais como a antecipac3o.

O gene associado @8 DMJ (MJD1) localiza-se no cromossoma 14q32.1 e contém

na regido codificante uma sequéncia repetitiva (CAG)p, altamente polimérfica, que se
encontra expandida em individuos afectados. Definiram-se neste estudo os limites de
tamanho do (CAG)p na popula¢do normal e numa populag:ﬁo alargada de doentes, de
origem predominantemente portuguesa. A variabilidade de tamanhos da sequéncia
repetitiva estd associada parte da variabilidade fenotipica observada nesta doenc¢a, em
termos de idade de inicio e de apresentagao clinica: existe uma correlagio inversa entre o
tamanho do repeat CAG e a idade de inicio da doenga. No entanto, esta correlagdo é
incompleta, pelo que o tamanho do repeat ndo € utilizdvel no aconselhamento genético, na
determinagdo do prognéstico (idade de inicio e gravidade da doenga). Estudos mais
aprofundados revelaram a existéncia de outros factores familiares moduladores da idade a

que se inicia a doenga. Também o quadro clinico apresentado pelos doentes DMJ se



relaciona com o tamanho do (CAG)p no gene MJDI, estando os repeats maiores
associados as formas mais graves da doenga.

Em estudos de correlagdo entre o mosaicismo somdtico e a patologia, o
mosaicismo observado no SNC de portadores da expansao do (CAG)p no gene MJD1 foi
excluido como base da especifidade de morte neuronal na DMJ, concluindo-se que outros
factores celulares especificos estardao envolvidos na determinagdo da selectividade do
efeito nocivo da mutagdo. O grau de mosaicismo somdtico parece relacionar-se antes com
a actividade mitética dos diversos tecidos, e, portanto, com a sua composi¢ao celular e a
histéria do seu desenvolvimento.

Foi também estudada a instabilidade intergeracional do repeat CAG expandido no
gene MJD1, provdvel base molecular da antecipagao observada na DMJ, assim como 0s
factores que a influenciam, nomeadamente o sexo do progenitor que transmite o gene
mutado e polimorfismos intragénicos presentes no cromossoma normal. Excluiu-se, por
estudo de hapl6tipos intragénicos, o efeito desestabilizador de sequéncias flanqueantes do
repeat CAG, na populagdo normal e em portadores da mutagdo DMJ.

Finalmente, discutem-se de forma breve as aplicagdes prdticas destes
conhecimentos recém-adquiridos, em particular a realizagdo de testes preditivos em
individuos assintomdticos pertencentes a familias com a doenga, assim como nos
primeiros casos de diagndstico pré-natal, no dmbito do Programa de Nacional de Teste

Preditivo e Aconselhamento Genético da DMJ e outras Ataxias Dominantes.
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I. INTRODUCAO
DEFINICAO CLINICA E PATOLOGICA DA DMJ
Apresentacao Clinica

A doenga de Machado-Joseph (DMJ) faz parte do grupo das ataxias hereditdrias
espinocerebelosas. Nas primeiras publicagdes, foi descrita como trés doengas distintas
[Nakano et al., 1972; Woods e Schaumburg, 1972; Rosenberg et al., 1976]. Foi somente
com os trabalhos pioneiros de Coutinho & Andrade [1978] que a DMIJ foi reconhecida
como uma entidade unica, com caracteristicas clinicas e patolégicas préprias (ver tabelas
1 e 2, nas paginas 16 e 18, respectivamente).

A doenga, que apresenta uma grande variabilidade, inicia-se geralmente na idade
adulta, em média por volta dos 40 anos de idade, mas com extremos de 5 e 73 anos. A
ataxia cerebelosa € a primeira e a mais frequente manifestacio clinica da DMJ. Os
primeiros sintomas sio, quase invariavelmente, alteragdes do equilibrio durante a marcha:
surgem depois dificuldades de articulagdo verbal e, anos mais tarde, incoordenagao dos
membros superiores. A segunda manifestagdo clinica mais comum € a oftalmoparesia
externa, caracterizada por uma limitagao do olhar vertical para cima, primeiro, seguida
depois pela limitagdo da convergéncia e do olhar lateral. Um achado ocular muito
caracteristico na DMJ, mas presente apenas em cerca de 25% dos doentes portu gueses, €
a retracg¢do palpebral (aspecto de "olhos arregalados"). O sindrome piramidal, o outro
elemento da triada que caracteriza a DMJ, € observado em mais de 80% dos doentes e
inclui hiperreflexia osteotendinosa, sinal de Babinski e espasticidade. Outro sintoma, que
ocorre aproximadamente em 65% dos doentes, € a disfagia, que pode ter consequéncias
graves levando a morte por aspiragio maciga ou por broncopneumonias repetidas.

Outras manifestagdes clinicas que também aparecem na DMJ sio (1) um sindrome
periférico, com sinais que vao desde a simples aboli¢do dos reflexos aquilianos até

atrofias musculares, mais ou menos pronunciadas; (2) sinais extrapiramidais,



Tabela 1. Critérios para o diagndstico clinico da DM]

(modificados de Coutinho, 1992)

1. Hereditariedade autossémica dominante

2. Inicio mais frequente na vida adulta

3. Presenga de ataxia, oftalmoparesia externa progressiva e sinais piramidais

4. Associagdo frequente de sinais extrapiramidais ou periféricos

5. Presencga de sinais menores, mas muito caracteristicos, como fasciculagdes de
contracgdo da face e lingua e retracgao palpebral

6. Auséncia de alteragdes cognitivas

7. Sobrevida média de aproximadamente 21 anos.



principalmente posturas disténicas dos membros e alguns (raros) casos de quadro
parkinsénico, caracterizado por amimia, com pobreza dos movimentos da face e
expressdo, e lentificacdo de todos os movimentos voluntdrios; (3) fasciculagbes de
contracgao da face € da lingua.

A inteligéncia estd geralmente bem preservada, mesmo em doentes de evolugio
prolongada, servindo como um critério chave no diagnéstico diferencial com outras
formas de ataxia hereditdria que apresentam um comprometimento cognitivo importante.
A sobrevida média é de aproximadamente 21 anos e a morte ocorre devido a
complicagdes advindas da imobilidade prolongada e da incapacidade motora, que levam a

quadros pulmonares agudos ou crénicos [Coutinho, 1992].

Quadro patolégico

Os critérios patoldgicos propostos para o diagndstico da DMJ sdo apresentados na
tabela 2. Tipicamente, observa-se nesta doenga a degenerescéncia dos nicleos
espinocerebeloso, dentado, pontico e vestibular, bem como de estruturas extrapiramidais,
como a substantia nigra, o locus coeruleus e o complexo palidoluysiano. Hd também
redugio da densidade neuronal nos ntcleos dos nervos cranianos motores, dos cornos
anteriores da medula, nos ganglios raquidianos e corddes posteriores. Estruturas como o
cortex cerebral, o cortex cerebeloso e as olivas bulbares sao normalmente poupadas
[Rosenberg ez al., 1976, Coutinho e Andrade, 1978; Coutinho er al., 1982; Sakai et al.,
1983; Kanda et al., 1989; Coutinho, 1992].

Variabilidade de apresentacdo clinica na DMJ - Subfenétipos

Desde as primeiras descri¢des da DMJ foi notéria uma grande variabilidade clinica
entre diferentes familias, observada também (em menor grau) em doentes pertencentes a
mesma familia. Esta variabilidade foi organizada numa classificagao em trés subtipos (ou

subfenétipos) clinicos [Lima e Coutinho, 1980]. O tipo 1 compreende os doentes com



Tabela 2. Critérios patolégicos para o diagnéstico da DMJ
(propostos por Coutinho, 1992, a partir da revisdo

de 18 autopsias descritas na literatura até 1990)

1. Estruturas afectadas na quase totalidade dos casos descritos:

- Locus niger e niicleo subtaldmico

- Niicleo vermelho

- Niicleos pdnticos, dentados / pediinculos cerebelosos médios e superiores
- Feixe longitudinal médio

- Niicleos vestibulares

- Nicleos dos nervos cranianos motores

- Cornos anteriores da medula / raizes anteriores

- Colunas de Clarke / feixes espino-cerebelosos

- Corddes posteriores, ganglios raquidianos

2. Estruturas quase sempre poupadas

- Cértex cerebral

- Estriado

- Cortex cerebeloso
- Olivas bulbares

- Feixe piramidal
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inicio mais precoce € evolugao mais grave, em quem 0s sinais piramidais sio muito
marcados e que apresentam, além da triada tipica da DMJ, sinais extrapiramidais
importantes, geralmente na forma de posturas disténicas. O tipo 2, o mais comum, €
intermédio em termos de idade de inicio; o seu quadro clinico estd limitado A trfada
cldssica de sintomas (ataxia, oftalmoplegia e sinais piramidais) e pode ser uma forma
transitdria, jd que todos os doentes comegam como tal e, apds alguns anos, podem ou
nao evoluir para os tipos 1 ou 3. O fipo 3 tem inicio mais tardio e engloba doentes com
sinais periféricos muito marcados, além dos sinais cldssicos principais. A evolugdo da
doenga € mais benigna e a sobrevivéncia menos afectada nestes doentes. Embora se trate,
como acontece com qualquer classificagdo, de uma divisdo arbitrdria do que na realidade ¢
um continuo de sintomas observados nos doentes DMJ, a classificagdo em trés subtipos

mostra-se muito relevante para a prética clinica, com valor comprovado quer em termos
de diagndstico quer de progndstico [Sequeiros, 1989], tendo sido adoptada em geral nos

estudos desta doenga [Rosenberg, 1977; Barbeau et al., 1984].

Diagnéstico diferencial

Uma questdo problemdtica € a do diagndstico diferencial com outras formas de
ataxia espinocerebelosa de inicio na vida adulta. Muito se tem debatido sobre os aspectos
clinicos e a classificagio desse grupo de doengas heredo-degenerativas, cujos quadros
clinicos e patolégicos se sobrepdem, dificultando a diferenciagdo de cada uma delas,
sobretudo em individuos isolados ou pertencentes a familias pequenas. As principais
dificuldades residem nao s6 nesta sobreposigdo fenotipica, mas também na existéncia de
uma grande variabilidade na apresentagdo clinica da DMJ, por vezes mesmo no seio de
uma mesma familia. A identificagdo dos genes causadores das diversas formas de ataxia
possibilitard a reavaliagdo dos critérios clinicos e patolégicos na presencga dos resultados
moleculares, o que permitird possivelmente uma melhor classificag¢ao clinica e genética

das ataxias espinocerebelosas.
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Testes laboratoriais

As anomalias bioquimicas que foram encontradas na DMJ e em outras ataxias
espinocerebelosas [Duvoisin et al., 1983; Kish ez al., 1987; Blass et al., 1988] sdo
inespecificas e provavelmente reflectem apenas os processos finais de degenerescéncia
neuronal comuns a quase todas estas doengas. Daf a dificuldade em se desenvolver um
teste bioquimico que permitisse detectar alteragdes mais especificas desta doenga. Assim,
o diagnéstico de genética molecular, ou seja, a detecgdo directa da mutagao causadora da
doenga por estudo de ADN [Kawaguchi et al., 1994; Maciel et al., 1995; Lopes-Cendes

etal., 1996b] surgiu como a Unica possibilidade de diagndstico de certeza da DMJ.
Tratamento

Nio existe, até ao momento, nenhum tratamento especifico para a DMJ. A
medicagdo sintomadtica para alivio da espasticidade ou de sintomas parkinsénicos, pode
beneficiar alguns doentes com essas manifestagdes clinicas [Subramony ez al., 1990].
Existem relatos do uso de agonistas colinérgicos e precursores serotoninérgicos com o
objectivo de tentar aliviar os sintomas cerebelosos, mas os resultados sdo muito
controversos [Kark et al., 1977; Sorbi et al., 1988; Trouillas et al., 1988]. Ensaios
terapéuticos com a combinagdo de sulfametoxazol e -trimetoprim (Bactrim®) tém sido
realizados por vdrios grupos com resultados promissores [Mello e Abbot, 1988; Sangla er

al., 1990; Coutinho, 1992].
Unicidade da doenga, variabilidade da expressio fenotipica

Os subtipos definidos por Coutinho e Andrade [1978] correspondem
aproximadamente aos fenétipos mais frequentemente observados nas trés familias
originalmente descritas: a familia Joseph [Rosenberg er al., 1976], em que o quadro

clinico predominante corresponderia ao tipo 1, a familia Thomas [Woods e Schaumburg,



1972], com fendtipo correspondente ao tipo 2, e a familia Machado [Nakano et al.,
1972], com predomindncia das formas mais benignas correspondentes ao tipo 3. Estas
familias foram descritas separadamente e as suas manifestagdes neurolégicas
consideradas como entidades clinicas diversas. No entanto, o facto de por vezes se
observarem doentes de sub-tipos diferentes, nomeadamente dos dois subtipos extremos
(1 e3), na mesma familia, assim como as modifica¢es fenotipicas observadas ao longo
do tempo num mesmo doente, sugeriram que se tratava de uma tnica doenga, com
expressdo varidvel de um gene principal, e ndo de doengas distintas [Coutinho e Andrade,
1978].

A extrema diversidade na expressao clinica da doenga de Machado-Joseph € um
caso particularmente interessante da variabilidade fenotipica frequentemente observada em
doencgas genéticas, sobretudo em doengas autossémicas dominantes. Embora os
mecanismos que levam a esta variabilidade fenotipica em portadores comprovados de um
mesmo gene mutante ndo sejam compreendidos na maioria dos casos, poderiam ser de
esperar influéncias (a) do alelo normal do mesmo gene, (b) do restante genoma, e (c) do
meio ambiente, na expressao fenotipica do gene mutado principal; é compreensivel que
nas doengas autossomicas dominantes, que dependem da presenca de um unico gene
mutado, haja mais lugar para variagio, a nivel da variante normal do mesmo gene ou do
resto do genoma, o que pode condicionar a expressao fenotipica do gene mutado
[Sequeiros, 1989]. A possibilidade de existirem genes fnodif icadores do fenotipo na DMJ
fol levantada por Sequeiros [1989], com base nos valores das correlagdes de idades de

inicio em pares de familiares.
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GENETICA DA DMJ
Modo de transmissiao

A DMJ € transmitida de modo autossémico dominante, o que significa que basta
uma cépia do gene mutado para o fendtipo mutante se revelar; ou seja, quer os
heterozigotos quer os homozigotos para a muta¢gao manifestam a doenga. Assim, se um
dos progenitores for doente ou portador comprovado da mutagdo, os seus descendentes
tém, apriori, um risco de 50% de virem também a ser afectados. E possivel, no entanto,
que os (raros) homozigotos para a mutagdo possam ter um inicio mais precoce € um
fendtipo mais grave que os heterozigotos [Coutinho er al., 1982; Coutinho, 1992; Lang et

al., 1994; Kawakami ef al., 1995; Gadoth et al., 1996].

Penetrincia dependente da idade

Como se referiu, a DMJ € uma doenca com inicio geralmente na vida adulta
(média 37.4+14.1 anos), mas em que a idade de manifestacdo dos primeiros sintomas €
muito varidvel (extremos de 5 e 73 anos em doentes portugueses) [Sequeiros e Coutinho,
1993]. Conhecem-se alguns casos de ndo-penetrancia (cerca de 2%) [Sequeiros, 1989],
isto €, de portadores obrigatérios do gene que sao ainda assintomadticos em idades muito
avancadas (por vezes até aos 90 anos). Existe pois uma penetréncia dependente da idade,
ou seja, uma distribui¢ao probabilistica (de base empirica) das idades de inicio da doenca.

Nao existem diferengas entre os sexos na manifestagdo da DM, quer quanto ao
nimero de homens e de mulheres afectadas, quer quanto a idade de inicio num e noutro
sexo [Coutinho, 1992; Sequeiros e Coutinho, 1993]. Também nao foi detectado qualquer

efeito do sexo do progenitor na idade de inicio da doenga.
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Antecipacio na DM]J

A antecipagdo, isto €, 0 inicio progressivamente mais precoce de uma doenga
hereditdria ao longo das geragGes, normalmente acompanhado de um aumento da sua
gravidade, foi até hd pouco tempo um fenémeno genético controverso, cuja aceitagio pela
comunidade cientifica levou bastantes anos e para 0 qual apenas recentemente se
encontrou uma base biolégica - a instabilidade dos repeats de trinucleotideos expandidos
[Mclnnis, 1996]. J4 no século XIX, Benedict Auguste Morel [1857], no seu tratado
sobre a teoria da degeneragdo, "Traité des Dégénérescences", descrevia a deterioragio
progressiva das doengas de pais para filhos, occorrendo estas de forma mais grave e
numa idade mais precoce com as geragdes sucessivas, levando finalmente 2 extingio da
linhagem. Morel, cujos estudos principais foram na drea do bécio e do cretinismo, citava
vdrios tipos de causas (ambienciais ¢ hereditdrias) que contribuiriam para essa
"degeneragio".

No principio do século XX, a "degeneragdo”, entdo eufemizada e designada
"antecipagdo”, adquiriu um papel central nos estudos de genética psiquidtrica. Em 1911,
Mott referia-se a "lei da antecipagdo”, descrevendo o inicio mais precoce das doengas
psiquidtricas ao longo de geragdes sucessivas, concluindo que a predisposi¢do hereditdria
era o factor mais importante na genética destas doengas e que a presenca de antecipagao
demonstrava a heritabilidade de uma "tara neuropdtica", a tendéncia para a doenga mental
[Mott, 1911]. A forma de se voltar ao "estado normal” nestes casos seria ou através do
casamento com linhagens normais ou pela eliminagdo natural dos elementos patolégicos
naquelas linhagens, devida a antecipagdo. Os movimentos eugenistas, empenhados no
"melhoramento" da raga humana, aderiram com entusiasmo a estas teorias.

As primeiras observagdes de antecipagio na distrofia mioténica foram efectuadas
por um oftalmologista alemao, Fleischer, que identificou casos de individuos com
cataratas cuja descendéncia apresentava distrofia mioténica, sem que eles préprios
tivessem quaisquer manifestagdes musculares da doenga, e levantou a hipétese de uma

conexdo hereditdria entre estes fenStipos [Fleischer, 1918]. Muitas objec¢des foram no
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entanto levantadas a esta ideia. Em particular, Lionel Penrose, um empenhado anti-
eugenista, argumentou que seria possivel encontrar antecipagdo em quase todos os
estudos de doengas que ocorram frequentemente em duas geragdes de uma mesma
familia, devido a diversos tipos de enviesamento inerentes ao estudo destas [Penrose,
1948].

As "causas" da aparente antecipag¢@o seriam, segundo Penrose, a varia¢do do
espectro das idades de inicio da doenga na populagdo, em combinagdo com os
enviesamentos de amostragem, resultante da selec¢do preferencial (1) de pais afectados
com inicio da doenga mais tardio, (2) de descendentes afectados de inicio precoce € (3) de
casos de inicio mais ou menos simultineo da doenga em pais e filhos. Estes casos
atrairiam mais facilmente, a partida, a atengdo médica, levando mais facilmente a suspeita
de hereditariedade por parte do clinico ou da familia, na qual se cria uma consciéncia
aumentada para a existéncia da doencga e sua transmissao, que levaria a detecgdo desta aos
primeiros sinais, gerando-se assim a ilusdo de antecipagdo [Penrose, 1948; Harper et al.,
1992].

Embora estudos prospectivos recentes, em que se evitaram cuidadosamente estes
enviesamentos possiveis [Howeler ez al., 1989], tenham confirmado a existéncia real de
antecipa¢ao na distrofia mioténica, s6 com a identificagao da mutagao causadora desta
doenca, a expansao de um repeat CTG [Brook et al., 1992], se eliminaram as duvidas
restantes quanto ao significado biolégico destas obsérvagées: o repeal expandido era
geneticamente instdvel, variando de tamanho durante a transmissdao do progenitor ao
descendente e, a esta variagdo de tamanho (mais frequentemente uma expansao),
correspondia uma variagdo na idade de inicio e gravidade da doenga. A descoberta deste
novo tipo de mutagdo, que foi designada "mutagio dindmica" [Richards e Sutherland,
1992], veio abrir um novo capitulo nos estudos da genética, por permitir explicar as
observagdes prévias, dificilmente aceites por ndo encaixarem no esquema conceptual de
um genoma estdvel (de uma geragdo para a seguinte), e por ter levado a identificagdo de
um mesmo tipo de mutagdo em vdrias outras doengas genéticas em que observava

antecipagdo: o sindrome do X frdgil [Fu et al., 1991; Kremer et al., 1991; Verkerk et al.,
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1991; Yu et al., 1991], a doenga de Huntington [The Huntington Disease Collaborative
Research Group, 1993], a atrofia espino-bulbar [La Spada et al., 1991], a atrofia
dentatorubropalidoluysiana [Koide et al., 1994], a ataxia espinocerebelosa tipo 1 [Orr et
al., 1993], a doenga de Machado-Joseph [Kawaguchi et al., 1994; Imbert et al., 1996;
Pulst et al., 1996, Sanpei et al., 1996] e a ataxia espinocerebelosa tipo 2.

Na DMJ, ainda antes da identificagdo da alteragio genética subjacente a doenga, ou
mesmo do conhecimento das expansdes de trinucleotideos como mutagio causadora de
doencas humanas, foi descrita a existéncia de "antecipagdo”, embora nao fosse uma
antecipagao tdo marcada como na distrofia mioténica e se observasse apenas em algumas
familias [Sequeiros e Coutinho, 1981; Oliveira et al., 1994; Sequeiros et al., 1994a],
sugerindo desde logo que esta doenga poderia também estar associada a uma expansao de
trinucleotideos. Estudos mais aprofundados, em que se procurou eliminar o efeito dos
enviesamentos de amostragem descritos por Penrose, confirmaram recentemente a

existéncia de antecipagao na DMJ [Sousa ef al., 1997).

Necessidade da deteccio pré-sintomatica da doenca

Apesar da sua gravidade, o inicio tardio da DMJ permite a transmissdo do gene
mutante de pais para filhos, uma vez que os sintomas se manifestam, na maioria dos
casos, durante ou apds a fase reprodutiva. A incidéncia desta doenga, altamente
incapacitante e sem cura, levando a uma morte vezes precoce, apés um longo periodo de
sofrimento para o individuo e para a familia, tem consequéncias emocionais devastadoras
para as pessoas afectadas e para todos os que estdo em risco de vir a desenvolvé-la.
Como muitas doengas genéticas, a DMJ pode levar a estigmatizagdo e segregacgao das
familias afectadas [Boutté, 1987], bem como ao agravamento das suas condigdes
econdmicas, muitas vezes jd deficientes, devido a perda de membros produtivos da
familia. O aconselhamento genético ¢ pois uma arma fundamental no auxilio as familias
afectadas por esta doenga. No entanto, e dada a inexisténcia de sinais precoces que

permitam a detecgao pré-sintomdtica da (clinica ou bioquimica) da DMJ, até 1993 a unica
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possibilidade de previsdo do rnisco de um dado individuo (assintomdtico) de uma familia
vir a desenvolver a doenga era o cdlculo pelo método Bayesiano, entrando em conta com
a distribui¢do empirica das idades de inicio [Sequeiros, 1989]. Este método, embora
permitindo estimativas de risco correctas e mais baixas do as que ndo levassem em linha
de conta as idades de inicio, ndo tinha muita utilidade prdtica em termos de planeamento
familiar jd que, dado o inicio tardio da doenga, o risco s6 se tornava suficientemente
baixo apés a idade reprodutiva. Tornava-se assim necessdria a identificacdo do gene
mutado na DMJ e o consequente desenvolvimento de um teste molecular adequado, a fim

de se poder levar a cabo o aconselhamento genético de forma mais eficaz.

IDENTIFICACAO DA MUTACAO CAUSADORA DA DMJ
Estudos de genética reversa (clonagem posicional)

A necessidade de se identificar a anomalia bioquimica causadora da doenca de
Machado-Joseph, com o objectivo de se compreender o mecanismo patolégico subjacente
a esta doenca, de se iniciar a investigagio de uma forma de tratamento eficaz e de se
desenvolver um teste diagndstico, levou aos estudos de genética reversa ou clonagem
posicional, que permitem identificar directamente o géne potencialmente alterado numa
dada doenga hereditdria, ultrapassando a etapa da identificagdo da alteragdo bioquimica. A
vantagem deste tipo de abordagem € que torna possivel, uma vez identificado o gene
causador da doenga e antes mesmo de se chegar a compreender na totalidade a sua
etiologia, desenvolver o teste directo da mutagdo em individuos afectados ou portadores
assintomdticos, para {ins de diagndstico molecular ou teste preditivo e aconselhamento
genético.

Numa primeira fase desta estratégia, diversos grupos a nivel internacional levaram
a cabo a procura da localizagdo cromossémica do gene mutado na DMJ. Este acabou por

ser mapeado primeiro em familias japonesas [Takivama et al., 1993] no brago longo do
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cromossoma 14. Os estudos de ligagdo a marcadores do cromossoma 14g32.1 em
familias DMJ portuguesas (capitulo 1) permitiram confirmar essa mesma localizagao
cromossémica e demonstrar a homogeneidade genética entre as familias de ambas as
origens [Sequeiros et al., 1994b]. O refinamento da regido cromossémica de interesse a
um intervalo de 2 cM através do estudo de marcadores genéticos adicionais nas familias
DMJ de origem portuguesa e em familias DMJ de outras origens, também ligadas ao
cromossoma 14q, permitiu o inicio do mapeamento fisico da regido candidata, em
paralelo com estratégias alternativas para identificagdo de genes candidatos.

Em particular, certas caracteristicas clinicas e genéticas da DMJ sugeniam desde
logo que esta doenga pudesse ser causada pelo mesmo tipo de mutacdo que varias outras
doencas degenerativas do sistema nervoso, progressivas e de inicio na idade adulta, como
a doenca de Huntington, a doenga de Kennedy (atrofia espino-bulbar), a ataxia
espinocerebelosa tipo 1 (SCA1) e a atrofia dentatorubropalidoluysiana (ADRPL), que se
provou estarem associadas a expansao de sequéncias repetitivas (CAG)p, localizadas na
regido codificante dos respectivos genes. Com o objectivo de testar esta hipStese, e como
via alternativa para a identificacdo do gene causador da DMJ, iniciou-se a identificacdo de
sequéncias repetitivas de trinucleotideos na regido de interesse € o estudo destas em
doentes DMJ (capitulo 1). Nesse estudo, porém, nao foi identificada nenhuma sequéncia
de trinucleotideos expandida.

A clonagem do ADNc do gene MJD1 por Kawaguchi e colaboradores [1994],
seguindo uma estratégia semelhante de identificagdo de repeats CAG, em bancos de
ADNCc de cérebro, veio demonstrar que, de facto, este tipo de mutag@o estava também
associado a DMJ: o gene MJD1 contém uma sequéncia repetitiva (CAG)p, altamente
polimérfica, que na populag@o controlo testada variava entre 13 e 36 tripletos CAG
[Kawaguchi et al., 1994], mas que nos individuos afectados de uma familia com
diagndstico clinico e patolégico de DMJ se apresentava expandida, contendo 68 a 79
tripletos CAG. Neste estudo, a existéncia de uma expansao do (CAG)p no gene MJD1

foi demonstrada apenas em 11 dos 12 doentes japoneses testados. Assim, permanecia em
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aberto a possibilidade de nem todos os casos de DMJ serem causados pelo mesmo tipo de

mutagdo, ou seja, de existir heterogeneidade genética, alélica ou ndo-alélica (de locus).

ESTABELECIMENTO DE UM DIAGNOSTICO MOLECULAR DA DM)J

Confirmacao da expansiao do repeat CAG no gene MJD1 como mutacgéo

causadora da doen¢a em familias DMJ de origens diversas

O nosso estudo (artigo I) confirmou que a mesma expansao do (CAG)p no gene
MID1 estava presente na grande maioria das familias DMJ agorianas, brasileiras e norte-
americanas (de origem agoriana) previamente descritas. Apenas quatro das 38 familias
clinicamente diagnosticadas como DMJ, n3o se confirmaram como portadoras desta
mutagdo: uma delas demonstrou-se posteriormente ser portadora da mutagio SCA2
[Silveira et al, submetido a publica¢ao], enquanto as mutagdes das restantes permanecem
por identificar, apés terem sido excluidas também as mutagdes SCA1, SCA2, SCA6 e
ADRPL. A reavaliagdo clinica detalhada destas e de outras familias, ap6s realizagdo
destes testes moleculares, poderd contribuir para a redefini¢ao do fenétipo clinico da DMJ
(ver Discussio).

Da mesma forma, na quase totalidade das familias DMJ de outras origens
geogrdficas € étnicas préviamente descritas [Coutinho, 1994] foi encontrada a expansio
do repeat CAG no gene MJD1: no Japdo [Maruyama et al., 1995; Watanabe et al., 1996],
no Brasil [Lopes-Cendes et al., 1996d], na China [Zhou et al., 1997], em familias
aborigenes da Austrdlia [Burt er al., 1996] e em familias de judeus iemenitas [Gadoth et
al., 1996]. Também em familias francesas com ataxia espinocerebelosa dominante,
designadas SCA3, se encontrou esta mutagao [Stevanin ef al., 1995b], bem como em
numerosas outras familias inglesas [Giunti et al., 1995], alemas [Haberhausen et al.,
1995; Schols et al., 1995], holandesas [Brunt et al., 1996], indianas [Giunti et al., 1995

Matilla et al., 1995], chinesas e de Taiwan [Soong et al., 1997] e norte-americanas de
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origem nio-portuguesa [Matilla et al., 1995; Ranum et al., 1995; Higgins et al., 1996].
As familias indianas descritas por Jain e colaboradores [1986] foram excluidas deste
grupo, demonstrando-se posteriormente serem portadoras de uma expansao no gene
SCA2.

Nao foram descritas até a data quaisquer outras mutagdes no gene MJD1
associadas a doenga; € provdvel pois que a expansio do (CAG)y, seja a causa da DMJ em
todas as populagdes, sendo os casos em que ao diagnéstico clinico de DMJ nao
corresponde a presenga de uma expansao explicdveis por sobreposi¢ao fenotipica com
mutag¢Oes em outros genes, tais como as expansdes de um (CAG)p nos genes SCAI,

SCA?2 ou SCAG6, ou outras ainda nao identificadas.

Desenvolvimento do teste preditivo da DMJ

Com a disponibilidade do teste molecular directo, tornou-se possivel identificar
portadores da mutagdo da DMIJ, ainda em fase pré-sintomdtica, para fins de
aconselhamento genético. Ndo sdo pois necessdrios estudos familiares para determinar
(por andlise de ligagd@o) o estatuto genético de um individuo no que respeita 8 DMJ. O
teste € feito por amplificagio do segmento de gene contendo a sequéncia repetitiva CAG,
por polymerase chain reaction (PCR), a partir de ADN genémico do individuo (extraido,
normalmente, de linfécitos do sangue periférico), seguida da determinagdo do tamanho
do (CAG)p nos dois alelos. Pode assim verificar-se se estes se encontram na gama
correspondente aos alelos normais ou na dos alelos expandidos, sendo suficiente um
alelo expandido para se manifestar a doenga (por defini¢io de doenga dominante).

Foi iniciado, em finais de 1995, um Programa Nacional de Teste Preditivo e
Aconselhamento Genético na DMJ e outras Ataxias Dominantes, que inclui seis centros
locais (Vila Real, Porto, Coimbra, Lisboa, Ponta Delgada e Angra do Herofsmo), cada
um com uma equipa idealmente formada por pelo menos um neurologista, um geneticista,
um psicélogo clinico e uma assistente social, € uma equipa central que inclui ainda

geneticistas moleculares, socio-psicélogos, psiquiatras, antropdlogos e eticistas, entre



outros [Sequeiros, 1996]. Este Programa foi elaborado com base na experiéncia com o
diagndstico pré-sintomdtico da doenga de Huntington nos EUA, Canadd e Europa, que
mostrou que este tipo de acompanhamento pode ajudar a prevenir as reacgdes
psicoldgicas desajustadas ao diagnéstico precoce duma doenga incurdvel, mas que €
também necess4rio 0 mesmo tipo de acompanhamento para os individuos que recebem o

diagndstico de ndo-portadores [Paiil, 1996].
Diagnéstico Pré-Natal da DM]

Sendo a DMJ uma doenga de inicio tardio, com algumas formas menos graves, as
questdes éticas levantadas pela realizagdo de um diagnéstico pré-natal (DPN) sdo bastante
complexas, na auséncia de uma abordagem terapéutica para a doenga. No entanto, a
determinagdo do estatuto do feto em relagdo a mutagdo DMJ € possivel, pelos mesmos
métodos laboratoriais utilizados no teste pré-sintomdtico, utilizando ADN extraido de
amnidcitos ou de vilosidades coriénicas. O DPN pode pois ser oferecido aos casais que o
procurem e em que um dos elementos seja afectado ou um portador comprovado da
mutagdo, detectédo no dmbito do Programa de Teste Preditivo. Na sequéncia daquele
Programa, foi jd feito o diagndstico molecular em dois fetos [Sequeiros et al., submetido

a publicagao].

MECANISMO PATOGENICO DA MUTACAO DA DMJ

Um dos objectivos principais da identificagdo do gene causador da DMJ sena,
como se disse, a compreensdo do mecanismo patogénico desta doenga. Em alguns casos
de isolamento de genes associados a doengas por métodos de clonagem posicional, muita
informagdo sobre o mecanismo patogénico pdde ser extraida a partir unicamente do que
se sabia sobre o gene. Nomeadamente, sendo identificadas regides de homologia

significativa da proteina codificada pelo gene em questao com outras proteinas de fungado

12
[R)



conhecida, é por vezes possivel prever a fungio dessa proteina na célula e procurar testar

a(s) hipétese(s) com experiéncias adequadas.
Identificacdo da func¢ido normal da proteina - estudos de homologia

No caso do gene MJD1, nao foram detectadas homologias com nenhuns genes
conhecidos, além da sequéncia de poliglutamina, que € comum a outros genes envolvidos
em doencas degenerativas do sistema nervoso. Destes, apenas se conhece a fungdo para
o gene mutado na doenga de Kennedy (SBMA), o receptor de androgénios: trata-se de
um factor de transcri¢gdo, com uma regiao C-terminal de ligagdo aos androgénios € uma
regido central de ligacdo ao ADN [Mhatre ez al., 1993]. A sequéncia poliglutamina situa-
se na regido N-terminal do receptor de androgénios, que se pensa estar envolvida na
modulagao da transcrigdo. As fungdes dos genes associados a doenga de Huntington, as
ataxias espinocerebelosas tipo 1 ou 2 e & atrofia dentatorubropalidoluysiana sdo
desconhecidas, embora para a huntingtina se tenha especulado tratar-se de uma proteina
envolvida no transporte de vesiculas nos neurénios [DiFiglia e al., 1995].

Existem outros exemplos de proteinas com regides ricas em glutaminas, em geral
factores de transcrigdo [Perutz et al., 1994], tais como as proteinas homeobox na
Drosophila e o factor de transcrigdo Spl em humanos. A proteina que se liga a TATA
box, permitindo o inicio da transcrigao de NUMerosos genes, designada TATA binding
protein (TBP), contém uma sequéncia poliglutamina de comprimento varidvel [Imbert ez
al., 1994], que vai de 25 a 42 unidades na populagdo normal [Gostout et al., 1993;
Imbert et al., 1994]; pensa-se que esta sequéncia aumenta a afinidade dos dominios de
activac@o transcripcional para as outras proteinas envolvidas no processo de activagio
[Seipel et al., 1994]. Outros exemplos sdo uma RNA polimerase mitocondrial no fungo
Neurospora crassa, codificada pelo gene cyt-5 [Chen ez al., 1996], e a interleuquina-2 do
ratinho, em que se demonstrou uma correlagdo inversa entre o0 comprimento da sequéncia
poliglutamina e a actividade biol6gica da proteina (nomeadamente a capacidade de

indugdo de crescimento em células humanas) [Matesanz e Alcina, 1996], bem como uma



associagdo preferencial dos alelos de maior tamanho com a diabetes auto-imune nos
ratinhos NOD [Ghosh et al., 1993].

Estudos adicionais de caracterizagao da proteina codificada pelo gene MID1,
nomeadamente da sua localizagdo intracelular e tecidular e de modificagdes pos-
traducionais, assim como estudos funcionais e de interac¢io com outras proteinas, podem
permitir uma melhor compreensao da fungdo desta proteina a nivel celular e f isiolégico,

bem como da forma como estd envolvida na patologia da DMJ.

Estudos de expressio do gene MJD1 normal e mutado

Os estudos de expressdo do ARN do gene MJD1, por hibridagéo in situ, apontam
para a expressao ubiqua deste gene [Nishiyama ez al., 1996]. A andlise da distribuicao da
protefna codificada pelo gene MJD1, por andlise de imunohistoquimica [Paulson ef al.,
1997a], revelou que esta € expressa em geral por todo o organismo e em todas as regioes
do cérebro examinadas, embora nalgumas regides do cérebro, como o estriado, a
expressdo se limite a alguns grupos de neurénios (possivelmente interneuronios). A
localizagdo da proteina na célula é predominantemente citoplasmdtica, com uma
distribuigao somatodendritica, normalmente excluindo o nicleo. Hd também indicagao da
possivel localizagdo da proteina a nivel mitocondrial [Trottier e al., 1997).

Em doentes com DMIJ [Paulson ef al., 1997a], a proteina com a expansao do
segmento poliglutamina € traduzida a niveis normais, nos mesmos tecidos que a proteina
normal e com a mesma distribuigio subcelular somatodendritica; observagdes
preliminares sugerem, no entanto, um aumento da quantidade de proteina no nicleo, o

que, a confirmar-se, poderd estar de alguma forma relacionado com a patologia celular.

A DMJ como doenga associada a expansdo de uma sequéncia
(CAG)p/poliglutamina

Outras pistas para a compreensdo do mecanismo patogénico da DMJ poderao

provir da informagdo adquirida sobre outras doengas causadas pelo mesmo lipo de



mutag¢do. Como se disse, a data da clonagem do gene eram jd conhecidas quatro outras
doengas degenerativas do sistema nervoso causadas pela expansdo de um repeat
CAG/poliglutamina: a doenga de Huntington [The Huntington Disease Collaborative
Research Group, 1993], a doenga de Kennedy [La Spada et al., 1991], a ataxia
espinocerebelosa tipo 1 [Orr et al., 1993] e a atrofia dentatorubropalidoluysiana [Koide et

al., 1994]. Posteriormente, demonstrou-se a presenga de expansdes de (CAG)p em

outras doencas similares, nomeadamente em duas outras formas de ataxia
espinocerebelosa: a ataxia espinocerebelosa tipo 2 (SCA2) [Imbert et al., 1996; Pulst et
al., 1996; Sanpei et al., 1996] e uma forma particular de ataxia com degenerescéncia da
retina (SCA7) [Gouw et al., 1995; Stevanin et al., 1996]; nesta iltima, a demonstragio
inicial da presenca deste tipo de mutagio foi feita por estudos com um anticorpo
especifico para poliglutaminas expandidas [Stevanin ez al., 1996], tendo-se
posteriormente clonado o gene mutado [David et al., 1997], de que se desconhece ainda a
fungdo. Embora o mecanismo de morte celular nestas doengas seja desconhecido, os
resultados de diversos estudos parecem sugerir que se trata ndo de uma perda da fungéo
normal das protefnas em questio, mas sim o ganho de uma nova "fungdo" devido 2
expansdo da poliglutamina [Housman, 1995], com efeitos t6xicos para as células, em
particular alguns neurdnios. Isto estaria de acordo, quer com 0 modo de transmissdo
autossémico dominante destas doengas, quer com o facto de a expressdao de proteinas
contendo sequéncias poliglutaminas expandidas em modelos animais (ratinhos
transgénicos) levar a degenerescéncia neuronal nestes. Por outro lado, no caso do
receptor de androgénios sao conhecidos portadores de mutagdes pontuais que apresentam
actividade diminuida deste receptor, com consequente feminizagao testicular, mas sem o
fenétipo neurolégico observado na presenga de uma expansio da sequéncia
poliglutamina, sugerindo que a esta ultima estd associada um ganho de uma nova fungao,
toxica para os neurénios, € nao apenas uma redugio da actividade normal da proteina.
E interessante notar também que sequéncias longas de poliglutamina (59-81
unidades) sao téxicas quando introduzidas em Escherichia coli, inibindo o crescimento

destas bactérias, enquanto sequéncias mais pequenas de poliglutamina (10-35 unidades)



ou sequéncias longas de polialanina (61 unidades) nao tém qualquer efeito [Onodera et

al., 1996].

Modelos propostos para o mecanismo patogénico dos repeats

CAG/poliglutamina expandidos

Embora ndo se pretenda fazer uma revisio detalhada desta matéria, impde-se aqui
uma referéncia aos principais modelos especulativos, propostos até a data, para explicar o
mecanismo patogénico das poliglutaminas expandidas:

1. Poliglutaminas como substratos da transglutaminase [Green, 1993]: neste

modelo propde-se que a enzima transglutaminase, que cataliza a formagao das ligagOes
isopeptidicas {¢ (y glutamil-lisina)} entre os seus substratos, ricos em glutaminas, e
outras proteinas, que actuam como dadoras do grupo lisil, possa actuar de forma
inusitada nas protefnas com sequéncias de poliglutamina excessivamente longas
(geralmente acima de um limite de aproximadamente 40 unidades), formando agregados
de proteinas ligados covalentemente. Embora estes agregados fossem possivelmente
degradados por protedlise, o isopéptido residual nao pode ser degradado por este
processo, acumulando-se na célula, com potencial efeito téxico para esta. A
especificidade neuronal deste efeito téxico seria explicdvel pela diminuida capacidade dos
neurdénios de degradar os produtos da transglutaminase, assim como pela auséncia de
renovagao celular nestes tipos de células. Em conformidade com esta hipétese, foi
demonstrado que peptideos contendo repeats de glutamina flanqueados por sequéncias
parciais das protefnas associadas a ataxia espinocerebelosa tipo 1, doenga de Machado-
Joseph e atrofia dentatorubropalidoluysiana sdo excelentes substratos para a
transglutaminase in vitro, formando agregados insoltiveis com proteinas de extractos de
cérebro [Kahlem et al., 1996]. O aumento do tamanho da sequéncia repetitiva aumentava
a reactividade dos peptideos. No entanto, ndo foi possivel até€ a data observar agregados
proteicos in vivo em nenhuma das doengas associadas a expansdo de uma poliglutamina,

o que reduz a aplicabilidade deste modelo.



2. Funcionamento das poliglutaminas como polar zippers [Perutz et al., 1994]:

demonstrou-se recorrendo a modelizagao molecular das possiveis estruturas adoptadas
por proteinas contendo sequéncias repetitivas de residuos polares, como é o caso da
glutamina, que estas eram capazes de ligar B-strands entre si, formando estruturas em
barril ou folha pregueada 8, através do estabelecimento de pontes de hidrogénio entre as
amidas da cadeia principal € os seus grupos polares. Perutz e colaboradores designaram
este tipo de estrutura polar zipper. Estudos de dicroismo circular de ultravioletas,
microscopia de polarizagdo e microscopia electrénica, demonstraram que um péptido
Asp2-Gln]5-Lys2 (em que os residuos aspartato e lisina foram adicionados com o
objectivo de conferir solubilidade em meio aquoso ao péptido) formava agregados de
elevado peso molecular, que apresentavam de facto um tipo de estrutura compativel com a
presenga de um polar zipper. Seria entdo possivel que ao aumento do comprimento do
segmento poliglutamina nas proteinas mutadas correspondesse uma afinidade
excessivamente elevada para as proteinas a que normalmente se ligam, ou uma afinidade
nao-especifica para outras proteinas. Alternativamente, a extensio da poliglutamina acima
de um dado limite de tamanho poderia levar 4 aglomeragao e precipitagio das protefnas
mutadas nos neurdénios.

3. Efeito excitotdxico: neste modelo propde-se que a expansao da poliglutamina

poderia causar 0 metabolismo anormal das proteinas em que se inseriu, levando 2
acumulagdo intracelular de poliglutaminas [Cha e Durer, 1994]. Estas teriam um potencial
efeito excitotdxico, devido a actividade das poliaminas como moduladores dos receptores
de aminodcidos excitatdrios, ou um efeito perturbador no metabolismo energético da
célula, por interferéncia com o influxo de cdlcio na mitocondria. De acordo com outra
hipétese proposta, o metabolismo celular de sintese e degradagao das proteinas contendo
poliglutaminas expandidas levaria a alteragdes subtis, mas crénicas, nos niveis
intracelulares de glutamina, o que se reflectiria na concentragio intracelular e vascular de
glutamato (obtido a partir da glutamina por ac¢io da enzima transglutaminase), com a
possivel consequéncia de morte celular por excitoxicidade crénica, em alguns grupos de

neurénios susceptiveis [Hannan, 1996].



4. Interferéncia com o metabolismo energético : referida por vdrios autores, a

hipétese de que uma deficiéncia na capacidade da célula gerar energia poderia causar a
degenerescéncia neuronal foi reforcada pelos resultados obtidos por Burke e
colaboradores [1996], que demonstraram que péptidos poliglutamina sintéticos, assim
como as protefnas codificadas pelos genes da doenga de Huntington e da ADRPL,
apresentavam uma interac¢ao com a enzima central da glicdlise, a gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase (GAPDH); esta interac¢ao era tanto mais forte quanto maior a sequéncia
poliglutamina [Burke et al., 1996]. O mesmo tipo de interacgdo com a GAPDH,
especifica e dependente da extensao da poliglutamina, foi demonstrado também para o
receptor de androgénios e para a ataxina 1 [Koshy et al., 1996]. Assim, € possivel que as
proteinas com poliglutaminas expandidas perturbem a produgdo de energia da célula por
intereferirem com a GAPDH e que o stress metab6lico seja 0 mecanismo patogénico
comum a todas as doengas associadas a este tipo de mutagdo. O facto de o cérebro, ao
contrdrio de outros tecidos, ndo poder utilizar energia dos lipidos, mas apenas da
glucose, torna qualquer interferéncia com as enzimas da glicélise particularmente nociva
nesta estrutura. Mesmo uma alteragao subtil na capacidade de utiliza¢ao da energia pode,
a longo prazo, afectar células como os neurénios, com reduzida capacidade de renovagdo.
Por outro lado, além do seu papel na glicélise, a GAPDH apresenta muiltiplas outras
fungdes e interacgdes com outras proteinas possivelmente relevantes para a toxicidade
neuronal: actua como uracil-DNA-glicosilase (f ungio-na reparagao do ADN), liga-se ao
ARN, ao ATP, & calciclina, a actina, a tubulina e & proteina percursora da amildide
(APP). Assim, hd vdrias vias possiveis pelas quais uma interac¢do anormal das
poliglutaminas expandidas com esta enzima poderia levar a um efeito nocivo para as
células, sobretudo em células neuronais especialmente susceptiveis. No entanto, resta
ainda demonstrar o efeito da interacgdo das proteinas com poliglutaminas expandidas na
actividade da GAPDH.
H4 ainda outras pistas que apontam para a alteragdo do metabolismo energético
neuronal como base molecular da degenerescéncia, em particular no caso da DMJ, uma

vez que foi identificada independentemente por dois grupos a presenga da ataxina-3 a



nivel da mitocondrias [Paulson et al., 1997b; Trottier et al., 1997]; por outro lado, a
frataxina, o produto do gene que estd alterado na ataxia de Friedreich, e que estd
praticamente ausente nas células dos individuos com esta doenga, apresenta normalmente
uma localizagdo mitocondrial, pensando-se que a sua fungdo se relaciona com a
homeostase do ferro e com a actividade respiratéria [Babcock et al., 1997].

5. Interferéncia com o processo de apoptose: A apoptose é uma forma

morfol6gica € bioquimicamente distinta de morte celular, que ocorre em vdrios tipos de
células, em diferentes circunstincias, fisiol6gicas e/ou patolégicas. Vdrios estudos
apontam para a desregulagdo dos mecanismos apoptéticos como componente importante
na morte celular precoce das células nervosas nas doengas degenerativas progressivas.
No caso particular da doenga de Huntington, foram identificados no neo-estriado de
individuos afectados sinais caracteristicos de células em processo apoptdtico
(normalmente presentes apenas durante o desenvolvimento embriondrio do sistema
nervoso), nomeadamente a fragmenta¢do do ADN por endonucleases, com positividade
para a coloragdo TUNEL (terminal transferase-mediated deoxyuridine Iriphosphate-biotin
nick end labelling) [Gavrieli et al., 1992] e a presen¢a de anomalias a nivel da
ultraestrutura celular, tais como vesiculagdo das membranas, condensagio perinuclear da
cromatina e aumento do volume dos organelos [Portera-Cailliau er al., 1995]. Por outro
lado, ratinhos nulizigéticos (knock-out) para o gene da doenga de Huntington apresentam
letalidade embri6nica precoce, com aumento da apopfose, sugerindo que a huntingtina
poderd ter influéncia nas vias apoptéticas.

Mais recentemente, foi demonstrado que a huntingtina € eficientemente clivada
por uma protease com papel chave na apoptose, a apopaina, e que a eficiéncia desta
digestao € dependente do comprimento da poliglutamina, sendo as sequéncias mais
longas clivadas mais eficazmente pela enzima [Goldberg et al., 1996; Rosen, 1996].
Sabendo-se que a protedlise especifica de certos substratos € de importincia central no
desencadeamento da apoptose, torna-se necessdrio agora esclarecer as consequéncias
especificas da digestao da huntingtina pela apopaina €, em particular, qual o seu efeito na

cascata molecular que leva a morte celular programada.



6. Interaccio com RNA-binding proteins [McLaughlin et al., 1996]: As

interacgdes entre 0 ARN e as proteinas de ligagdo a0 ARN (RNA-binding proteins: RBP)
desempenham um papel importante na expressdo de vdrios genes eucariéticos. Um
exemplo € o ARN codificante para a ferritina, que adopta estruturas tridimensionais
caracteristicas (stem-loop) e interage com proteinas que regulam a sua propria expressao.
Por outro lado, hd RBPs que se ligam aos ARNm e os transportam do nticleo para o
citoplasma e que se pensa serem importantes na regulagdo da localizagdo subcelular dos
ARNp, actuando como mediadoras em processos complexos de regulagdo da expressao,
nomeadamente em células que apresentam polaridade funcional, como alguns neurdénios.
As estruturas tridimensionais dos ARNm tém também influéncia na expressio dos genes
a nivel proteico, porque podem impedir a translocacao eficiente dos ribossomas atraveés
da cadeia a traduzir. Assim, a demonstragao, por McLaughlin e colaboradores [1996], da
capacidade de associagio de sequéncias de ARNp contendo sequéncias repetitivas CAG
com proteinas citoplasmdticas (RBPs), sendo essa associagdo especifica do tecido e
dependente do comprimento da sequéncia poliglutamina, atraiu o interesse para a
possibilidade de o mecanismo patolégico nas doengas associadas a expansao de CAGs
envolver nao as protefnas mas os ARNm codificados por esses genes. Os repeats
expandidos de CAGs poderiam "titular” proteinas citoplasmaticas, que normalmente se
ligassem a outros ARNm. A ligagdo excessiva dos (CAG)p expandidos a proteinas
reguladoras da expressdo de outros genes poderia levar a desregulagao da expressao
destes; alternativamente, caso se tratasse de proteinas com funcdo de chaperone,
envolvidas na regulagdo da localizagdo subcelular da expressao, ocorrena a distribuigio

subcelular alterada dos produtos génicos, com efeitos nocivos para a célula.

Estes modelos apresentam alguma sobreposi¢do entre si, € nao sao de todo
mutuamente exclusivos, sendo possivel que vdrios dos efeitos descritos se combinem
entre si para levar a toxicidade das poliglutaminas expandidas no sistema nervoso.

Recentemente, uma outra forma de ataxia hereditdria progressiva, designada

SCAG, foi também associada a presenga de uma pequena expansdo de uma sequéncia
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CAG no gene CACNLI1A4, que se localiza no cromossoma 19 e codifica para a
subunidade central de um canal de cdlcio dependente da voltagem (subunidade o4)
[Zhuchenko ef al., 1996]. Nao hd ainda certeza no que respeita a tradugao da sequéncia
poliglutamina em questdo: aparentemente, em algumas isoformas do gene esta sequéncia
localiza-se na regiao 3' ndo-codificante e, noutras, na regiao codificante, sendo traduzida
como uma sequéncia poliglutamina. No entanto, a diferenga de tamanho do (CAG)p, entre
os individuos normais e os afectados por esta doenga € muito pequena, além de que os
tamanhos dos repeats nos individuos afectados (21-27 unidades CAG) estdo dentro dos
limites da normalidade definidos para todas as outras doengas degenerativas do sistema
nervoso associadas a expansio de uma sequéncia (CAG)p; € por isso provdvel que a
SCAG seja causada por um mecanismo patoldgico diferente, possivelmente a ruptura do
funcionamento do canal de célcio, por um efeito dominante-negativo. Curiosamente,
mutagOes pontuais missense em outras posi¢des deste mesmo gene estdo envolvidas em
casos familiares de enxaqueca com aura hemiplégica, enquanto delecgdes e substituigdes

que levam a um splicing anormal do gene estdo associadas a ataxia episédica tipo 2

[Ophoff et al., 1996].

Selectividade da morte neuronal associada & expansdo de repeats

CAG/poliglutamina

Muito embora se assuma que o mecanismo de morte celular € o mesmo, ou pelo
menos semelhante, em todas as doengas degenerativas do sistema nervoso associadas a
sequéncias poliglutamina expandidas, dadas as semelhangas aparentes entre estas
doengas, os grupos de neurénios afectados pelo efeito téxico da poliglutamina diferem de
doenga para doenga, levando a manifestagdes neuroldgicas diversas. Uma explicagdo
possivel para estas observagdes seria a expressdo selectiva dos genes mutados em
diferentes populagdes celulares, em que as células mais afectadas seriam aquelas em que
se observa uma expressio mais elevada do gene. No entanto, os estudos de expressdo

destes genes revelaram em todos 0s casos uma expressdo generalizada a maioria dos
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tecidos do organismo, e em todas as regides do SNC, afectadas ou ndo na doenga
[Strong et al., 1993; The Huntington Disease Collaborative Research Group, 1993; Banfi
et al., 1994; Nagafuchi et al., 1994; Landwehrmeyer e al., 1995; Sharp et al., 1995;
Stine et al., 1995], excluindo a especificidade de expressao como base da selectividade de

morte neuronal.

INSTABILIDADE MITOTICA E MEIOTICA DOS REPEATS DE
TRINUCLEOTIDEOS EXPANDIDOS

As sequéncias repetitivas de trinucleotideos expandidas apresentam uma
instabilidade caracterfstica, variando de tamanho durante as divisoes celulares, mitéticas
ou meiodticas. A instabilidade mitética origina o mosaicismo somdtico do repeat, sendo
que diferentes grupos de células apresentam diferentes tamanhos do repeat, e a
instabilidade meidtica, possivelniente combinada com a instabilidade mitética, pelo menos
durante os primeiros dias de vida do embriao [Malter ez al., 1997], origina a instabilidade
intergeracional do repeat: os descendentes de um individuo portador de uma expansao de
um dado tamanho podem ter um repeat de tamanho diferente do do progenitor, maior ou
menor, observando-se em geral uma tendéncia aumentada para a expansdo. Embora estes
efeitos, mosaicismo somético e instabilidade intergeracional, sejam mais marcados nas
expansoes, de maior tamanho, dos repeats CTG, CGG ou GAA (na distrofia mioténica,
sindrome do X frédgil ou ataxia de Friedreich), sao também detectdveis, em menor grau,

nas doencas associadas & expansdo de repeats CAG/poliglutamina.
Mosaicismo somatico do repeat CAG expandido
Embora tenha existido alguma controvérsia inicial sobre a a existéncia ou nio de

mosaicismo somdtico na doeng¢a de Huntington, com vdrios estudos negando a

instabilidade somdtica do repeat CAG expandido nesta doenga [MacDonald ez al., 1993;



Zuhlke et al., 1993], esta foi posteriormente demonstrada, em particular nos estudos
post-mortem de casos juvenis desta doenga, em que eram bastante evidentes as diferengas
de tamanho e de grau de mosaicismo entre diferentes estruturas do sistema nervoso
central [Schaefer er al., 1994; Stine et al., 1994; Telenius et al., 1994]. Foi também
demonstrado mosaicismo somdtico do tamanho do repeat CAG no SNC na ADRPL
[Takano ef al., 1996] e na SCA1 [Chong et al., 1995]. O nosso estudo (artigo IV)
permitiu demonstrar a existéncia de mosaicismo somdtico na doenga de Machado-Joseph.
A possibilidade, levantada relativamente & doenga de Huntington [Telenius ez al., 1994],
de o mosaicismo ser a base da especificidade de morte neuronal, com as células
portadoras de repeats maiores mais afectadas do que as portadoras de repeats de menor
tamanho, foi também testada neste estudo, em que se tentou estabelecer a correlagdo entre
o padrao de mosaicismo ¢ o padrao de degenerescéncia neuronal observado em estudos
detalhados de patologia no sistema nervoso central de doentes com MIJD e SCAI1.
Procurou-se ainda elucidar o comportamento do repeat CAG expandido ao longo do
tempo de vida dos portadores de expansoes do (CAG)n, e esclarecer as contribuigdes dos

diferentes tipos de células para o mosaicismo somdtico (artigo V).

Factores determinantes da instabilidade intergeracional dos repeats de

trinucleotideos expandidos

Apesar de ndo serem ainda compreendidos os mecanismos moleculares que
originam a instabilidade dos repeats de trinucleotideos, tem vindo a ser demonstrada a
importancia de diversos factores que contribuem para a instabilidade intergeracional nas
doengas associadas a repeats expandidos. A importincia da identifica¢ao de elementos
que contribuam para a instabilidade genética dos repeats €, por um lado, a sua aplicagdo
no processo de aconselhamento genético (permitindo estabelecer modelos de previsdo da
idade de inicio e gravidade da doenga) e, por outro, levar a uma melhor compreensio dos

mecanismos moleculares que estio na base desta instabilidade. Qualquer modelo tedrico
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proposto para explicar o fenémeno da instabilidade genética das sequéncias repetitivas de

trinucleotideos terd que levar em conta estas observagdes.

Os principais factores com efeito na instabilidade intergeracional dos repeats de
trinucleotideos sao:

- O tipo de sequéncia repetitiva, com diferengas nitidas entre 0 comportamento
genético dos repeats CAG expandidos (que variam de um pequeno nimero de unidades)
e os repeats CGG, CTG ou GAA (cujas variagdes sdao muito maiores, podendo atingir as
centenas ou milhares de unidades).

- O tamanho do repeat no progenitor [Fu ez al., 1991; Hunter ez al., 1992; Yu et
al., 1992; Brunner et al., 1993; Duyao et al., 1993; Lavedan et al., 1993; Snow et al.,
1993; Fisch et al., 1995; Pianese et al., 1997]: repeats maiores sa0 mais susceptiveis a
instabilidade.

- O sexo do transmissor da mutag@o: em geral, transmissdes paternas estao
associada a uma maior instabilidade, com excepgdo do sindrome do X frdgil, em que as
grandes transi¢des de pré-mutagio a mutagao ocorrem em transmissdoes maternas [Fu ez
al., 1991; Brunner et al., 1993; Chung et al., 1993; De Rooij et al., 1993; Duyao et al.,
1993; Goldberg et al., 1993; Lavedan et al., 1993; Snow et al., 1993; Fisch et al., 1995;
Maciel et al., 1995; Maruyama et al., 1995; Ranen et al., 1995; Igarashi et al., 1996a;
Pianese et al., 1997]. |

- A presenga de interrupgdes da sequéncia repetitiva [Chung er al., 1993; Eichler
et al., 1994; Kunst e Warren, 1994; Snow ef al., 1994; Leeflang e Arnheim, 1995;
Nancarrow et al., 1995], que tém um efeito estabilizador do repeat.

- As sequéncias flanqueantes em que se insere O repeat: determinados hapl6tipos
estao associados a maiores tamanhos dos repeats (CAG, CGG ou CTG) na populagdo
normal e/ou a uma predisposi¢do dos alelos de tamanho intermédio para uma maior
instabilidade, verificando-se uma frequéncia aumentada de transigOes para a expansao em
portadores desses haplétipos, nos genes da distrofia mioténica [Imbert ez al., 1993,

Neville et al., 1994; Rubinsztein et al., 1994], da doenga de Huntington [Squitien et al.,
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1994; Almqvist et al., 1995; Rubinsztein et al., 1995b], do sindrome do X fragil A
[Richards et al., 1992; MacPherson ez al., 1994; Snow et al., 1994] e E [Murray et al.,
1997], da ADRPL [Y anagisawa et al., 1996] e da doenga de Machado-Joseph [Igarashi ez
al., 1996a].

Modelos propostos para a instabilidade genética dos repeats expandidos

Para tentar compreender os mecanismos moleculares que levam a instabilidade
das chamadas mutacdes dindmicas, € importante ter em consideragido os mecanismos de
manutengao da fidelidade de replica¢go nas células eucariotas e de que forma os repeats
expandidos escapam a este controlo.

Existem, por um lado, mecanismos celulares de verificagido da exactidao da
replicac@o que actuam durante a replicagao propriamente dita, nomeadamente a actividade
exonucleolitica de proofreadingdas DNA polimerases. Por outro lado, e apés a
replicagao, o mecanismo de mismatch repair contribui para a fidelidade da replicagao por
excisao de ADN mal-emparelhado. Leveduras (S. cerevisiae ) mutantes para as proteinas
envolvidas no processo de mismnatchrepair (pmsl, mlhl e msh2) apresentam uma taxa de
muta¢do mais elevada (100 a 700 vezes) dos repeats de di-, tri- ou tetra-nucleotideos
[Strand er al., 1993; Schweitzer e Livingston, 1997], enquanto mutagdes afectando a
actividade de proof-reading das polimerases t€m poucb efeito na estabilidade mitética ou
meidtica destes repeats, mas aumentam a frequéncia de substitui¢des. Estes resultados
sugerem que a actividade de proofreading da polimerase € mais relevante para corrigir
substitui¢des pontuais do que para o tipo de mutagdes que ocorrem nos microsatélites -
normalmente a variagio (aumento ou diminui¢ao) do niimero de unidades repetitivas.

Em humanos, as mutagdes no gene hMSH?2 estdo associadas a uma instabilidade
generalizada a nivel somdtico, com taxas de mutacdo elevadas, e causam cancro colo-
rectal (ndo-poliposo). No entanto, a comparagdo da estabilidade de 10 loci de
microsatélites, incluindo os repeats de trinucleotideos nos genes da doenga de

Huntington, SCA1 e da TATA-binding protein (TBP), em individuos com doenga de
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Huntington e com cancro colo-rectal [Goellner et al., 1997] revelou que estes ultimos
apresentavam um perfil caracteristico de instabilidade, generalizada a todos os loci
estudados, enquanto os individuos com doenga de Huntington sé apresentavam
instabilidade no locus da doenga. Por outro lado, o tipo de instabilidade observado ndo
era completamente semelhante: enquanto na doenga de Huntington se observava uma
maior proporgao de expansdes que de contracgdes do repeat CAG, no cancro colo-rectal
as delecgdes de unidades dos repeats eram o tipo de mutagao mais observado. Pode pois
concluir-se que estas doengas correspondem a problemas diferentes em termos de
instabilidade, um com origem em factores celulares deficientes, outro com origem na
prépria estrutura do repeat e sequéncias flanqueantes.

Foi demonstrado que a sequéncia e comprimento dos repeats determinam a taxa
_ de slippage da polimerase [Schlotterer e Tautz, 1992]; o tipo de repeat, a presenca de
interrupgdes e as sequéncias flanqueantes sdo também, como se disse, factores
moduladores da estabilidade genética.

E possivel que as estruturas secunddrias e conformagdes tercidrias alternativas
adoptadas pelo ADN em sequéncias repetitivas (hairpin loops, triplex DNA, estruturas
cruciformes, foroids, etc) afectem de alguma forma a sua replica¢ao ou reduzam a
capacidade de correcgdo de possiveis erros pelos mecanismos celulares habituais
[McMurray, 1995; Wells, 1996]. Os repeats CTG, CAG e CGG nos genes da distrofia
mioténica, doenga de Huntington, SCA1, DRPLA e siﬁdrome do X fragil tfm em comum
a capacidade de formar estruturas em hairpin loop [Chen et al., 1995; Gacy et al., 1995]
com uma estrutura e energia de estabilizagdo semelhantes. A energia de estabilizagao €
influenciada quer pela sequéncia (tipo de repeat, presenga de interrupgdes) e tamanho do
repeat propriamente dito, quer por sequéncias flanqueantes. S6 o ADN com
determinadas sequéncias e a partir de um determinado tamanho pode formar hairpins cuja
energia esteja abaixo do limiar de estabilidade (aproximadamente -50kcal/hairpin).
Curiosamente, existe uma correlagdo entre a capacidade de estas sequéncias formarem

hairpins de estabilidade apropriada e as observagbes genéticas em doengas associadas a
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repeats expandidos, em termos da selectividade de sequéncia e do efeito do tamanho do
repeat na instabilidade [McMurray, 1995].

A formagdo das estruturas em hairpin loop por cadeias simples de ADN durante a
replicagdo poderia levar quer ao deslizamento aumentado da DNA polimerase, devido a
estabilizacdo energética das cadeias simples ou ao bloqueio estrutural a passagem da
polimerase, quer a introdugdo de erros no realinhamento da cadeia. A combinagéo destes
efeitos poderd contribuir para a instabilidade observada nas sequéncias repetitivas de
trinucleotideos.

O repeat GAA no gene da ataxia de Friedreich forma estruturas secunddrias
diferentes, em particular triplexes de ADN, com emparelhamento de uma terceira cadeia
de ADN que pode ser de origem externa ou intra-molecular, bem como outras estruturas
alternativas, no caso de existir uma expansao [Ohshima e Wells, 1997]. Foi demonstrado
que os triplexes de ADN causam pausas prolongadas da DNA polimerase [Dayn et al.,

1992], dificultando a replicagdo das sequéncias que adoptam esta estrutura.

Instabilidade dos repeats CAG expandidos em modelos animais

Surpreendentemente, muitos dos modelos animais obtidos até a data para as
doengas associadas a expansdo de trinucleotideos, em particular ratinhos transgénicos
contendo 0 ADNc dos genes com CAGs expandidos, apresentavam (além de uma
auséncia notoria de fenétipo, na maior parte dos casos) uma estabilidade absoluta do
repeatdurante as transmissoes intergeracionais deste [Bingham ez al., 1995; Goldberg et
al., 1996; Ikeda et al., 1996].

S6 recentemente foram descritos modelos animais com instabilidade meidtica (e
mitética) de repeats de trinucleotideos [Korneluk e Narang, 1997]: os ratinhos
transgénicos portadores de um repeat CAG expandido (82 unidades) no primeiro exa@o do
gene da doenga de Huntington [Mangiarini ez al., 1997] e os ratinhos transgénicos
contendo um fragmento de ADN genémico incluindo a regido ndo-traduzida 3' do gene

da distrofia mioténica, com um repeat de 162 tripletos CTG [Monckton et al., 1997], ou
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um clone de cosmideo contendo um fragmento de ADN gendémico que incluia a totalidade
do gene da distrofia miot6nica de um individuo com um alelo intermédio (55 CTGs), €
ainda dois genes flanqueantes deste [Gourdon et al., 1997].

O facto de se observar instabilidade nestes modelos e ndo nos precedentes pode
estar relacionado com efeitos das sequéncias flanqueantes, inclufdas no transgene
juntamente com os genes contendo os repeats expandidos, ou presentes nos locais de
insercdo deste, o que estaria em conformidade com os efeitos de hapl6tipo descritos em
humanos e seria explicdvel, por exemplo, por efeitos de estruturas tridimensionais
adoptadas pelo ADN [McMurray, 1995; Wells, 1996].

Uma explicagio alternativa, avangada por Korneluk e Narang [1997], € que exista
uma relagdo entre a actividade transcripcional dos genes contendo os repeals € a existéncia
de instabilidade. Nos modelos anteriores, a expressdao dos transgenes era bastante
reduzida ou ausente, possivelmente devido 2 escolha inapropriada de promotores ou a
auséncia de elementos essenciais de regulagdo da expressdo, localizados nas regides
genémicas flanqueantes ou nos intrdes do gene (que estdao ausentes nos modelos
baseados na inser¢ao de ADNcs), problemas esses que foram ultrapassados nos trés
casos acima referidos. E de salientar que, no estudo por Mangiarini € colaboradores
[1997], na tinica linha de ratinhos que ndo apresentava expressdo significativa do
transgene (possivelmente devido a efeitos repressores de sequéncias flanqueantes no local
de insergdo), o repeat CAG expandido era estdvel. |

Apesar de se observar instabilidade intergeracional do repeat nestes modelos e de
no caso do transgene com o exdo 1 do gene HD se ter observado um fenétipo
neurolégico progressivo semelhante ao da doenga de Huntington [Mangiarini et al.,
1996], nio foi possivel recriar um efeito de antecipagdo como seria de esperar. Os
ratinhos portadores de pré-mutages no gene da distrofia mioténica ndo apresentavam
fendtipo correspondente & doenga, mas as expansdes detectadas eram ainda pequenas,
esperando-se no entanto que na sua descendéncia surjam expansoes de grande tamanho,

possivelmente associadas a um fendtipo anormal [Korneluk e Narang, 1997].
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Instabilidade genética do repeat CAG e origem da mutagdo DM]J

Uma das questdes de relevo no estudo da doenga de Machado-Joseph tem sido,
desde sempre, a origem da mutagao causadora desta afecgdo. Estes estudos basearam-se,
até 2 identificagdo e clonagem do gene responsdvel, em dados epidemioldgicos e
histdricos que sugeriam que os casos portugueses de DMJ pudessem ser derivados de
uma mesma mutagdo € que essa mutagao tenha sido introduzida mais tarde em algumas
familias de origem ndo portuguesa; pelo menos parte da distribui¢ao mundial actual da
DMIJ poderia ser explicada pelos lagos histéricos estabelecidos pelos portugueses nas
suas expedi¢des maritimas desde meados do século XV e nas sucessivas vagas de
emigragao portuguesa mais recentes [Sequeiros € Coutinho, 1993]. Uma doencga
dominante de inicio tardio como a DMJ consegue fdcilmente atingir uma frequéncia
relativamente alta em populagdes muito diversas. No entanto, em algumas familias DMJ a
mutacao poderia ter tido origem num acontecimento mutacional independente, sendo esta
uma explicacado mais razodvel para a presenga da doenga nas familias em que nao se
conseguiu encontrar nenhuma ligagao com doentes portugueses.

Com a identificagido do gene responsdvel pela DMJ comecam a gerar-se dados
moleculares que ddo resposta a questao de um possivel efeito fundador na DMJ. A
existéncia de uma mutagdo fundadora poderia, por exemplo, explicar o grande intervalo
entre a distribui¢do do tamanho dos repeats CAG nos alelos normais e nos alelos
expandidos que se verifica na DMJ [Cancel et al., 1995; Maciel et al., 1995; Takiyama et
al., 1995]. Esta diferenca entre as duas distribui¢des sugeria uma udnica mutagdo
ancestral, com transi¢do directa da gama de tamanhos normais a4 gama de tamanhos
associada a doenga, em oposi¢do a ocorréncia de numerosas expansdes a partir de alelos
de tamanho pré-mutacao (alelos intermédios).

Os estudos recentes de associagao alélica entre o locus MJDI e marcadores
flanqueantes apontam, no entanto, para a existéncia de mais do que um haplétipo
associado a doenga em diversos grupos étnicos [Stevanin ef al., 1995a; Takiyama et al.,

1995; Gaspar et al., 1996]. Para clarificar e aprofundar estes resultados levou-se a cabo
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um estudo colaborativo detalhado de co-segregagdo de alelos de marcadores (flanqueantes
e intragénicos), ¢ a determinagao dos haplétipos associados & mutagdo num vasto nimero
de familias, representativas dos diferentes grupos étnicos em que a doenga foi identificada
[Gaspar er al., 1997]. Resultados preliminares apontam para a presenga de pelo menos
dois haplétipos na populagdo portuguesa e de haplotipos adicionais na populagdao
mundial. Estes resultados, assim como o facto de a DMJ ser a causa mais frequente de
ataxia espinocerebelosa autossémica dominante [Ranum et al., 1995; Schols et al., 1995;
Silveira et al., 1996], sugerem fortemente a existéncia de mais do que uma mutagéo
original responsdvel pela DMJ na populagdo mundial.

No entanto, a grande maioria das familias DMJ (70%) [Gaspar et al., 1997],
mesmo de etnias cuja relagdo entre si ou com os portugueses nao € 2 partida evidente,
apresentam um mesmo haplétipo intragénico comum. Existem duas explicagdes
possiveis: ou (1) se trata de uma mutag@o ancestral muito antiga a segregar nestas familias
ou (2) de mais que um evento mutacional ocorrendo no mesmo haplétipo, o que
implicaria uma "desestabilizagao" do repeat CAG na populagdo por parte deste haplétipo,
que poderia ser devida, conforme discutido previamente, a influéncia das sequéncias
flanqueantes na estrutura secunddria e tercidria adoptada pelo repeat, com efeito na
fidelidade de replicagao deste.

Para tentar esclarecer a questdo da existéncia ou ndc de haplétipos
"desestabilizadores" na DMJ, compararam-se os tarﬁanhos de repeats CAG no gene
MIJD1 associados a diferentes haplétipos, na populagao normal (artigo VI), e o grau de
instabilidade intergeracional do repeat expandido associado em cis aos diferentes

hapl6tipos.
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Objectivos do estudo

Assim, os objectivos principais deste estudo, a que adiante se procura dar

resposta, foram os seguintes:

1. LocalizagZo e identificagio do gene causador da doenga de Machado-Joseph

2. Contribuigdo para o estabelecimento de um teste genético para a DMJ em
individuos afectados e do teste preditivo e do diagndstico pré-natal para os seus familiares

em risco (para fins de aconselhamento genético).

3. Estudo das bases moleculares da variabilidade clinica na DMJ, em termos de
idade de inicio e subtipo, com vista ao esclarecimento do mecanismo através do qual a

mutagao leva a manifestagio da doenga.

4. Tentativa de esclarecimento das bases moleculares da especificidade da
degenerescéncia neuronal na DMJ: estudo do mosaicismo somdtico do (CAG)n
expandido no SNC de doentes DMJ e SCA1, como possivel causador desta

especificidade a nivel patologico.

5. Estudo dos mecanismos moleculares associados a algumas caracteristicas nao-
-mendelianas de transmissdo desta doenga, nomeadamente o fenémeno de antecipagio:

estudos da instabilidade intergeracional do (CAG)p expandido no gene MJD1.
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II. TRABALHO EXPERIMENTAL
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CAPITULO 1

Estudos de ligacdo genética e esforco de clonagem do gene
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Estudos de ligacdo genética do locus DMJ a marcadores do

cromossoma 14q

Introducao

Os primeiros estudos de ligagdo genética da DMJ foram levados a cabo
recorrendo a polimorfismos celulares e séricos convencionais (marcadores proteicos)
[Myers et al., 1993; Amorim ef al., 1995]. Nestes estudos excluiu-se a localizagdo em
certas regides de diversos cromossomas (2, 8, 9, 13, 16 e, sobretudo, do cromossoma
1), mas ndo se pdde identificar a localizagao do gene causador da DMJ.

Adoptou-se posteriormente uma estratégia de rastreio do genoma por andlise de
~ marcadores de ADN (RFLPs e, posteriormente, VNTRS), tendo sido estabelecida uma
ordem de prioridade para o estudo dos diferentes cromossomas, de acordo com as
andlises de exclusdo prévias e com o tamanho dos cromossomas: dado que os
cromossomas humanos sao ordenados por ordem decrescente de tamanho (com excepgio
dos cromossomas 21 e 22), a probabilidade de um locus desconhecido se encontrar nos
primeiros cromossomas € sempre maior. Foram seleccionados marcadores genéticos
polimérficos distribuidos por todo o genoma, separados entre si, em média, de 20 cM.

As localizagbes cromossémicas dos genes causadores de duas formas de ataxia
espinocerebelosa dominante, a OPCA cldssica [Jackson er al., 1977] e a ataxia de
Holguin [Auburger ez al., 1990], previamente estabelecidas nos cromossomas 6 e 12,
respectivamente (que passaram mais tarde a ser designadas SCA1 e SCA2), foram
excluidas para o gene da DMJ [Carson et al., 1992; Silveira e al., 1993; Twist et al.,
1994]. Foi também excluida a regido onde se localizava o gene da doenga de Huntington
[Forse et al., 1989]. Prosseguiu-se entdo o rastreio do genoma com o objectivo de
identificar a posi¢ao do locus DMJ. Aproximadamente um ter¢o do genoma foi excluido
pelo consdreio de estudos de ligagdo da DMJ estabelecido entre os grupos portugueses e

os grupos francés e canadiano [Sequeiros, resultados ndo publicados].

47



Em 1993, foi identificada a localizagdo do gene causador da DMJ em familias
japonesas no cromossoma 14q32.1 [Takiyama et al., 1993], num intervalo de cerca de 30
cM entre os marcadores D14S51 e D14S43. Com base em dados histéricos [Sequeiros e
Coutinho, 1993] e em caracteristicas clinicas comuns [Yuasa ef al., 1990], havia razoes
para crer que o locus DMJ pudesse situar-se também nesta regiéo nas familias de origem
portuguesa. Para testar esta hipotese realizaram-se estudos de ligag@o genética a
marcadores do cromossoma 14q em 16 familias agorianas com DMJ [Sequeiros et al.,

1994b].

Material e métodos

Foram incluidas neste estudo 16 familias com diagnéstico clinico de DMJ, cujas
porgdes relevantes para a andlise de ligagdo incluiam 435 individuos, 166 afectados e 14
codificados como tendo "diagndstico suspeito”, porque embora em risco e ainda
assintomaticos, apresentavam pelo menos dois dos seguintes sinais: hiperreflexia,
clonus, nistagmo ou retrac¢do palpebral. Colheu-se sangue e extraiu-se ADN de
linfécitos segundo os protocolos habituais [Sambrook et al., 1989]. Utilizaram-se os
marcadores D14S53, D14S55, D14S48 € D14S45, cujos primers foram sintetizados de
acordo com as sequéncias publicadas [Luty e Litt, 1991; Wang e Weber, 1992] utilizando
um sintetizador de oligonucletideos (Applied Biosystems 381A). A amplificagao por PCR
dos segmentos de DNA contendo os microsatélites foi realizada a partir do ADN
gendémico conforme descrito préviamente [Weber e May, 1989]. Amostras de ADN de
individuos das familias japonesas com DMJ foram-nos cedidas pelo grupo da
Universidade de Niigata, a fim de permitir a comparagéo do tamanho dos alelos. As
andlises de ligagdo genética foram realizadas utilizando os programas de LINKAGE
(versdo 5.10) [Lathrop e Lalouel, 1984] num PC 486/66. Para o locus DM, utilizdmos
os parimetros préviamente definidos [Silveira et al., 1993] e um modelo de transmissdo
autossémica dominante com 5, 10 ou 20 classes de risco, para corrigir o facto de a

penetrancia ser dependente da idade, € considerando o risco de inicio mais precoce da



doenga para nos homozigotos para a mutagdo. Para as andlises de multipoint lod e de
location score, os alelos dos marcadores foram recodificados para reduzir o seu niimero a
um maximo de 4, utilizando as estratégias recomendadas [Ott, 1991]. Para fazer andlises
de affected-only, em que a descendéncia normal n@o contribui com informagao respeitante
a doenga, mas apenas com informagido sobre o genétipo e a fase de linkage dos
marcadores nos seus progenitores (muitas vezes nao disponiveis para estudo), reduziu-se
o risco das vdrias classes a um centésimo do seu valor, tornando assim irrelevante o
fenétipo dos sujeitos em risco. Para cada marcador, as frequéncias alélicas foram
estimadas utilizando os individuos colaterais das familias (60 cromossomas), na auséncia
de outros controlos relevantes para a populagao utilizada. Utilizaram-se os programas
HOMOG versao 3.33 [Ott, 1991] para testar a possibilidade de heterogeneidade genética
entre 14 familias portuguesas e 5 famfilias japonesas informativas para o marcador
D14S48. O programa MTEST foi usado para comparar dois grupos, considerando-se

cada familia como um grupo [Sequeiros et al., 1994b].

Resultados

Na tabela 3 podem ver-se os resultados das andlises pairwise. Os lod scores mais
elevados foram obtidos com o marcador D14S48, o marcador previamente identificado
como o mais proximo do locus da DMJ (estimado a zero cM nas famflias japonesas). A
tabela 4 mostra os lod scores obtidos com o marcador D14S48 para cada familia,
considerando 20 classes de risco, frequéncias estimadas dos alelos e andlise sé de
afectados. Na andlise de multipoint, obteve-se um valor de Zyax = 3.19, para o intervalo
entre D145S48 e D14545 (figura 1), embora ndo se pudessem excluir as outras
localizacdes. A andlise com o programa HOMOG nao revelou a existéncia de
heterogeneidade genética entre as familias japonesas e portuguesas (X;2 =0.62, p=0.43,

Leatio=1.36). Com o MTEST, X2 =18.28 (p=0.44) quando se considerou cada familia

um grupo.
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TABELA 3

Resultados das andlises de ligagio pairwise
entre os marcadores do cromossoma 14 estudados e o locus da DM]J

Lod scores para valoresde 6 de:

Locus 0.00 0.01 0.05 0.1 0.2 0.3 04
Todos os individuos, alelos equifrequentes, 5 classes de risco
D14S53 -24.97 -8.18 -2.22 0.06 135 1.18 0.58
D14S55 475 -2.23 -0.15 0.63 0.86 0.55 0.19
D14548 -5.98 0.59 3.23 3.80 3.24 2.02 0.81
D14845 -22.13 -6.59 -0.66 1.33 1.97 1.23 0.30
Affected only, alelos equifrequentes, 5 classes de risco
D14S53 -7.61 -2.53 1.28 2.39 2.38 1.55 0.65
D14855 1.67 1.97 2.23 2.14 1.49 0.76 0.24
D14548 1.61 3.26 4.57 4.66 3.62 2.15 0.83
D14845 -10.52 4.58 -0.28 1.26 1.69 1.00 0.22
Affected only, frequéncias de alelos estimadas, 5 classes de risco
D14S53 -8.78 -3.90 0.02 141 1.83 1.30 0.58
D14S55 436 -3.26 -1.55 -0.60 0.08 0.18 0.11
D14548 -3.02 -1.27 0.46 1.10 1.14 0.71 0.26
D14845 -13.83 -7.82 -2.92 -0.90 0.28 0.22 -0.05
Affected only, frequéncias de alelos estimadas, 20 classes de risco
D14S353 -9.04 -4.01 -0.01 1.40 1.84 131 0.58
D14S855 448 -3.37 -1.62 -0.64 0.06 0.17 0.10
D14548 -3.13 -135 0.45 1.10 1.14 0.71 0.26
D14545 -14.10 -7.92 -2.95 -0.91 0.28 0.22 -0.05
TABELA 4
Lod Scores para familias informativas com D14548
6

Pedigree  0.00 0.01 0.05 0.1 0.2 0.3 04

1 -036 -032 0.10 035 0.40 0.28 0.13

8 0.64 0.62 0.35 0.46 031 0.17 0.06

10 -0.01 -0.01 -0.01 -0.01 -0.00 -0.00 -0.00

14 -146 -0.71 -0.17 -0.01 0.06 0.05 0.02

16 0.72 0.71 0.63 0.53 0.34 0.17 0.04

17 0.55 0.54 0.48 0.40 0.25 0.13 0-04

21 -0.12 -0.11 -0.09 -0.07 -0.04 -0.02 -0.00

25 -0.23 -0.22 -0.15 -0.1 -0.04 -0.01 -0.00

26 -1.40 -1.17 -0.75 -0.50 -0.25 -0.12 -0.04

33 0.18 0.18 0.15 0.13 0.08 0.03 0.01

35 0.17 0.17 0.14 0.12 0.07 0.03 0.01

36 -2.03 -1.21 -0.60 -0.35 -0.13 -0.04 -0.01

44 021 0.20 0.17 0.14 0.09 0.04 0.01

Total -3.13 -1.35 0.45 1.10 1.14 0.71 0.26

Zmax 6

1.39 (0.226)
0.89 (0.171)
3.81(0.110)
2.01 (0.177)

2.58 (0.144)
2.23 (0.059)
4.72 (0.079)
1.75 (0.169)

1.87 (0.175)
0.18 (0.285)
1.23 (0.147)
0.28 (0.200)

1.86 (0.176)
0.17 (0.289)
1.23 (0.147)
0.28 (0.200)

Zmax ( 8)

1.23 (0.147)
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Discussao

O estudo de marcadores do cromossoma 14q em familias DMJ portuguesas
confirma a localizagao do gene causador desta doenga na mesma regiao para a qual se
demonstrou ligagdo em familias japonesas. No entanto, dado o poder tedrico de linkage
das famflias utilizadas, os lod scores obtidos neste estudo foram surpreendentemente
baixos.

Diferengas em termos de idade de inicio e distribuigio dos subfenétipos podem ter
contribuido para estes resultados. Por um lado, a frequéncia das apresentagdes clinicas
mais graves e clinicamente mais distinguiveis das de outras formas de ataxia dominante
(as formas disténicas, por exemplo, caracteristicas do subfenétipo 1) € mais elevada entre
os japoneses, enquanto os subfendtipos 2 e 3, que sdo de mais dificil diagnéstico em
casos menos graves ou incipientes, predominam nos doentes portugueses. Em certos
casos, em individuos de idade mais avangada, com sintomas inespecificos, nao era
possivel estabelecer um diagnéstico seguro; estes individuos foram codificados como
tendo diagndstico "suspeito". Por outro lado, a distribui¢do das idades de inicio € muito
mais ampla e de média significativamente mais elevada nas famf{lias de origem portuguesa
(39.1£0.8 anos) do que nas famflias japonesas (26.5+3.3 anos) [Sequeiros e Coutinho,
1993], existindo nas nossas familias portadores obrigatérios do gene que, com idades
entre os 63 e 70 anos, sdo ainda assintomdticos. A idade de inicio mais tardia provoca
uma redugdo da informatividade das famflias devido & penetrancia incompleta (dificuldade
que se procurou ultrapassar com a defini¢do de 20 classes de risco e com as andlises de
affected only, as quais permitiram em certos casos obter lod scores mais elevados), mas
sobretudo intervem também na dificuldade acrescida de encontrar individuos afectados
em duas ou mais geragbes nas familias, essenciais para estudos de andlise de ligagao.

Posteriormente a clonagem do ADN¢ do gene MJD1 e a possibilidade de se
realizar o teste directo da mutagao, veio-se ainda a verificar que existia heterogeneidade
genética nas familias utilizadas nos estudos de ligagao genética. Em particular, numa das

familias seleccionadas para os estudos de ligagdo a marcadores do cromossoma 14q, a



familia P33, os individuos afectados ndo apresentavam expansao do repear CAG no gene
MIDI1, demonstrando-se posteriormente que eram portadores de mutagdes no gene
SCAZ2; curiosamente, os lod scores obtidos com marcadores do cromossoma 14q apenas
para esta familia ndo permitiam a exclusio desta localizagdo. Além desta dificuldade,
inultrapassdvel dada a sobreposi¢do fenotipica entre os diversos tipos de ataxias
dominantes, e inerente a este tipo de abordagem, foram também detectados a posteriori
alguns erros de codificagdo e troca de amostras, jd que alguns individuos notoriamente
afectados e pertencentes a familias com portadores comprovados da mutagdo DMJ ndo
eram portadores desta. Estes dois factores podem ter contribuido adicionalmente para
baixar o valor dos lod scores obtidos com os marcadores do cromossoma 14q neste
conjunto de familias.

A localizagio no cromossoma 14q foi posteriormente confirmada em familias
brasileiras e norte-americanas de ascendéncia portuguesa por Twist e colaboradores
[1995] que, recorrendo a andlise de recombinantes, refinaram a localizag@o do gene da
DMJ a um intervalo de 11 cM, demonstrando-se também que a distancia genética entre o
marcador D14548 e o locus da doenga era mais elevada do que fora estimado nos estudos
em familias japonesas.

Uma regido cromossémica de 11cM néo € suficientemente restrita para justificar o
inicio do mapeamento fisico, tornando-se necessdrio identificar mais marcadores
polimérficos na regido, a utilizar na identificagdo de reéombinantes raros e em estudos de
desequilibrio de ligagdo que permitissem reduzir a regiao critica. No entanto, assumindo
que as familias francesas com uma ataxia ligada & mesma regiao do cromossoma 14, que
foram designadas como "SCA3" [Stevanin ef al., 1994], fossem portadoras da mesma
mutagdo que as familias DMJ [Twist ez al., 1995], a combinagio da informagao obtida
nas nossas familias com a informagao obtida nas familias SCA3 permitiria reduzir a
regido a um intervalo de 2 cM, o que tornana possivel iniciar 0 mapeamento fisico da
regido, e a identificagdo de genes candidatos. Na secgdo seguinte descreve-se a estratégia

utilizada na identificag@o de potenciais genes candidatos paraa DMJ.
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Estudo de repeats de trinucleotideos do cromossoma 14 em

familias com DM]

Introducio

Vidrias das caracteristicas genéticas da DMJ sugeriam que a mutagio causadora
desta doenga fosse uma expansdo de uma sequéncia repetitiva de trinucleotideos,
possivelmente uma expansio de uma sequéncia (CAG)p na regido codificante . Sdo neste
sentido de realgar a variabilidade de apresentago clinica, a antecipagdo, e a semelhanga
fenotipica com outras doengas causadas por este tipo de mutagdo, nomeadamente com
outra ataxia espinocerebelosa de transmissao dominante, a SCA1, cujas manifestacdes
clinicas s@o muito semelhantes as da DMJ, e com a ADRPL (atrofia
dentatorubropalidoluysiana), uma ataxia dominante em que h4 epilepsia mioclénica e
outros sintomas. Considerou-se assim provavel que este tipo de mutagio estivesse
também na base do mecanismo patogénico da DMJ e iniciou-se, em paralelo com o
mapeamento fisico da regido de interesse (levado a cabo por outros elementos do nosso
grupo), o estudo de sequéncias repetitivas de trinucleotideos do cromossoma 14 em

doentes com DMLJ.

Material e métodos

Em colaboragéo com o grupo de Tom Hudson, Universidade de Harvard, que
identificou repeats de trinucleotideos num banco de ADN genémico, utilizando o
protocolo descrito na bibliografia [Hudson et al., 1992] e os localizou, recorrendo a
painéis de hibridos celulares somdticos monocromossémicos, testdimos 6 repeats
localizados no cromosoma 14 em doentes DMJ e em controlos, a fim de identificar
potenciais expansdes do nimero de unidades trinucleotidicas presentes nos doentes mas
ndo nos controlos. Para isso, selecciondmos 12 doentes, de origem portuguesa (familias

P1, P4, P33 e P36), brasileira (familia B1) e agoriana/americana (familia MJD2), com
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inicio mais precoce da doenga (entre 15 € 26 anos) € 18 controlos de origens caucasianas
muito variadas. As designagdes e caracteristicas dos repeats testados estao representadas
na tabela 6.

Amplificaram-se os repeats a partir de DNA genémico, em condigdes de PCR
habituais: 10 min desnaturagdo a 94°C seguida de 30 ciclos de 1 min de desnaturagio a
94°C, 1 min de annealling a temperaturas entre 50 e 65°C e 1 min de elongagdo a 72°C e
um periodo de elongagdo final a 72°C por 5 min; variou-se a temperatura de annealling
para obter em cada caso a melhor amplificagdo possivel, sem bandas inespecificas que
poderiam, neste caso em particular mais ainda que noutras situagdes, complicar a andlise
dos resultados. A amplificagdo foi levada a cabo numa solugdo contendo 1X tampéao de
PCR (Perkin Elmer), dNTP-A 0.2 mM, dATP 0.03 mM, 8 ng/ul de cada um dos

primers, 0.2 uCi de 35S dATP, 0.1 pg/ul de BSA, 0.12 U AmpliTaq (Perkin Elmer).
Na tabela 5 apresentam-se as sequéncias dos primers utilizados em cada caso, assim
como as temperaturas de annealling e possiveis reagentes adicionais necessdrios para a
amplificagdo eficaz da sequéncia repetitiva.

Utilizaram-se dois métodos de detecgdo diferentes: incorporagio de 35S no
produto de PCR e migragdo em gel desnaturante de poliacrilamida 6% seguida de
autorradiografia, ou PCR a frio seguida de migracdo em gel desnaturante de
poliacrilamida 6%, transferéncia para membrana Hybond+ e hibridagdo a 42°C com uma
sonda (CAG)|5 marcada com y 32P-dATP utilizando a enzima terminal transferase.

Para confirmar a localizagdo dos repeals testados no cromossoma 14,
amplificaram-se estes por PCR em ADN de um hibrido monocromossémico contendo o
cromossoma 14, e de um painel de células somdticas hibridas humano/roedor do National
Institute of General Medical Sciences - NIGMS [Drwinga et al., 1993].

A fim de se identificarem ainda outros repeats de trinucleotideos, em particular
repeats CAG, localizados no cromossoma 14, levou-se a cabo o rastreio de um banco de
cosmideos contendo DNA genémico do cromossoma 14 (obtido do Los Alamos National
Laboratory), recorrendo a um método de hibridagdo apropriado para sondas repetitivas,

que permite diminuir a hibridagdo ndo especifica: realizou-se uma pré-hibridagao da
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Tabela 5. Sequéncia dos primers e condicdes de amplificacio por PCR
(temperatura de annealling e reagentes adicionais quando necessirio) dos
repeats de trinucleotideos testados. Os repeats que apresentavam

polimorfismo na populagio controlo estio marcados com #.

Outros
Designagao , Sequéncia dos primers TA (°C) | reagentes
GCT2C07 5'-GGACAAACTCGTACTGCTGC 62 -
5'-TAATGCCTAGCACCCAGAAA
GCT8B05* 5'-CACCCATCACTTACCTTCCA 58 -
§'"GGTCTTGGAGCAGCCTTC
GCT8B04 S'-AACAACTTGTGCTTTTTCTTCA 58 -
5'-ATAATATAATAGCACCTGCCTTCG
ACT2FO3% 5'-CACTGCTCCACCTTCCTAAA 58 -
5'-ATATGACATTTTCAAACACAGAGC
GCT11BO2 5'-AAACCTTCAGTATTCAGTTGGC 57 2%
5"-TTAGCTGTGTGCGAGTGTTC DMSO
GCT8DO3 §'-AGGGTGAGACTCCATCTCAA 57 2%
5'-CTTCTACTCTGTGGGTTGTCTG DMSO
CTG-B37# 5'-CCTCCAGTGGGTGGGGAAATGCTC 62 -
(DRPLA) S'-CACCAGTCTCAACACATCACCATC
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membrana em 4SSC, 7% N-laurilsarcosina a temperatura ambiente durante 24 horas,
seguida de hibridagdo por 12 horas a temperatura ambiente com a sonda (CAG);3,
marcada radioactivamente por incorporagao de y32P-dATP com a enzima T4-kinase e de 3
lavagens por 15 minutos com uma solugao SOmM Tris pH 7.6, 2 mM EDTA, 0.1% SDS
€ 3M cloreto de tetrametilamoénio, a temperaturas progressivamente mais elevadas (50°C,

55°C e 60°C).
Resultados

Conforme se mostra na tabela 6 nenhum dos sete repeats testados, cuja
localizag@o se confirmou ser no cromossoma 14 (excepto no caso do repeat CAG do gene
DRPLA, que se localiza no cromossoma 12), se apresentava expandido nos doentes
DM estudados.

Dada a auséncia de resultados positivos com os repeats do cromossoma 14
testados desta forma, prosseguiu-se para a identificagdo de novos repeats localizados
neste cromossoma, em particular repeats CAG/CTG. A hibridagao do banco de
cosmideos do cromossoma 14 com a sonda (CAG);5 originou numerosos positivos,
tendo-se seleccionado 46 (com sinal mais forte e presente nas duas copias do banco de
cosmideo testadas), de que se iniciou a caracterizagio a fim de confirmar quais continham
de facto repeats CAG e quais se localizavam na regﬁo de interesse, determinada por
estudos genéticos. No entanto, a confirmagdo destes cosmideos como positivos e
posterior caracterizagio néo foi concretizada devido a publicagdo, entretanto, da clonagem
do gene MID1 pelo grupo japonés de Kakizuka e colaboradores [Kawaguchi et al.,

1994], que nos levou a modificar a estratégia de estudo.
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Tabela 6. Caracteristicas dos repeats de trinucleotideos testados
(designacdo, unidade repetida e tamanho do fragmento obtido por
amplificacio por PCR), resultados obtidos para os doentes DM]J testados
e confirmagdo, em caso disso, da localizacio no cromossoma 14,
utilizando um hibrido monocromossémico. Os repeats que eram

polimérficos na populagio testada estio marcados com o simbolo #.

Designagao Unidade Tamanhodo | Expansioem Hib14
repetida fragmento doentesDM]
(bp)
TAC/

GCT2C07 CTGxCTA 411 ausente +
GCT8B05* GCT 148 ausente +
GCT8B04 GCT 201 ausente +
ACT2FO3# AGT 137 ausente +
GCT11BO2 CAG 151 ausente +
GCT8DCO3 CAG 91 ausente +
CTG-B37#

(DRPLA) CAG 116-161 ausente -

59



Discussao

A estratégia adoptada para a identificagdo de potenciais genes candidatos para a
DM]J baseou-se em caracteristicas clinicas e genéticas partilhadas por esta doenga € por
outras doengas degenerativas do sistema nervoso de inicio na idade adulta. A escolha dos
doentes a testar para possiveis expansdes dos repeats de trinucleotideos fez-se entre
individuos de vérias familias, de origens geogréficas diversas, prevendo-se a possivel
existéncia de heterogeneidade genética entre as familias, o que de facto se veio a verificar
posteriormente (uma das familias testadas, a P33, apresentava, como se referiu atrés, a
mutagdo SCA2). Escolheram-se os doentes de inicio mais precoce, porque se esperavam
que a estes correspondessem a diferengas de tamanho entre o alelo normal e o alelo
expandido mais significativas, de acordo com as observagdes anteriores em doengas
associadas a expans@o de trinucleotideos. Nao se identificaram, no entanto, expansoes
nos sete repeats do cromossoma 14 testados. Embora a possibilidade de os repeats
expandidos ndo serem passiveis de amplificagdo por PCR ndo pudesse nunca ser excluida
completamente, recorreu-se a vdrios dos protocolos normalmente utilizados na
amplificagdo de outros repeats expandidos, e utilizou-se a hibridagdo com sondas
marcadas radioactivamente, para se obter uma maior sensibilidade a produtos de PCR
menos abundantes, numa tentativa de excluir esta possibilidade.

E de interesse notar que, dos repeats testados; s6 dois (além do repeat CAG no
gene DRPLA) apresentavam polimorfismo na populagao controlo, ao contrdrio do que se
observa em geral nos repeats associados a doengas identificados até a data, cuja elevada
taxa de mutagdo leva a existéncia de uma grande variedade de alelos na populagio normal.

Apesar dos repeats testados ndo se terem revelado de interesse paraa DMJ, e uma
vez que estdo j4 desenvolvidas as condi¢des experimentais e que estd confirmada a sua
localizagdo cromossémica, seria interessante testd-los em outras doengas neuroldgicas
ligadas ao cromossoma 14, mesmo na auséncia de caracteristicas clinicas ou gen€ticas
evidentes que sugiram este tipo de mutagdo. De facto, realizou-se jd um estudo

semelhante ao descrito acima, em que se testaram 0s mesmos sete repeals em doentes

60



com distrofia muscular oculo-faringica, cujo gene se localiza no cromossoma 14p [Brais
etal., 1995], e em doentes com distonia de torsdo, ligada a marcadores do cromossoma
14q [Nygaard et al., 1993] e também nestes doentes ndo se encontraram expansdes dos
repeats testados [Maciel, resultados ndo-publicados]. E no entanto possivel que algum
destes repeats seja relevante na patologia de outras doengas neurolégicas, ou mesmo de
doengas psiquidtricas, como a esquizofrenia ou a psicose maniaco-depressiva, 0 que estd
presentemente a ser estudado [Joobher, comunicagao pessoal]. Pela mesma razio, seria
interessante completar a caracterizagdo dos outros repeats do cromossoma 14
identificados, alguns dos quais poderdo ser utilizados como marcadores genéticos ou
mesmo constituir genes candidatos para outras doengas ligadas a este cromossoma. No
caso das doengas psiquidtricas, que se prevém poligénicas, com miiltiplos loci a

contribuirem de forma varidvel para o fenétipo, € possivel que em alguns dos genes
envolvidos existam expansdes de trinucleotideos. Apontam neste sentido estudos que
demonstram a existéncia de antecipagao em famfilias com esquizofrenia [Bassett € Honer,
1994], assim como resultados recentes utilizando uma técnica directa de detecg¢do de
repeats expandidos na auséncia de conhecimento sobre a localizagdo cromossémica ou
sequéncia flanqueante destes [Schalling ef al., 1993], em que se demonstrou a existéncia
de expansdes em doentes com esquizofrenia e em doentes com doenga afectiva bipolar e
unipolar [Lindblad et al., 1995; O'Donovan et al., 1995; Oruc et al., 1997].

A identificagdo de uma expansdo do repeat CAG no gene MJD1 em doentes DMJ
[Kawaguchi ez al., 1994] veio pois confirmar as previsdes tedricas, baseadas na
observacao das caracteristicas clinicas e genéticas da doenga € na comparagao da DMJ
com outras doencas causadas por este tipo de mutacdo. Além da sequéncia repetitiva
CAG, o ADN¢ do gene MJD1 nio apresentava no entanto qualquer homologia com os
genes causadores destas doengas nem com outros genes conhecidos que permitissem
prever a sua fungao na célula ou o mecanismo patoldgico envolvido na DMJ. Na secgao
seguinte descreve-se a clonagem do ADN¢ e do ADN genémico do gene MJDI e os

resultados preliminares da caracterizagéo e elucidagdo da estrutura genémica deste gene.
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Clonagem e elucidacdo da estrutura gendémica do gene MJDI1

Introducao

O ADN¢ do gene DMIJ foi clonado em 1994 [Kawaguchi e? al., 1994], por
rastreio de um banco de ADN de cérebro utilizando uma sonda (CTG) 13, complementar
aos repeats CAG. Um dos clones identificados com esta estratégia, designado MJD1,
continha um repeat CAG e foi estudado em mais detalhe, demonstrando-se a sua
expressdo no cérebro por RT-PCR e a sua localizagdo cromossémica na banda 14q32.1
por andlise de hibridagdo de fluorescéncia in situ (FISH), o que sugeriu que este ADN¢
fosse um bom gene candidato paraa DMJ. A andlise do ADN de 12 doentes clinicamente
identificados com DMJ confirmou a existéncia de um mesmo tipo de mutagdo no gene em
questdo - a expansdo do segmento (CAG)p - em 11 destes doentes: enquanto 0s
individuos controlo testados apresentavam segmentos de 13 a 36 unidades CAG, os

doentes eram portadores de 68 a 79 unidades CAG.

A andlise da sequéncia do ADN; MJD1 revelou que se tratava de um gene
pequeno (ADN¢ de 1.2kb), prevendo-se a existéncia de quatro exdes, € que O repeal
CAG se localizava na regido codificante, sendo potencialmente traduzido como um
segmento de poliglutamina.

A sequéncia prevista para a proteina codificada por este ADNc ndo apresentava
homologia com nenhuma outra proteina conhecida, com excep¢ao da componente
poliglutamina, nem motivos estruturais reconheciveis, ndo se podendo portanto inferir
sobre a sua fun¢io bioquimica. De acordo com a sequéncia proteica prevista com base no
ADN¢ clonado, a proteina teria um perfil maioritariamente hidrofilico e ndo apresentaria
nem sequéncias-sinal identificdveis, nem dominios transmembranares, sugerindo uma
localizagdo intracelular, possivelmente citoplasmdtica.

Por hibridagdo de um banco de ADN genémico com uma sonda derivada do
ADN¢ do gene MJD1, ao qual se retirou a sequéncia (CAG)p e a sequéncia Alu na regido

3' [Kawaguchi et al., 1994], foram identificados trés genes homdélogos daquele,



designados MJD2, MJD3 e MJD4, que foram localizados por andlise de FISH nos
cromossomas 8g23, 14q21 e Xp22.1. Os genes MJD3 e MJD4 ndo continham o
segmento em que se encontra o repeat CAG, enquanto o gene MJD2 continha uma
sequéncia repetitiva CAGCGG na regifo correspondente.

Dado que se desconhecia ainda a estrutura genémica do gene MJD1, assim como
a estrutura de possiveis formas de splicing alternativo deste gene, levdmos a cabo uma
estratégia de estudo envolvendo a clonagem do ADN¢ e, posteriormente, do ADN
genémico correspondente, que se procurou caracterizar. Embora este estudo nao esteja

ainda completo, apresentam-se aqui os resultados preliminares.

Material e métqdos

Extraiu-se ARN total, utilizando o método de extracg¢do por cloreto de césio
[Sambrook ez al., 1989], a partir de linhas celulares de dois individuos portadores da
mutagdo DMJ (individuo 15-2, com um alelo normal de 24 repeats CAG e um alelo
expandido de 80, e individuo 37-2, com um alelo normal de 24 e um alelo expandido de
66).

O ARN assim obtido foi utilizado na amplificagdo total ou parcial do transcripto
do gene MJD1 por RT-PCR (GeneAmp® RNA PCR kit, Perkin Elmer Cetus) utilizando-
-se para esse fim as combinagOes de primers 2050-2049 (totalidade do ADN), 2050-
MIDseql (exdo 1), 2050-MJDseq2 (exdes 1 e 2) e 2050-MJDseq3 (exdes 1 a 3,
excluindo-se assim o repeat). Apds purificagdo do produto de RT-PCR em gel de agarose
e extrac¢do do ADN, clonaram-se estes produtos directamente num vector, o plasmideo
pCR™ 2.1 (TA Cloning® kit Invitrogen), e transformaram-se bactérias competentes
[Sambrook et al., 1989], da estirpe INVaF, com este ADN, sendo os transformantes
confirmados como contendo 0 ADN¢ do gene MID1 por sequenciagao (Sequenase
version 2.0 DNA sequencing kit, United States Biochemical). Em paralelo, procedeu-se

a clonagem de ADNcs do gene MJDI, por rastreio de um banco de ADN¢ de cérebro

63



humano (Clontech) e obteve-se um clone contendo uma EST - expressed sequence tag -
(projecto IMA GE-Merck), homdélogo do gene MID1.

Parte do produto de RT-PCR obtido com os primers 2050-MJDseq3 a partir do
ARN do individuo 15-2 foi marcado radioactivamente com a 32P-dATP, por random
priming [Sambrook et al., 1989], e utilizado directamente para hibridagio do banco de
cosmideos com ADN genémico do cromossoma 14. O ADN dos cosmideos identificados
como positivos para esta sonda foi extraido por miniprep [Sambrook et al., 1989] e
digerido com a enzima Eco RI, sendo os fragmentos resultantes analisados por
electroforese em gel de agarose a 1% e transferidos para uma membrana Hybond+ , que
foi em seguida re-hibridada sequencialmente com sondas obtidas por RT-PCR (com os
primers 2050-MJDseql e 2050-MJDseq3) e com oligonucleotideos especificos de cada
exdo. Uma segunda hibridagdo do banco de cosmideos foi realizada ap6s a identificagao
de um exdo adicional, nao descrito por Kawaguchi e colaboradores (figura 2b), com uma
sonda de ADN¢ contendo esse novo exdo, a fim de identificar os clones que continham
esta porgdo do gene MID1.

Os cosmideos foram utilizados para localizagdo cromossémica por FISH e por
fiber-FISH, uma variante desta técnica em que se estiram 0S Cromossomas, obtendo-se
uma maior resolugdo em termos da localizagdo cromossémica, segundo métodos

descritos [Wiegant et al., 1992; Florijn et al., 1995].

Resultados

Por RT-PCR s6 se conseguiu amplificar o alelo normal do gene MJID1, pelo que
sé se clonou o alelo normal, do individuo 15-2. Os clones de ADNc (14C6, 14C7 e
14C9) assim obtidos eram idénticos em sequéncia ao clonado pelo grupo japonés
[Kawaguchi et al., 1994], com excepgdo das substituigdes pontuais nos nucleotideos
C987GG/G87GG, TAA!IBTACIIIE e ASSITG/GO69TG, que se considerou como
possiveis erros introduzidos durante a PCR, mas que posteriormente se veio a

demonstrar serem polimorfismos correntes na populagao normal.



Obtiveram-se ainda trés clones de ADNCc a partir de dois bancos de ADNc de
cérebro: um contendo apenas um fragmento do ADNc (clone 1211) com
aproximadamente 800 bp, que estendia na extremidade 3' 100 bp mais além da sequéncia
publicada por Kawaguchi e colaboradores [1994], mas nao continha a extremidade 5'e
dois outros ADN¢ completos dos quais se apresenta a sequéncia na figura 2. Um dos
ADN¢ era similar ao publicado por Kawaguchi e colaboradores (figura 2.a) e outro era
diferente a partir do nucleotideo 1049 (figura 2.b).

Identificaram-se 12 cosmideos positivos para a sonda de ADN¢ contendo os
exdes 1 a 3. A carta de restrigdo destes cosmideos com a enzima EcoRI permitiu
identificar algumas sobreposi¢des entre os diferentes cosmideos, embora sugerisse que o
gene nao estava contido na sua totalidade em nenhum dos cosmideos, mas sim
parcialmente distribuido por pelo menos trés dos cosmideos em questio. Esta informagio
foi complementada (a) com os resultados da hibridagdo dos Southern blots com sondas
obtidas por RT-PCR (contendo o exdes 1 e os exdes 1 a 3, de acordo com o publicado
por Kawaguchi e colaboradores) e com oligonucleotideos localizados nos diferentes
exoes, e (b) com os resultados da amplifica¢do por PCR levando a um mapa tentativo da
regido contida nos cosmideos. Utilizando a sonda de ADNc contendo o novo exdo
identificaram-se dois clones positivos, um jd identificado previamente (cosmideo #1) e
outro novo (cosmideo #13), que foi adicionado ao estudo. O contig formado pelos
cosmideos que se conftinham o gene MJDI (cosmfdeos 1, 2, 3, 5, 10, 11, 13) estd
representado na figura 3. A andlise de FISH localiza estes cinco clones na regido descrita
por Kawaguchi e colaboradores para o gene MJD1. Os restantes cosmideos (4, 6, 8, 9,
12) parecem conter um gene homélogo ao gene MJD1, que se localiza na proximidade da
banda 14921, e que poderia corresponder ao gene MJD2 [Kawaguchi et al., 1994]. O
facto de nestes cosmideos todas as sondas utilizadas para localizar os diferentes exdes
hibridarem com um mesmo fragmento de restri¢do EcoRI sugere que se trata de um gene
sem introes (pseudogene?), possivelmente resultante da retrotranscrigdo de um ARNm j4

processado pela maquinaria celular de splicing.
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Discussao

Os resultados obtidos neste estudo da estrutura gendmica do gene MJIDI, embora
ainda preliminares, sdo bastante interessantes e relevantes para outros aspectos do estudo
da DMLI. A primeira observagiio de interesse & que O gene, apesar da pequena dimensio
dos ADN¢ clonados, se apresenta distribuido por uma regiao de pelo menos 100kb.

A identificagdo de novos exdes e de variantes de splicing abre também novas
perspectivas, jé que € possivel que existam formas especificas de determinados tecidos e
que a relevancia dessas diferentes formas para a patogénese da doenga seja diferente. As
andlises de Northern blot ndo permitiram esclarecer esta questdo (Goto, comunicagio
pessoal), pois nio se identificam os transcritos correspondentes aos ADN¢ clonados até a
data, mas sim transcritos de maior tamanho que o previsto (cerca de 8kb), o‘que sugere
que a totalidade dos exdes deste gene pode ndo estar ainda identificada, No entanto, em
Western blots de cérebro e de diversos outros tecidos humanos [Paulson et al., 1997a],
realizados utilizando anticorpos desenvolvidos contra a proteina MJDl expressa em
bactérias (com a sequéncia da variante de ADNc originalmente descrita), o principal
produto observado parece corresponder aproximadamente ao tamanho Previsto para esta
proteina, tendo em conta diferencas na velocidade de mj gragao normalmente associadas a
proteinas com poliglutaminas [Trottier et al., 1997]. Observam-se multiplas bandas
secunddrias, de maior e menor tamanho, que parecem relevantes noutros tecidos mas de
fraca intensidade em todas as regides do cérebro estudadas [Paulson e al., 1997a].

A identifica¢io de variantes de sequéncia em vdrios pontos da sequéncia do ADN¢
- polimorfismos intragénicos - permitiu a sua aplicagio na determinagio de haplétipos,
com relevancia para vdrias questdes, desde o estudo da ori gem da mutagio (Gaspar,
manuscripto em preparagdo), a estudos de factores envolvidos na instabilidade
interegeneracional do repeat CAG no gene MIDI (ver Capiltulo 4). Seria importante
caracterizar todos os polimorfismos intragénicos por sequenciagdo. Por um lado, estes
podem estar associados a diferengas fenotipicas, em termos de idade de inicio da doenga e

gravidade do quadro clinico. Por outro lado, existe o precedente da doenga de
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Huntington, em que foram descritos casos de falsos negativos nos testes moleculares
devido a polimorfismos (raros) na regido de emparelhamento dos primers usados na
amplificagao do repeat por PCR [Cross et al., 1994]; seria titil excluir este tipo de
dificuldade no diagndstico molecular da DMJ.

No que respeita aos genes homélogos do gene MJD1, a caracterizagio detalhada
destes genes serd muito importante, por diversas razdes: uma delas ¢ a possivel existéncia
de regides de elevada homologia entre os vérios genes, cuja identificagdo, juntamente
com o estudo da sua expressdo e localizagdo intracelular e tecidular, permita uma melhor
compreensdo da fungao do gene MID1. A identificagdo destas regides de homologia pode
também ter relevancia prdtica mais imediata: se ocorrerem nas sequéncias a que se
emparelham os primers utilizados na amplificagio por PCR, quer do repeat ou de outros
segmentos do gene MID1 (nomeadamente os que contenham polimorfismos intragénicos
a testar), podem levar a resultados erréneos.

Por outro lado, seria sem divida interessante estudar a possivel existéncia de
mutagOes nestes genes em outras doengas neurolégicas (tais como as formas de ataxia
para as quais ndo se conhece ainda o gene causador) ou outras doengas ligadas as regides
em que se situam estes genes. Em particular, o gene MJD2, que contém uma sequéncia

repetitiva, poderia ser um bom gene candidato a testar em doengas neuroldgicas.
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CAPITULO 2

Correlagdes genétipo-fenétipo: quadro clinico e antecipacio
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Correlagdes gendtipo-fenétipo: quadro clinico e antecipacao

A clonagem do ADN do gene MID1 [Kawaguchi ez al., 1994] e a demonstragio
da existéncia de uma expansio de uma sequéncia (CAG)p neste gene, em 11 de 12
doentes japoneses, vieram levantar vdrias questdes, nomeadamente, se a expansdo da
sequéncia (CAG)p seria a causa da DMJ em todas as familias descritas com esta doenga e
a necessidade de definir, numa populagio alargada, os tamanhos dos alelos associados
doenca e dos alelos normais.

Nos trabalhos aqui apresentados, demonstrou-se que esta mesma mutagao estava
presente em 156 doentes, pertencentes a 33 familias DMJ (15 familias agorianas, 2
brasileiras e 16 norte-americanas de origem agoriana): enquanto 0s Cromossomas normais
continham entre 12 e 37 unidades CAG no gene MJID1, os cromossomas associados 2
doenga continham entre 62 e 84 (artigo I).

Procurou-se ainda uma base molecular para a grande diversidade clinica
caracteristica da DMJ, quer em termos de idade de inicio, quer em termos dos principais
sintomas apresentados, que levou 2 classif] icagdo dos quadros clinicos em 3 subf endtipos
(artigo I). Observou-se uma correlagio inversa muito si gnificaliva entre o tamanho do
repeat CAG expandido e a idade de inicio da doenga, assim como uma dilerenca
significativa enlre os subfendtipos em termos de tamanhos médios do repeat expandido,
demonstrando que grande parte desta heterogeneidade de apresentagao clinica € atribuivel
a diversidade de tamanhos do repear CAG expandido. No entanto, esta correlagio era
incompleta, o que sugeria que outros factores, genéticos ou ambienciais, alectavam
também a idade de inicio e apresentaciio clinica da doenga.

De acordo com as nossas observagdes, o tamanho do repeat CAG no
cromossoma normal ndo apresentava correlagdo com a idade de inicio da DMJ (artigol) e
o efeito do sexo do individuo, que, de acordo com o sugerido por Kawakami e

colaboradores seria um factor com influéncia na idade de Inicio, com efeito aditlivo ao do
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tamanho do repeat CAG [Kawakami et al., 1995], ndo se demonstrou relevante na nossa
populagao de doentes (artigo II).

Assim, foi-se investigar a existéncia de outros factores, além do tamanho do
repeat CAG expandido, com efeito na idade de inicio da DMJ (artigo III), usando
métodos estatfsticos especificamente desenvolvidos para este fim, que permitiram
controlar para o efeito deste factor. Identificou-se a existéncia de um efeito familiar,
independente do tamanho do (CAG)p, originando uma maior semelhanga de idades de
inicio entre individuos de uma mesma fratria do que entre individuos com grau de
parentesco mais afastado ou ndo relacionados. Nio foi, no entanto, ainda possivel
distinguir se se tratava de um efeito ambiencial ou de um efeito genético, sendo
necessarios estudos adicionais, com um nunero de individuos substancialmente maior,
para se poder esclarecer esta questao.

Fez-se também um estudo inicial (estudos adicionais descritos no capitulo 4,
artigo VI) da instabilidade intergeracional do repeat CAG expandido no gene MJDI, e
dos factores que poderiam de al gum modo afeclar esta instabilidade, em particular o sexo
do progenitor e o tamanho inicial do repeat expandido, tendo-se observado uma maior
instabilidade intergeracional associada as transmissdes paternas (expansdes e contracgdes
de maior amplitude), mas uma auséncia de correlagéo entre o tamanho inicial do repear
CAG no progenitor e a a sua instabilidade durante a transmissio. Por outro lado, ndo se
detectou uma correlagio linear significativa entre a variagdo de tamanho do (CAG)p
expandido no gene MJD1 e a antecipagio observada entre pares pais-filhos afectados, o

que pode ser devido a enviesamentos de amostragen.
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Correlation between CAG Repeat Length and Clinical Features
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Summary

Machado-Joseph disease (MJD) is associated with the
expansion of a CAG trinucleotide repeat in a novel gene
on 14q32.1. We confirmed the presence of this expan-
sion in 156 MJD patients from 33 families of different
geographic origins: 15 Portuguese Azorean, 2 Brazilian,
and 16 North American of Portuguese Azorean descent.
Normal chromosomes contain between 12 and 37 CAG
repeats in the MJD gene, whereas MJD gene carriers
have alleles within the expanded range of 62-84 CAG
units. The distribution of expanded alleles and the gap
between normal and expanded allele sizes is either in-
consistent with a premutation hypothesis or most (if not
all) of the alleles we studied descend from a common
ancestor. There is a strong correlation between the ex-
panded repeat size and the age at onset of the disease
as well as the clinical presentation. There is mild insta-
bility of the CAG tract length with transmission of the
expanded alleles; both increase and decrease in size be-
tween parents and progeny occur, with larger variations
in male than in female transmissions. Together, these
effects can partly explain the variability of age at onset
and of phenotypic features in MJD; however, other
modifying factors must exist.

Introduction

Machado-Joseph disease (MJD) is an autosomal domi-
nant spinocerebellar degeneration characterized by a

Received February 13, 1995; accepted for publication April 6, 1995.
Address for correspondence and reprints: Dr. Guy A. Rouleau, Cen-
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H3G 1A4, Canada.
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wide range of clinical manifestations, including araxia,
progressive external ophthalmoplegia, pyramidal and
extra pyramidal signs, dystonia with rigidity, and distal
muscular atrophies {Coutinho et al. 1977; Lima and
Coutinho 1980). Typically, patients will become con-
fined to a wheelchair and will later be bedridden; the
median survival time after onset is 20 years. Disease
manifestations usually start during adulthood, with a
mean age at onset of 37.4 years (SD 14.1), but the distri-
bution of age at onset is very wide, ranging from 5 to
73 years (Sequeiros and Coutinho 1993).

Pathologically, the disease is characterized by degen-
eration of the spinocerebellar, dentate, pontine, and ves-
tibular nuclei as well as extra pyramidal structures, such
as the substantia nigra, locus coeruleus, and the pallido-
luysian complex. In addition, there is neuronal loss in
motor cranial nerve nuclei, anterior horn cells, and pos-
terior root ganglia. Structures such as the cerebral and
cerebellar cortex and inferior olives are spared (Rosen-
berg et al. 1976; Coutinho and Andrade 1978; Coutinho
et al. 1982; Sakai et al. 1983; Kanda et al. 1989).

Detailed clinical -investigation of the variability in
MJD led to its classification into three subphenotypes,
occasionally present in the same family: type 1 patients,
with earlier onset (mean 24.3 years) and marked pyrami-
dal and extrapyramidal signs, in addition to the common
features of cerebellar ataxia and ophthalmoplegia, as
well as a rapid and more severe clinical course; type 2
patients have a mean age at onset of 40.5 years and show
mainly cerebellar ataxia and ophthalmoplegia; type 3
patients show a later onset (mean 46.8 years), have
marked peripheral signs, weakness, and amyotrophy,
along with cerebellar ataxia and ophthalmoplegia. Type
2 may be transitional, since all patients start as a type
2; some later evolve into either type 1 or type 3, while
others remain as a type 2 all their lives.

The disease locus was mapped to chromosome
14q32.1 in Japanese families (Takiyama et al. 1993),
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and linkage was confirmed in families of Portuguese
Azorean origin as well as in Portuguese American and
Brazilian pedigrees (Sequeiros et al. 1994; Twist et al.
1995). The gene was recently identified (Kawaguchi et
al. 1994) and shown to contain a CAG repeat motif in
the 5’ region of the coding sequence, which is selectively
expanded in MJD patients. Therefore, M]D is the most
recent addition to the growing number of neurodegener-
ative disorders for which the causative mutation is the
unstable expansion of a CAG repeat.

Correlation of repeat length with age at onset of the
disease has been demonstrated in Huntington disease
(HD) (Andrew et al. 1993; Duyao et al. 1993; Snell et
al. 1993), dentatorubropallidoluysian atrophy (DRPLA)
(Koide et al. 1994), spinocerebellar ataxia type 1 (SCA1)
(Jodice et al. 1994; Ranum et al. 1994), and X-linked
spinal and muscular atrophy or Kennedy disease (La
Spada et al. 1992). Yet, the correlation of repeat size
with age at onset is not perfect, and some clinical fea-
tures do not correlate with repeat length, suggesting that
factors other than repeat size may influence the clinical
presentation in these disorders (Andrew et al. 1993; Ra-
num et al. 1994).

We have studied 33 families of different geographic
origins diagnosed as MJD, in order to confirm the pres-
ence of the CAG repeat expansion on 14q32.1, to com-
pare the size range of this repeat in MJD and control
populations, and to investigate the relationship between
the size of the expanded allele and the clinical presenta-
tion. Furthermore, we analyzed the instability of the
repeat size in its transmission from parent to progeny,
in an attempt to determine the molecular basis for the
previously described effect of anticipation in this disease
(Sequeiros and Coutinho 1981).

Subjects and Methods

Subjects

This study was performed using DNA samples from
212 members of 33 MJD families (Coutinho and An-
drade 1978; Sudarsky et al. 1992; Radvany et al. 1993)
of different geographical origins: 15 Portuguese Azor-
ean, 2 Brazilian, and 16 North American . All families
had traceable Portuguese ancestry; 23 of these families
previously had been used for linkage studies with
14q32.1 markers (Sequeiros et al. 1994; Twist et al.
1995). The diagnosis of MJD was determined by clinical
examination by an experienced neurologist using estab-
lished diagnostic criteria (Lima and Coutinho 1980).
Ages at onset were based on information provided by
the patient and/or a close relative. For determination of
the frequency of the normal alleles, a total of 83 normal
controls were used, including a group of unrelated unaf-
fected spouses from MJD families and a group of con-
trols from different ethnic origins. Since both groups
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had similar distributions of allele sizes, the data were
pooled and the controls were considered a single group.

Methods

Genomic DNA was isolated from peripheral lympho-
cytes by standard methods (Sambrook et al. 1989) or
from lymphoblastoid cell lines established by transfor-
mation with Epstein-Barr virus (Anderson and Gusella
1984). The CAG-containing fragment of the MJD gene
was amplified by PCR using primers MJD52 and
M]JD25a (a slight modification of M]JD25, of sequence
ATCCATGTGCAAAGGCCAGCC) (Kawaguchi et al.
1994). PCR was performed in a final volume of 20 pl,
containing 40 ng of genomic DNA; 10 mM Tris-HCI
(pH 8.8); 1.5 mM MgCly; 50 mM KCI; 0.1% Triton X-
100; 10% dimethylsulfoxide; 250 puM each dCTP,
dGTP, and dTTP; 25 uM dATP; 1.5 uCi 35S alpha-
dATP; 125 ng each primer; and 3 units of Taq polymer-
ase (Perkin Elmer). The DNA was denatured at 94°C
for 5 min; then 32 cycles at 94°C for 1 min, 60°C for 1
min, and 72°C for 1 min were performed, followed by
a final extension at 72°C for § min.

For determination of allele sizes, PCR products were
analyzed on denaturing 5% polyacrilamide gels in paral-
lel with an M13 sequencing ladder (—40 primer) and
were visualized by autoradiography. Allele sizes (S) were
determined by comparison with the sequence and were
converted to CAG unit numbers (N), using the formula
N = (§ — 121)/3, assuming that the variation in size of
the PCR product occurred within the repetitive CAG
stretch.

Linear regression techniques were used to determine
the association between repeat number in the MJD or
normal allele and age at onset, association between vari-
ation in repeat number during transmission and antici-
pation, and the association between variation in repeat
number during transmission and inirial size of the allele
(Neter et al. 1985). Differences in repeat number be-
tween the three clinical subtypes were assessed by analy-
sis of variance and Tukey’s multiple comparison of
means test {Neter et al. 1985). Chi-square and Fisher’s
exact tests were used to determine whether variation in
repeat number among parent and offspring, expressed
as raw data or as a trichotomous variable (expansion,
contraction, and stable transmission), is associated with
sex of transmitting parent or affection status (affected
or asymptomatic) of MJD allele carriers. All analyses
were carried out using procedures of the Statistical Anal-
ysis System version 6 (1989).

Results

Distribution of Repeat Length in Normal and
MJD Chromosomes

Figure 1 shows the frequencies of different CAG re-
peat lengths in 186 normal and 156 MJD chromosomes.
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individuals and in MJD alleles from affected individuals.

The normal chromosomes have alleles containing from
12 to 37 repeats, whereas affected individuals have at
least one expanded allele, with sizes varying between 66
and 84. Expanded alleles of 62 and 64 repeats were
found in two asymptomatic carriers, of ages 38 and 45
years, respectively. Thus, there was a wide gap between
the size ranges of normal and MJD alleles, and no inter-
mediate alleles (37-62 repeats) were found in the con-
trol population. There was no significant difference be-
tween mean allele size for paternally (72.8 = 3.4) and
maternally (73.1 = 4.3) inherited alleles (P = .51).

Family Studies with the MJD Repeat

An expanded allele was found in 156/165 individuals
considered to be affected. Among the nine cases having
two normal alleles and no expansion, five did not show
the disease haplotype in previous studies with markers
on 14g32.1 and haplotype data for four patients were
not available. On retrospective review of clinical re-
cords, two of the nine cases were found not to be af-
fected, and two were found to have had diagnostic diffi-
culties (incipient signs, other diseases as possible con-
founding factors). In the remaining five cases, however,
no explanation was found, and the results may be due
to sample mix-ups, misdiagnosis, or clerical errors (An-
drew et al. 1994),

Trinucleotide Repeat Length and Clinical Features

The relationship berween the trinucleotide repeat
length in the MJD allele of affected individuals and age
at onset of the disease is shown in figure 2. A correlation
coefficient of —.68 was obtained (P = .0001), assuming
a linear relationship between age at onset and repeat
length for the MJD chromosome. This suggests a ten-

Am. ]. Hum. Genet. 57:54-61, 1995

dency for age at onset to decrease as the CAG repeat
length increases. No significant correlation was found
berween the normal allele repeat length and age at onset
(r = .006; P = .95).

Data were available on 10 cases of juvenile onset of
M]D (between 10 and 20 years of age). In this group,
the CAG repeat size ranged from 73 to 84, with a mean
of 80.4 + 2.5 repeats. This is significantly different from
the adult onset mean of 72.6 + 3.3 (P = .0001). Of
these patients, 7 (70%) inherited the expanded allele
from the mother and 3 (30%) from the father, but, given
the small sample, the apparent excess of female trans-
mission in juvenile onset cases when compared to the
rest of the population is not significant (P = .13, 3 test).

When repeat sizes of patients of different clinical sub-
phenotypes were compared, a significant difference was
observed between subtype 1 and the other two subtypes,
with a tendency for increased severity with larger repeat
size (P < .0S). Type 1 patients tend to have larger alleles
(mean 76.2 = 5.08, N = 11), whereas milder forms
(types 2 and 3) tend to show smaller sizes (mean 73.0
+ 3.64, N = 88,and 72.2 = 2.97, N = 31, respectively).
This relationship between repeat size and subtype may
reflect the fact that age at onset, which is correlated
with repeat size, is tightly associated with the clinical
classification of subtype. Since type 2 may be a transi-
tional form and the group of type 2 patients could in-
clude some individuals that will later become either type
1 or 3, the data were reanalyzed using only patients who
have continued to have a type 2 disease presentation for
=10 years. We obtained the same results as described
ahove.

y = 189.66 - 2.0721x RA2 = 0.458
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Figure 2 Correlation of CAG repear length in the M]D chromo-

somes of 156 affected individuals with age at onset of disease. A
squared linear correlation coefficient of # = .458 was obtained.
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Figure 3 PCR analysis of the CAG repeat in the MJD gene in

a branch of family N3. The four tracks to the right contain M13
sequence, which was used to determine the sizes of alleles.

Instability of CAG Repeat Length

Instability of the CAG repeat number during trans-
mission from parent to offspring has been observed for
HD, SCA1, spinal bulbular muscular atrophy, and
DRPLA. The instability of the CAG repeat size in trans-
mission of the MJD allele is illustrated in figure 3.
Expansion, as well as contraction, of repeat tract length
occurred in this family.

Within our cohort group, there were 58 individuals
who had an expanded allele and for whom data on the
expanded allele in the affected parent was available. Of
these 58 pairs, 24 of the children were diagnosed as
affected and the remaining 34 are currently at risk and
presumed to be presymptomatic carriers. Figure 4A
shows the distribution of variation in repeat number
during transmission. In 41 (55 %) of these transmissions,
there was a variation in the size of the repeat, with 32
(78%) increasing in size and 9 (22%) contracting. The
mean variation was +0.84 repeats, with a range from
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-5 to 9. The mean amplitude of variation (absolute
value) was 1.6 repeat units for each transmission. Each
variation of absolute value >4 occurred in transmission
from unique affected parents, from two families, B1 and
N3. These two families contribute 30% and 8.6% of
the pairs in this analysis, respectively. Comparing the
distribution of variation in repeat size by disease status
(fig. 4B), we observed that affected individuals tend to
have inherited expansions, while the asymptomatic car-
riers tend to have inherited contractions. This difference
in distribution is significant (P = .0002, Fisher’s exact
test).

The distribution of instability of repeat size by sex of
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transmission of the MJD allele from parent to progeny for 58 parent/
child pairs (A) for all transmissions, (B) for affected and asympromatic
carrier offspring, and (C) by sex of parent.
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between sib pairs by sex of transmitting parent.

transmitting parent is shown in figure 4C. The observa-
tions at either tail of the distribution are due to alleles
inherited from different affected fathers, suggesting that
paternally inherited alleles are more volatile than mater-
nal alleles. Although, when the instability data was clas-
sified as contractions, stable inheritance, or expansions
we observed no significant difference in frequency of
each classification for male or female meioses (P = .393),
the mean amplitude of variation was significantly differ-
ent between male (2.4 = 2.6) and female transmissions
(1.0 = 0.86) (P = .026). Interestingly, the four juvenile
cases for which we typed parent and child corresponded
to expansions of the CAG repeat from the transmitting
parent, with increases of 9, 6, 3, and 2 repeats.

The number of repeats in the transmitting parent does
not correlate with the absolute value of the change in
repeat during transmission (r = —.0013; P = .99). In
other words, there is no effect of the initial size of allele
on its stability,

Sib pairs provide another opportunity to examine in-

* stability of the CAG repeat. In our cohort there were
53 sibships containing two or more individuals carrying
the expanded allele (affected and at risk). The majority
of sibships consisted of a pair of individuals; however,
there was 1 sibship of five, 3 sibships of four, and 13
sibships consisting of three persons with the MJD allele.
Figure 5 shows the distribution of the absolute difference
between sibs by sex of affected parent. There is a signifi-
cant difference in mean absolute difference for paternal
(2.9 £ 2.4, N = 51) and maternal (1.6 + 1.6, N = 49)
transmissions (P = .002). This supports the evidence
presented earlier indicating paternal transmissions may
be less stable than maternal transmissions. Among 52
sib pairs in which both sibs were affected, there was a
marginal correlation between difference in age at onset
between sib pairs and difference in repeat number (7
=.027; P = .07). For nine sib pairs with identical repeat
number, difference in age at onset ranged from 0 to 12
years. In contrast, a sib pair with a difference in repeat
number of 9 had only a 6-year difference in age at onset.

Am. . Hum. Genet. 57:54-61, 1995

Anticipation data were available on 22 of the affected
parent-child pairs for which molecular data were also
available. Anticipation is shown plotted against varia-
tion in repeat size, in figure 6. There was no significant
correlation between change in repeat number between
parent and offspring and anticipation (r = .10; P = .66).

Discussion

The CAG repeat within the coding region of the MJD
gene was found to be highly polymorphic, both in the
normal size range (12—37 repeat units) and in the ex-
panded MJD size range (62-84 repeat units). There is
a bimodal distribution of the normal alleles, with peaks
at 14 and 24 repeats. Frequencies of normal alleles were
not significantly different in the control populations we
studied —spouses of Azorean, Brazilian, and Portuguese
American patients and other controls of multiple ethnic
origins (data not shown).

No overlap was found between the ranges of normal
and MJD repeat size. Unlike other disorders caused by
an expansion of a CAG repeat, there was a wide gap
between the normal and MJD allele sizes, and no inter-
mediate alleles were found in our control population.
This may be just a matter of sample size, and the study
of additional families may later change these figures.
However, if this observation is confirmed in a suffi-
ciently large control population, it will greatly facilitate
presymptomatic testing for MJD, since the existence of
overlap between the normal and disease size ranges was
one of the difficulties encountered in HD (Andrew et al.
1993; Snell et al. 1993) and SCA1 (Goldfarb et al.
1994), although in SCA1 the distinction between normal
(interrupted CAG repeat) and the disease (pure CAG
repeat) intermediate size alleles can be made using a
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40
J a
30 &
o
> 204 | a
a
a
g g °
a 107 . B a =
] [}
a
=
- 0 5]
a
-10 ¥ ] 1 - T 1 * T . T -
-4 -2 0 2 4 6 8 10
Variation in repeat number
Figure 6  Correlation between variation in size of repeat and

anticipation for 23 affected parent-child pairs. A correlation coefficient
of r = .045 (P = .83) was found.
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restriction polymorphism (Chung et al. 1993). The clus-
tering of expanded repeat sizes is also suggestive of a
unique ancient founder mutation rather than multiple
expansions from the intermediate “premutation” size
range (Barceld et al. 1993; Goldberg et al. 1993; Rub-
isztein et al. 1994). This question can be addressed by
detailed haplotype analysis. The mean variation in size
of +0.84 repeats on transmission with each generation
suggests that, although both contractions and expan-
sions of variable magnitude occur, the general tendency
is toward a slow increase in expanded repeat size in the
population.

The mild instability of the expanded CAG repeat pro-
vides a molecular basis to explain this disease’s great vari-
ability in age at onset and clinical presentation. The highly
significant correlation found in this study between ex-
panded repeat size in the MJD gene with age at onset
supports the influence of the CAG tract length in the deter-
mination of the disease presentation and progression. The
repeat size accounts for ~50% of the variation in the age
at onset (r* = .485); other factors—genetic, environmen-
tal, or both—therefore influence the natural history of the
disorder. Similar patterns have been reported for other
diseases caused by the same mutational mechanism (La
Spada et al. 1992; Andrew et al. 1993; Duyao et al. 1993;
Snell et al. 1993; Jodice et al. 1994; Ranum et al. 1994).
However, the exact contribution of the repeat size to the
of age at onset may not be precise, since several difficulties
may affect the correlation between repeat size and age at
onset. First, the age at onset of disease is never a precise
figure, because the information given by the patients or
their relatives may be inaccurate; namely, awareness of the
disease in the family facilitates detection of first symptoms,
creating a bias toward earlier onset in younger generations.
On the other hand, the determination of the exact repeat
size may also be inaccurarte, because of the presence of
multiple bands in the expanded allele, as seen in figure 4.
Finally, the size of the expanded CAG repeat in lympho-
cytes can be different from the size in cells of involved
structures that would be the actual determinants of the
development of disease. This type of mosaicism has been
described for HD, DRPLA, and SCA1 (Aoki et al. 1994;
Chong et al. 1994; Telenius et al. 1994). Further studies
are necessary to determine whether the phenomenon of
somatic mosaicism occurs in MJD and whether repeat size
in cells other than lymphocytes correlates more closely
with age at onset of the disease.

The observed correlation between disease subpheno-
types and repeat expansion is not surprising. Our results
of this analysis and of juvenile onset cases suggest that the
greater CAG expansions result in a more severe phenotype,
which is qualitatively different from latter onset forms.
This may represent cell-specific variable susceptibility, per-
haps age dependent, of the target structures in the CINS.

The distribution of expanded alleles in the M]JD popu-
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lation appears symmetric. This is in contrast to the
skewed distribution observed for the expanded allele in
HD and SCA1. In both HD and SCA1, the largest alleles
are associated with paternal transmission. In HD, severe
instability of the allele during selected paternal transmis-
sion with unusually large expansions of up to 41 repeat
units may explain the skewed distribution. Although our
studies of variation in repeat size between both parent-
offspring and sib pairs suggest increased volatility of
paternal transmissions, large expansions have not been
observed in M]JD; the largest observed expansion was 9
repeats. This suggests that the mechanism of expansion
may be different for these two diseases or may indicate
the existence of genetic or environmental factors influ-
encing some paternal transmissions in HD but not in
M]JD. Length of uninterrupted CAG repeat sequence is
one factor that has been demonstrated to affect stability
of the allele during transmission in fragile X syndrome
(Eichler et al. 1994) and SCA1 (Chung et al. 1993).
For SCA1, a case of an affected individual who had an
apparently “normal” size allele consisting of an uninter-
rupted repeat has been reported (Goldfarb et al. 1994).
It is known that a polymorphism CAG/CAA exists
within the CAG repeat tract in the MJD gene (Kawa-
guchi et al. 1994). Further studies are required to deter-
mine whether this interruption of the CAG tract has an
effect on stability during transmission and on clinical
presentation of disease. '

In contrast with myotonic dystrophy (Harley et al.
1993; Lavedan et al. 1993), there is no increased insta-
bility in the trinucleotide repeat with larger size of repeat
in the transmitting parent. This suggests a different
mechanism may be involved in instability during trans-
mission for these two diseases.

The absence of association between variation in re-
peat number and anticipation, a finding also observed
in HD (Andrew et al. 1993), remains unexplained. For
MJD and other late onset trinucleotide diseases, it is
important to consider that the data used to examine the
relationship between anticipation and change in repeat
size are subject to ascertainment bias. In retrospective
studies like ours, one is likely to have large anticipation
(i.e., the age at onset of the children will be much earlier
than that of the parents) in order to obtain blood from
affected offspring while the affected parent is still alive.
In our analysis, mean age at onset in children of the 23
pairs was significantly lower than the age at onset of the
entire population of affected individuals. Ascertainment
bias is also suggested by comparison of variation in allele
size during transmission between the affected and pre-
symptomatic offspring, as shown in figure 4B. A correla-
tion between anticipation and variation in allele size
may exist but be masked by the nonrandom selection
of the data used in the analysis.

In conclusion, our results validate the use of a direct
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analysis of the CAG expansion in the MJD gene in the
diagnosis of this disease. The significant correlation be-
tween CAG expansion size and disease severity/age at
onset may also be of clinical value, though further stud-
ies will be required to clarify other genetic or environ-
mental factors involved in the determination of the clini-
cal presentation in M]JD patients.
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Gender equality in
Machado-Joseph disease

Sir—Inthe April 1995 issue of Nature
Genetics, Kawakami et al.' provided
evidence for a gender effect in
Machado-Joseph disease, a form of
autosomal dominant cerebellar ataxia
type I linked to chromosome 14q,
which is allelic to spinocerebellar
ataxia 3 (SCA3) (ref. 2). Theyanalyzed
14 affected sib pairs of which seven
were of different sexes and found that
brothersdevelop symptomsabout ten
years earlier than sisters. This
prompted us to look for a gender
effect in our series of five sib pairs and
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Fig. 1 Correlation between age at onset
and the number of CAG repeats
according to sex. Circles indicate
women, squares indicate men.

six triplets of different sexes from 11
families with the MJD/SCA3 CAG
expansion. We averaged the age at
onset between sibs of the same sex in
triplets. Meanagesatonsetinbrothers
and sisters were not significantly
different, 37.2 + 11 (22-57) and 39.6
+ 15 (22-70), respectively. Onset in
brothers occurred at a mean of ~2.45
years earlier than in sisters but this
was notsignificant (P=0.16, paired t-
test). The mean difference between
the number of CAG repeats in males
(72.8 = 3) and females (73.5% 5) was
also not significant (-0.64, P=0.35).
The difference between the actual age
atonsetand the expected age at onset,
determined from thelinear regression
correlating age at onset and number
of CAGrepeatsin 89 patients, was not
significantly different in males (-0.6
+ 5 years) and in females (2.9 £ 7
years) from the discordant sibships.

We found nostatistically significant
differencesbetween 41 and 48 affected
men and women from 28 families
with the MJD/SCA3 expansion. The
mean age at onset was 38 £ 11 years
tor men and 36 * 13 years in women,
and the mean number of CAG repeats

72.6+ 4and 74.0 4, respectively. The
regressionand correlation coefficients
between age at onset and CAG repeat
number were similar in men (r = -
0.82;slope-2.61)and in women (r=-—
0.79;slope—2.79) (Fig. 1). Furthermore,
the covariance analysis using the
repeat number as the variant to
control for its effect on age at onset
was not significant. In these families,
the number of CAG repeats accounts
forapproximatly 60% of the variability
in age at onset, a value which is similar
to that found in spinocerebellar ataxia
1 (SCA1) (ref. 3).

Our results indicate that gender
has no sizeable effect on age at onset.
Previous results suggesting a gender
effect may be attributable to a bias
due to the smaller number of sibs
analyzed. Our finding is reinforced
by the absence of a gender effect on
age at onset in MJD in Brazilian
families of Portuguese ancestry*. As
yet unidentified genetic or
environmental factors could be
responsible for the residual age at
onset variance in autosomal
dominant cerebellar ataxias.
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Sir — Age at onset of Machado-
Joseph disease (M]D) is inversely
correlated with number of CAG
repeats in the MJD1 gene’. We have
confirmed these results in a data set
of 156 affected individuals from
North America, Braziland Portugal®.
The number of CAG repeatsaccounts
for 50% of the variation in age at
onset suggesting other factors
influence onset®. Kawakami et al.'
recently proposed that gender and
gene dosage affect onset age. Our
studies suggest that gender has little
effect, but that variation in onset age
is partially accounted for by an effect
common to sibships that is
independent of CAG repeat length.

We found nosignificantdifference
inageat onsetbetween males (38.1+
1.3) and females (37.4 £ 1.5)
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(P=0.72). In a multiple regression
model with age at onset as the
dependent variable, CAG repeat
length was significantly correlated
with onset (P=0.0001) while patient
gender was not (P=0.30). However,
familial factors other than CAG
repeat length might mask a gender
effect in age at onset. To control for
familial factors, we analyzed 27
brother—sister pairs. Mean difference
in onset ages for sister minus brother
did not differ significantly from zero
(-2.3 £ 1.9, P=0.23). Although
Kawakami et al.' saw a large positive
difference in onset age for sister—
brother pairs, only seven unlike-sex
pairs were available. These differences
do not account for the influence of
CAG repeat length on age at onset
and may not be an accurate measure
of a gender effect.

Kawakami et al.' controlled for
CAG repeat length by examining sib
pairs with identical CAG repeat
length. However, determination of
exact repeat size may be inaccurate
due to the presence of multiple bands
in the expanded allele. Therefore, a
small range of repeat differences
should be considered. In our dataset,
among 16 sib pairs of different sex
whose CAG repeat length differed by
two units or less, the mean difference
inonsetage for sistersminus brothers
was 0.9+ 2.0 (P=0.47). Brothers had
onset four years earlier on average
than sisters when limiting the sample
to the 11 sib pairs that differ by 1
CAG repeat or less (P=0.02).

october 1995

Amorerigorous method to account
for CAG repeat length is analysis of
covariance, with onset age as the
dependent variable, family ID and
sexasindependentvariablesand CAG
repeat length included as a covariate.
In our data set of 44 individuals in 18
sibships, sex was a nonsignificant
(P=0.42) predictor of onset age while
CAG repeat number was significant
(P=0.0007).

The evidence for a gender effect in
our datasetis contradictory. An effect
was apparent only among brothers
and sisters whose CAG repeat length
differed by 1 unit at the most.
However, cautionisrequired for small
numbers of observations; our analysis
of covariance results from a larger
sample argue against a gender effect
on age at onset.

Kawakami et al.! also describe a
homozygote with 67 CAG-repeatson
both chromosomes and onset at age
28. The 95% confidence interval (CI)
for onset age for a heterozygote with
67 repeats is 35-68 years, based on
our regression analysis. Although the
onsetage for the homozygote is seven
years outside this interval, we have
found several individuals with onset
ages outside the predicted range. An
individual homozygous for the
expanded MJDI allele (70 and 72
repeats) was recently reported’. The
onset age of 16 years is again outside
the 95% CI for predicted age at onset.
Four heterozygotes also had onset
ages outside the predicted range,
indicating variability in onset age

occurs regardless of the number of
expanded alleles. Therefore, while
these two confirmed homozygotes
and a putative homozygote* ® are
consistent with a gene dosage effect,
additional studies are required to
confirm such an effect.
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Summary

Machado-Joseph disease (M]D) is a late-onset, progres-
sive, neurodegenerative disorder caused by the expan-
sion of an unstable trinucleotide (CAG) repeat sequence
in a novel gene (MJD1) on chromosome 14. Previous
studies showed that age at onset is negatively correlated
with the number of CAG repeat units, but only part of
the variation in onset age is explained by CAG repeat
length. Ages at onset and CAG repeat lengths of 136
M]D patients from 23 kindreds of Portuguese descent
were analyzed, to determine whether familial factors
independent of CAG repeat length modulate age at onset
of M]JD. Correlation among sibs for onset age adjusted
for CAG repeat length was .43, which indicates that an
environmental or genetic factor common to sibs influ-
ences onset age. Positive correlations were also observed
for avuncular (r = .22) and first-cousin pairs (r = .28),
which supports the hypothesis that a genetic factor is
influencing age at onset. Commingling analysis of onset
ages adjusted for CAG repeat length identified three dis-
tributions in this population of affected individuals. Fur-
ther studies of a much larger sample are needed to deter-
mine whether these distributions represent the influence
of a genetic or environmental factor.

Introduction

Machado-Joseph disease (M]D) is a progressive neuro-
degenerative disorder with an autosomal dominant pat-
tern of inheritance. The clinical features of MJD were
initially described as distinct disorders in three Portu-
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guese-Azorean families (Nakano et al. 1972; Woods and
Schaumburg 1972; Rosenberg et al. 1976). Further stud-
ies led to the recognition of these cases as manifestations
of the same disease (Romanul et al. 1995; Coutinho and
Andrade 1978), and, since then, numerous Portuguese
M]D families (from the Azores, mainland Portugal, Bra-
zil, the United States, and Canada) and presumed non-
Portuguese families (Japanese, east Indian, Italian, Aus-
tralian aboriginal, and African-American) have been re-
ported (Healton et al. 1980; Sakai et al. 1983; Living-
stone and Sequeiros 1984; Bharucha et al. 1986;
Sudarsky et al. 1992; Burt et al. 1993; Sequeiros and
Coutinho 1993). On the basis of clinical presentation
and age at onset, MJD patients can be classified as hav-
ing one of three subtypes (Coutinho and Andrade 1978).
Type I is the most frequent presentation, with progres-
sive ataxia, pyramidal signs, ophthalmoplegia, and
mean age at onset of ~40 years. Type [ is characterized
by early onset with marked pyramidal and extrapyrami-
dal signs in addition to those seen in type II. Type III is
associated also with marked distal atrophies and sensory
loss and onset between ages 40 and 60 years. Prior to
the identification of the genetic defect for MJD, the exis-
tence of environmental or genetic modifiers, which in-
fluence the expression of the main genetic defect, was
proposed by numerous authors to explain the heteroge-
neity of phenotype and onset age (Woods and Schaum-
burg 1972; Bharucha et al. 1986; Rosenberg 1992; Su-
darsky et al. 1992; Sequeiros 1993).

Linkage analysis in Japanese families (Takiyama et
al. 1993) and, subsequently, in families of Portuguese
descent (Sequeiros et al. 1994; St George-Hyslop et al.
1994; Twist et al. 1995) localized the M]D gene to chro-
mosome 14q32.1. Identification of an expanded tri-
nucleotide repeat sequence as the gene defect in other
inherited degenerative diseases led investigators to sus-
pect that such a defect may be responsible for M]D.
Recently, this hypothesis was confirmed by the discovery
of an unstable expansion in MJD patients of a CAG
repeat in a novel gene (MJD1) at this chromosomal loca-
tion (Kawaguchi et al. 1994).
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Linkage studies have suggested that the spinocerebel-
lar ataxia type 3 (SCA3) locus is the same as or lies close
to MJD1 (Stevanin et al. 1995). Subsequent screening
of a German SCA patient population revealed that the
majority of SCA families carried the expansion at MJD1,
providing strong evidence that SCA3 and MJD are due
to the same defect and may be the same disease (Schols
et al. 1995). Genetic diagnosis of MJD (Kawaguchi et
al. 1994), SCA1 (Orr et al. 1993), and dentatorubropal-
lidoluysian atrophy (DRPLA) (Koide et al. 1994) has
already increased our understanding of the epidemiol-
ogy of the autosomal dominant spinocerebellar ataxias
(Cancel et al. 1995; Ranum et al. 1995; Silveira et al.
1996) and will likely lead to a revised nosology of this
group of disorders.

Identification of the (CAG), repeat motif in the MJD1
gene provides some explanation for the clinical heteroge-
neity of MJD. Age at onset has been shown to be nega-
tively correlated with the number of CAG repeats. This
correlation ranged from —.87 to —.67 in various studies
(Kawaguchi et al. 1994; Maciel et al. 1995; Maruyama
et al. 1995; Ranum et al. 1995; Takiyama et al. 1995).
It is evident, however, that CAG repeat length does not
account for all of the variation in age at onset. In fact,
the range of onset age for a specific CAG repeat length
is large enough to preclude prediction of age at onset
when counseling presymptomatic carriers.

Negative correlation between onset and CAG repeat
length has also been observed for Huntington disease
(HD) (Andrew et al. 1993; Duyao et al. 1993), DRPLA
(Koide et al. 1994), and SCA1 (Orr et al. 1993; Ranum
et al. 1994). It has been suggested that additional genetic
factors influence age at onset of these diseases because
variation in onset age remains after accounting for CAG
repeat length (Duyao et al. 1993; Kremer et al. 1993;
Burke et al. 1994; Ranum et al. 1994). Ranen et al.
(1995) found that sex and age at onset of transmitting
parent accounted for 22% of the variation in age at
onset in HD not explained by the CAG repeat length.
In a study of 87 SCA1 kindreds, Ranum et al. (1994)
found a linear correlation of —.77 between onset age
and number of CAG repeats, which indicates that CAG
repeat length accounts for 60% of the variation in onset
age. Analysis of variance on the seven largest kindreds
showed significant differences between families after
correcting for number of repeats. CAG repeat length and
interfamilial differences accounted for 66% and 5%,
respectively, of the variation in onset age, which suggests
that a genetic or environmental effect common to fami-
lies also influences age at onset in SCA1.

The aim of this study was to determine whether famil-
ial factors independent of CAG repeat length modulate
age at onset of MJD. Two methods for separating the
effect of CAG repeat length from other familial effects
on age at onset were employed. In one approach, linear
regression was used to adjust onset age for CAG repeat
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length prior to analyses. In addition, a method that
allows for simultaneous estimation of the effect due to
CAG repeat and a second effect due to sibship was ap-
plied to the data.

Subjects and Methods

Subjects

DNA samples and age-at-onset information were ob-
tained from 136 affected members of 9 Azorean, 12
North American, and 2 Brazilian kindreds, all of Portu-
guese ancestry. The diagnosis of MJD was determined
by clinical examination by experienced neurologists us-
ing established diagnostic criteria (Lima and Coutinho
1980). Age at onset was based on information provided
by the patient and/or a close relative. Determination of
number of CAG units for these individuals was de-
scribed elsewhere (Maciel et al. 1995). Twenty patients
from 10 families included in the original report were
excluded because DNA samples and onset age informa-
tion were available for only a single individual in the
family or the affected individuals were more distantly
related than first-cousins and thus did not contribute
any information to the present study.

Statistical Methods

Two methods for estimation of familial correlation
were employed. In the first approach, to investigate sib-
ship effects for age at onset, onset age was modeled as

Yi = W+ bxy + &,

where y; is observed age at onset of MJD for sibling j
in sibship 7, i is mean age at onset in all subjects, x;; is
the number of CAG repeats for sibling j in sibship , b
is the effect of CAG repeat number, and ¢; is a random
residual for sibling j in sibship i. Ages at onset for mem-
bers of the same sibship were treated as repeated mea-
sures. The (co)variance matrix for members of the same
sibship was modeled as having compound symmetry.
This structure defines an equal covariance between sib-
lings in addition to the usual variance element on the
diagonal. Therefore, the matrix of covariance for residu-
als is a block diagonal matrix, with each block for sub-
jects in the same sibship as follows

o + o, o, o;
(03] 02 + O (o) ¢

(o} O, 62 + 0y

The dimension of each block corresponds to the number
of siblings within a particular sibship. The off-diagonal
elements, o;, estimate the covariance among siblings
and an estimate of the common correlation coefficient
among sibs is
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Estimates of the residual (co)variance were obtained us-
ing the repeated measures options in PROC MIXED,
which is part of the Statistical Analysis System (SAS)
(SAS Institute 1992). In this model, this residual correla-
tion indicates the association among siblings after the
effect of CAG repeat is removed. A repeated measure
model that included sex of transmitting parent and CAG
repeat length was also fit.

In the second approach, residuals from the regression
of age at onset on CAG repeat number for all affected
individuals in the population were computed. Correla-
tions among the residuals and age at onset for parent-
offspring, sib, avuncular (aunt-niece, aunt-nephew, un-
cle-niece, uncle-nephew), and first-cousin pairs were cal-
culated using FCOR in SAGE (SAGE 1994). For pairs
for which no natural ordering exists, such as those be-
tween sibs and cousins, FCOR computes the intraclass
correlation by forming all possible pair orderings and
computing the Pearson correlation coefficient (double
pairwise method). Three methods of weighting pairs in-
cluded in the correlation are used in FCOR for both
intraclass and interclass correlations. Equal weight is
given to each pair, to each pedigree, or to each nuclear
family.

Standard methods of significance testing and confi-
dence-interval construction cannot be applied to correla-
tions if the pairs are not independent, as often is the
case in familial studies. Confidence intervals (CI} were
constructed using Fisher’s z transformation (Snedecor
and Cochran 1980, pp. 184-86). To adjust for depend-
encies in the data, the effective number of pairs in the
sample, K., was used to compute Cls for all correlations.
K, was computed as follows

2 k
AT .
=2 1+ (ki — 1)riw

1=1

(1)

For parent-offspring correlations, k; is the number of
offspring of parent i, N is the total number of parents,
and ry, is the intraclass correlation among siblings
(Rosner et al. 1979). For sibling correlations, k; is the
number of unique pairs in sibship 7, N is the total num-
ber of sibships, and r,, is the intraclass correlation
among sibs (Sepulveda et al. 1994). Because methods
for construction of Cls for avuncular or first-cousin pairs
have not been developed, to our knowledge, the above
methods were modified to allow determination of K, for
cousin and avuncular pairs. The effective number of
first-cousin pairs was calculated using (1) and letting k;
equal the number of first-cousin pairs in a “cousinship”
and letting N be the total number of cousin groups.
Distinct cousin groups within the same pedigree were
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assumed to be independent. Individuals included in
cousin pairs within a group are related to each other as
cousins or as siblings. Because the sibling correlation is
expected to be larger than the first-cousin correlation,
r, was conservatively set equal to the sibling correlation.
Choosing a larger value for r; will increase the denomi-
nator in (1), resulting in a smaller K, and hence a larger,
more conservative CL.

The equation for K, has been extended to allow for
a variable number of individuals in each class when
computing correlations between two classes (Rosner
1982). Although illustrated for parent-offspring correla-
tions where either one or both parents and a variable
number of offspring were sampled, it was applied here
to compute K, for avuncular pairs. Given

£ = g k,l;
TS+ (k= V[l + (- 1]

1

(2)

we let k; equal the number of nieces or nephews in pedi-
gree 4, I; equal the number of aunts or uncles in pedigree
i, r,. equal the correlation among the nieces and nephews
in a pedigree, and r; equal the correlation among the
aunts or uncles in a pedigree. Individuals included as
aunts or uncles in avuncular pairs within a single avun-
cular groups are siblings, so 7, was set equal to the sibling
correlation. Individuals included as nieces and nephews
in avuncular pairs within an avuncular group are either
siblings, half-siblings, or first-cousins. Therefore, as a
conservative measure, r, was set equal to the sibling
correlation. While the majority of pedigrees contained
a single avuncular group, 3 of the 10 pedigrees that
contributed avuncular pairs had multiple avuncular
groups; avuncular groups within a pedigree were as-
sumed to be independent.

Commingling analyses were performed on standard-
ized residuals from the regression of age at onset on
CAG repeat number using the REGC program of SAGE
(SAGE 1994) to determine whether the population of
residuals represented a single distribution or was a mix-
ture of multiple distributions (MacLean et al. 1976).
Models with one, two, or three distributions were fit.
Models for residuals transformed by the standardized
generalized modulus power transformation were also fit
to test for skewness in the distribution(s). Parameters
estimated in one or more of these analyses include the
percent of subjects in population A (g?), the phenotypic
mean (L), for each population (i = A, B, C), and a
variance common to all populations (6?). Populations
A, B, and C correspond to the distributions being fit in
each model. The percent of subjects in populations B
and C were a function of the proportion in population
A: 2(g)(1 — q) and (1 — q)?, respectively. An environ-
mental model was specified by setting familial correla-
tions to 0 and setting T, = T = Tc = ¢, where T; is the
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transmission probability for each population. Therefore,
although REGC utilizes the pedigree structure of each
kindred in analysis of the data, the model specifies no
genetic transmission. In a genetic model, the three popu-
lations would correspond to the three major locus types
(AA, AB, and BB) and g to the frequency of the A allele.
The relationship between the proportion of subjects in
each population assumes Hardy-Weinberg equilibrium
for a genetic model. The power parameter (A,) and the
shift parameter (A,) were also estimated for models ana-
lyzing power transformed data. Hypotheses regarding
the distribution of the observed data were tested by com-
paring nested models via a likelihood ratio test.

The clinical subtype was available for 119 affected
individuals. Differences in standardized residuals from
the regression of age at onset on CAG repeat number
between patients classified as having clinical subtype I,
11, or III were compared by analysis of variance.

Results

Ages at onset for the 136 M]D patients ranged from
10 to 62 years, with a mean onset of 37.9 *= .9 years.
The mean number of CAG repeat units was 73.2 + .3,
with a minimum and maximum of 66 and 84 years,
respectively.

Adjusting for CAG repeat, the estimated covariance
among siblings when treating sibs as repeated measures

- was significantly >0 (6, = 28.8; P = .009). The esti-
mated common correlation among sibs was .43. Because
the number of CAG repeats was included in the model,
the significant effect (P = .001) of CAG repeat length
on age at onset is accounted for in this correlation esti-
mate. This estimate is based on 81 individuals represent-
ing 34 sibships with multiple affected siblings. The
square of the correlation, r* = .18, is an estimate of the
amount of variation in onset age explained by being in
the same sibship.

Sex of transmitting parent was not significant in the
repeated measures model (P = .14), and the estimated
correlation among sibs was unchanged when this vari-
able was included in the model. Therefore, sex of trans-
mitting parent was not included in subsequent analyses.

The Pearson correlation among sibs, as well as other
types of relative pairs for age at onset and for residuals
obtained when age at onset is regressed on number of
CAG repeats, are shown in table 1. Age at onset was
positively correlated for parent-offspring, sibling,
cousin, and avuncular pairs. A positive correlation was
also found for sib, avuncular, and cousin pairs when
age at onset was adjusted for number of CAG repeats.
In contrast to all other relative pairs, the correlation
between residuals for parent-offspring pairs was nega-
tive. Less than half the number of parent-offspring pairs
were available (n = 24) compared to the other types of
relatives considered.
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Table 2 indicates that some pedigrees provided much
more information than others. Moreover, many of the
relative pairs were contributed by a single pedigree and
therefore are not independent. For example, the 15 sib
pairs in pedigree 303 belong to a single sibship of six
affected individuals. As a result of such dependencies in
the data, K, values (table 1) were less than the total
number of observed pairs (table 2). Approximate 95%
Cls based on K, included 0 for parent-offspring, avuncu-
lar, and cousin pairs for adjusted onset age and for avun-
cular and cousin pairs for unadjusted onset age, which
indicates that these correlations may not be significant.

Commingling analysis of standardized residuals (table
3) showed that, although a single distribution fitted the
data as well as two (model 1a vs. 2a: xh) = 2.42;
P > .25), there was evidence for a model of three distri-
butions (model 1a vs. 3a: 5, = 8.56; P < .05). Use of
the power transformation yielded a significantly better
fit (model 3a vs. 3b: y&, = 8.42; P < .05) for the three
distribution model, which suggests that skewness may
be present in the data.

Figure 1 shows the three populations, as defined by
the parameter estimates obtained from the three distri-
bution model with no transformation (table 3), overlaid
on a histogram of the standardized residuals. The mean
for each distribution can'be scaled to years by multi-
plying by 8.7, which is the SD of the residuals. Popula-
tion A in figure 1 corresponds to a distribution of pa-
tients with onset age, on average, 11.8 years above the
onset age predicted by regression of age at onset on
CAG repeat length. Population C corresponds to a dis-
tribution of patients with average onset 11.2 years ear-
lier than predicted on the basis of CAG repeat length.
A third distribution of patients with onset age similar
to the predicted value is population B.

To illustrate how MJD patients may be described by
these three populations, consider an affected individual
with 71 CAG repeat units and onset age of 44 years.
Predicted age at onset for an individual with 71 CAG
repeats is 45.5 years, on the basis of the regression of
age at onset on CAG repeat length in this population.
The predicted and observed onset age differ by only 1.5
years for this individual. It is interesting to note that an
affected sibling of this patient with 74 CAG repeat units
had an onset age of 38 years, which differs from the
predicted onset by only 1.93 years. These siblings are
both part of population B, which consists of subjects
with onset ages similar to the predicted value. In con-
trast, we observed an individual with 75 CAG repeart
units and onset of symptoms at 21 years of age. This
age at onset is 12.9 years earlier than predicted for an
individual with 75 repeat units, i.e., 33.9 years. This
patient therefore would be classified as a member of
population C, which contains patients with an average
onset 11.2 years earlier than predicted by regression of
onset age on CAG repeat length.
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Table 1
Correlation for Age at Onset of MJD and Age at Onset Adjusted for Number of CAG Repeats (Residual) among Various Types of
Relative Pairs

ONSET AGE RESIDUAL
RELATIONSHIP K. Pairs Pedigree Nuclear K, Pairs Pedigree Nuclear
Parent-Offspring 19.5 .55 (.14, .80)* .61 (.23, .83) .60 (.21, .81) 20.2 -—-.24(-.62,.24) -.33(—.68,.14) -.22(—.65,.25)
Sibling 38.7 .581(.33,.76) 63 (39,.79) 57 (.31,.75) 417 43 (.15, .65) 47 (.19, .68) 41 (.12, .64)
Avuncular 224 2T(=AT, 52 M (—02.70) 276 2T S5 26 [=13,.58)
Cousin 23.2 .23 (-.20,.59) .41 (.001,.70) 26.7 28 (-.11, .60) .30 (—.09, .61)

NoTe.—Correlations were computed with equal weighting given to each pair, each pedigree, or each nuclear family by using FCOR in SAGE

(SAGE 1994).

*95% confidence interval based on effective number of pairs, K,. Formulae for K, given in text.

Histograms of the standardized residuals for popula-
tions of patients classified by clinical subtype are shown
in figure 2. Type II patients, who represent the largest
group, had a wide range of standardized residuals,
whereas clustering of residuals for type I and type III
patients were observed. The mean standardized residu-
als are —.80, —.19, and .83 for types I, II, and III, respec-
tively. The mean for type III is significantly larger than
those for the other types (P < .05). Comparison of fig-
ures 1 and 2 shows a correspondence between popula-
tion A identified by commingling analysis and the popu-
lation of patients with type III. Although clustered, type
[ patients appear equally distributed in populations B

Table 2

Number of Relative Pairs Contributed by Each Pedigree

Parent-

Pedigree Offspring Sibling Avuncular Cousin
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and C. Classification of patients into these clinical types
is based to a large extent on age at onset. The clustering
of the subtypes within a range of residuals therefore
reflects the tendency of patients with older onset ages
to have positive residuals and those with very young
onset ages to have negative residuals.

Discussion

The moderate, positive correlation between sibs for
age at onset adjusted for CAG repeat length, obtained
by two methods, demonstrates that familial factors
other than CAG repeat length influence onset age of
M]JD. The two methods gave comparable results for
these data, although the observations were handled dif-
ferently by each. When PROC MIXED is used, the ob-
servations are described by a statistical model that esti-
mates the correlation among sibs. Treating onset ages
for siblings as repeated measures and including CAG
repeat length as a covariate allowed for simultaneous
estimation of correlation and effect of the CAG repeat
length. In contrast, computation of correlation among
siblings for residual onset age required prior adjustment
for the effect of CAG repeat number.

A desirable feature of the repeated measure analysis
is that it correctly handles sibships with more than two
affected sibs. This is not the case when one simply com-
putes the Pearson correlation over all sib pairs. This
computation assumes the pairs are independent. If sib-
ships with more than two affected siblings are present,
however, individuals will be included more than once
when forming all possible pairs and disproportionate
emphasis will be given to data from individuals that
appear more than once. Three weighting procedures
were implemented to reduce the effect of repeated indi-
viduals: (1) equal weight given to each pair; (2) equal
weight given to each pedigree; and (3) equal weight
given to each nuclear family. Giving equal weight to
each nuclear family addressed the issue of lack of inde-
pendent pairs, but it is only an approximate adjustment.
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Table 3

Am. J. Hum. Genet. 59:119-127, 1996

Commingling Analysis of Standardized Residuals Obtained from Regression of Onset Age on Number of CAG Repeats

Maodel Transformed q Ka Us K o A A2 N? -2In(L)
la No 1.0 .00 .99 . . 2 384.95
1b Yes 1.0 1.67 i 4 98 79 1.60 4 383.77
2a No .50 -.36 1.10 59 e e 4 382.53
2b Yes A1 2.48 54 S 46 1.57 .96 6 377.96
3a No .50 1.36 -.08 -1.29 19 N 5.0 5 376.39
3b Yes 53 1.84 .63 =50 513 22 —:13 7 367.97

NoTE.—Models assuming a single, two, or three distributions were fit
text.
* Number of independent parameters.

Therefore, a repeated measures model may be more suit-
able than the nuclear family—weighted procedure when
estimating correlation among sibs. Neither the repeated
measures model nor the weighted correlations, as used
in this study, correctly accounted for the occurrence of
multiple sibships within the same kindred.

A limitation of the repeated measure approach for
analysis of family data is that modeling and obtaining

18 +

both with and without transformation. Parameters are defined in the

estimates of the covariance matrix become complex
when relatives who are not equally related are included.
Each block of the block-diagonal (co)variance matrix is
then a unique covariance matrix that must be specified
for every pedigree, and a covariance element for each
relationship (e.g., parent-offspring, parent-parent, sib-
ling, half-sib, first-cousin, etc.) must be estimated. Speci-
fication of such a (co)variance matrix for estimation of
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Figure 1 Histogram of standardized residuals from regression of

onset age on CAG repeat length. Three distributions identified by

commingling analysis corresponding to populations A, B, and C with means W, is, and fic, respectively, are indicated. The units of the x-

axis are SDs. The SD of the residuals was 8.7 years.
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Figure 2

the covariance parameters is currently not possible using
PROC MIXED.

* Although the majority of sib pairs in this study have
an absolute difference of <2 CAG repeats, differences
of up to 9 units were observed in these sib pairs (Maciel
et al. 1995). A moderate correlation for age at onset
was still present after adjustment for the number of CAG
repeats. Because sibs generally share environmental fac-
tors as well as genes, which class of factors is influencing
age at onset of MJD cannot be resolved from examining
sibs alone.

A positive correlation between parent and offspring
residuals is consistent with a genetic factor influencing
age at onset for MJD; however, our results revealed a
negative correlation. This negative correlation may be
an artifact of biased ascertainment. As discussed by Ma-
ciel et al. (1995), there is a tendency to sample parents
with late onset and offspring with early onset, in studies
requiring DNA from both affected parents and off-
spring. The mean residuals for parents and offspring in
the sample studied here were 5.37 and —5.96, respec-
tively. These residuals, which take into account CAG
repeat length, indicate a biased selection of parents with
late onset age and offspring with early onset age. Hence,
the correlation for residuals among parent-offspring
pairs was predictably negative. In contrast, the mean
residual for the sibs was .56, which is close to the ex-

Histogram of standardized residuals from regression of onset age on CAG repeat length by clinical subtype

pected value of 0 in a sample consisting of an equal
number of early- and late-onset individuals.

The positive correlations for adjusted age at onset
observed among avuncular and first-cousin pairs are
consistent with a genetic component. For a polygenic
trait the correlation among avunculars (second-degree
relatives) is expected to be twice the correlation among
cousins (third-degree relatives) and at least one-half the
correlation among sibs (first-degree relatives). The rela-
tive magnitudes of the correlations observed for cousins
(r = .28) and avunculars (r = .22) are not consistent
with the expectation for a polygenic trait, whereas the
relative magnitude of avuncular pairs relative to sibling
pairs is consistent with this genetic explanation for the
adjusted age at onset. However, the wide 95% ClIs for
those correlations (table 1) suggest that larger numbers
of relative pairs are needed to obtain precise estimates.

Alternate genetic models may explain the familial ef-
fect observed for onset age. Commingling of distribu-
tions for a quantitative trait may result from a single
genetic locus with a major effect on that trait. The three
distributions detected in our sample are consistent with
a major-gene hypothesis. However, the mixture of distri-
butions may also result from a single environmental fac-
tor influencing onset age. Segregation analysis, which
would require a larger number of families than available
in this study, could be used to determine whether the
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transmission of the observed effect was consistent with
the expectation for a single major gene.

One potential genetic effect, the number of CAG re-
peat units on the normal chromosome of MJD individu-
als, has been found to have no association with age at
onset (Maciel et al. 1995; Takiyama et al. 1995). CAG
repeat length was treated as a uniform effect in the gen-
eral population in these studies and was not examined
as a sibship-specific effect. Variations within the (CAG),
sequence or within flanking regions should also be ex-
amined for any influence on onset age. If consistent dif-
ferences in age at onset were observed in individuals
with the same CAG repeat length but different alleles in
or near the CAG track, it would suggest such variations
are contributing to the residual correlations observed.
However, if these variations influence the stability of the
CAG repeat length during transmission, the effect would
be independent of a residual familial factor because
CAG repeat length was included in the regression model.
Alternatively, a polymorphism at a different chromo-
somal location may be associated with the familial effect
described.

In summary, we demonstrated that age at onset of
M]D in a population of families of Portuguese descent
is influenced by a familial factor independent of CAG
repeat length. Positive correlations after adjustment for
CAG repeat length among siblings, first-cousins, and
avunculars suggest a factor that may be genetic. The
negative correlation between parents and offspring pairs
is inconsistent with a genetic effect but may have re-
sulted from selection bias. This data set does not allow
precise determination of a genetic model to account for
the familial patterns of the age-at-onset residuals. Some
of the correlations are inconsistent with a polygenic
model. Although the commingling analysis results are
consistent with a major gene for age at onset, other
explanations, including a shared familial environmental
factor and an oligogenic model, are plausible.

The previously reported findings of interfamilial dif-
ferences for onset age in SCA1 and the association of
age at onset of the transmitting parent with onset age
in HD suggest that a familial factor may also be influ-
encing age at onset in these CAG repeat diseases. Sex of
transmitting parent appears to have a stronger associa-
tion with onset age in HD than in M]JD, which indicates
that differences in determination of onset age may exist
among these diseases. Identification of genetic and envi-
ronmental factors influencing age at onset of MJD and
other degenerative diseases will have important implica-
tions in understanding the pathogenesis and predicting
onset age in presymptomatic individuals, and ultimately
in preventing onset of symptoms.

Acknowledgments

We would like to thank the families for their participation
in this study. This study was supported by National Institutes

Am. J. Hum. Genet. 59:119-127, 1996

of Health grant NS31687, the Fonds de Recherches en Santé
du Quebec, the Network of Centers of Excellence (Canadian
Genetic Diseases Network), and the Medical Research Council
of Canada. C.G., LS., and P.M. are recipients of a scholarship
by the Junta Nacional de Investigaca Cientifica e Tecnolégica,
Portugal. Some of the results in this paper were obtained by
the program package SAGE, which is supported by a U.S.
Public Health Service resource grant (1 P41 RR03655) from
the Division of Research Resources.

References

Andrew SE, Goldberg YP, Kremer B, Telenius H, Theilman J,
Adam S, Starr E, et al (1993) The relationship between-
trinucleotide (CAG) repeat length and clinical features of
Huntington’s disease. Nat Genet 4:398-403

Bharucha NE, Bharucha EP, Bhabha, SK (1986) Machado-
Joseph disease in India. Arch Neurol 43:142-144

Burke JR, Wingfield MS, Lewis KE, Roses AD, Lee JE, Hulette
C, Pericak-Vance MA, Vance JM (1994) The Haw river
syndrome: Dentatorubropallidoluysian atrophy (DRPLA) in
an African-American family. Nat Genet 7:521-524

Burt T, Blumbergs P, Currie B (1993) A dominant hereditary
ataxia resembling Machado-Joseph disease in Arnhem
Land, Australia. Neurology 43:1750-1752

Cancel G, Abbas N, Stevanin G, Diirr A, Chneiweiss H, Néri
C, Duyckaerts C, et al (1995) Marked phenotypic heteroge-
neity associated with expansion of a CAG repeat sequence at
the spinocerebellar ataxia 3/Machado-Joseph disease locus.
Am J Hum Genet 57:809-816

Coutinho P, Andrade C (1978) Autosomal dominant system
degeneration in Portuguese families of the Azores Islands.
Neurology 28:703-708

Duyao M, Ambrose C, Myers R, Novelletto A, Persichetti F,
Frontali M, Folstein S, et al (1993) Trinucleotide repeat
length instability and age at onset in Huntington’s disease.
Nat Genet 4:387-392

Healton EB, Brust JCM, Kerr DL, Resor S, Penn A (1980)
Presumably Azorean disease in a presumably non-Portu-
guese family. Neurology 30:1084-89

Kawaguchi Y, Okamoto T, Taniwaki M, Aizawa M, Inoue
M, Katayama S, Kawakami H, et al (1994) CAG expansion
in a novel gene for Machado-Joseph disease at chromosome
14932.1. Nat Genet 8:221-228

Koide R, Ikeuchi T, Onodera O, Tanaka H, Igarashi S, Endo
K, Takahashi H, et al (1994) Unstable expansion of CAG
repeat in hereditary dentatorubral-pallidoluysian atrophy
(DRPLA). Nat Genet 6:9-13

Kremer B, Squitieri F, Telenius H, Andrew SE, Theilmann
], Spence N, Goldberg YP, Hayden MR (1993) Molecular
analysis of late onset Huntington’s disease. ] Med Genet 30:
991-995

Lima L, Coutinho P (1980) Clinical criteria for diagnosis of
Machado-Joseph disease: report of a non-Azorean Portu-
guese family. Neurology 30:319-322

Livingstone IR, Sequeiros | (1984) Machado-Joseph disease
in an American-Italian family. ] Neurogener 1:185-186

MacLean CJ, Morton NE, Lew R {1976) Skewness in commin-
gled distributions. Biometrics 32:695-699

Maciel P, Gaspar C, DeStefano AL, Silveira I, Coutinho P,



DeStefano et al.: Age at Onset of Machado-Joseph Disease

Radvany ], Dawson DM, et al (1995) Correlation between
CAG repeat length and clinical features in Machado-Joseph
disease. Am ] Hum Gen 57:54-61

Maruyama H, Nakamura S, Matsuyama Z, Sakai T, Doyu M,
Sobue G, Seto M, et al (1995) Molecular features of the
CAG repeats and clinical manifestations of Machado-Joseph
disease. Hum Mol Genet 4:807-812

Nakano KK, Dawson DM, Spence A (1972) Machado disease:
a hereditary ataxia in Portuguese emigrants to Massachu-
setts. Neurology 22:49-55

Orr HT, Chung M, Banfi S, Kwiatkowski Jr. T], Servadio A,
Beaudet AL, McCall AE, et al (1993) Expansion of an unsta-
ble trinucleotide CAG repeat in spinocerebellar ataxia type
1. Nat Genet 4:221-226

Ranen NG, Stine OC, Abbott MH, Sherr M, Codori A-M,
Franz ML, Chao NI, et al (1995) Anticipation and instability
of IT-15 (CAG)y repeats in parent-offspring pairs with Hun-
tington disease. Am | Hum Genet 57:593-602

Ranum LPW, Chung M-y, Banfi S, Bryer A, Schut L], Ramesar
R, Duvick LA, et al (1994) Molecular and clinical correla-
tions in spinocerebellar ataxia type I: evidence for familial
effects on the age at onset. Am | Hum Genet 55:244-252

Ranum LPW, Lundgren JK, Schut L], Ahrens M], Perlman S,
Aita J, Bird TD, et al (1995) Spinocerebellar ataxia type I
and Machado-Joseph disease: incidence of CAG expansion
among adult-onset ataxia patients from 311 families with
dominant, recessive, or sporadic ataxia. Am ] Hum Genet
57:603-608

Romanul FCA, Fowler HL, Radvany J, Feldman RG, Feingold
M (1977) Azorean disease of the nervous system. N Engl ]
Med 26:1505-1508

Rosenberg RN (1992) Machado-Joseph disease: An autosomal
dominant motor system degeneration. Mov Disord 7:193 -
203

Rosenberg RN, Nyhan WL, Bay C, Shore P (1976) Autosomal
dominant striatonigal degeneration. Neurology 26:703—
714

Rosner B (1982) On the estimation and testing of interclass
correlations: the general case of multiple replicates for each
variable. Am ] Epidemiol 116:722-730

Rosner B, Donner A, Hennekens CH (1979) Significance test-
ing of interclass correlations from familial data. Biometrics
35:461-471

SAGE (1994) Statistical Analysis for Genetic Epidemiology,
Release 2.2 Computer program package available from the
Department of Biometry and Genetics, LSU Medical Center,
New Orleans

Sakai T, Ohta M, Ishino H (1983) Joseph disease in a non-
Portuguese family. Neurology 33:74-80

SAS Institute Inc (1992) SAS tech rep P-229. SAS/STAT soft-
ware: changes and enhancements, release 6.07. SAS Insti-
tute, Cary, NC, pp 287-368

Sepulveda RL, Heiba IM, King A, Gonzalez B, Elston RC, and
Sorensen RU (1994) Evaluation of tuberculin reactivity in
BCG-immunized siblings. Am ] Respir Crit Care Med 149:
620-624

127

Sequeiros ] (1993) Machado-Joseph disease: epidemiology, ge-
netics and genetic epidemiology. In: Lechtenberg R (ed)
Handbook of cerebellar diseases. Marcel Dekker, New
York, pp 345-351

Sequeiros J, Coutinho P (1993) Epidemiology and clinical as-
pects of Machado-Joseph disease, In: Harding A, Deufel T,
Chamberlain S (eds) Advances in neurology. Raven, New
York, pp 139-153

Sequeiros ], Silveira I, Maciel P, Coutinho P, Manaia A,
Gaspar C, Burlet P, et al (1994) Genetic linkage studies of
Machado-Joseph disease with chromosome 14q STRPs in
16 Portuguese-azorean kindreds. Genomics 21:645-648

Schols L, Vieira-Saecker AMM, Schéls S, Przuntek H, Epplen
JT, Riess O (1995) Trinucleotide expansion within the
M]D1 gene presents clinically as spinocerebellar ataxia and
occurs most frequently in German SA patients. Hum Mol
Genet 4:1001-1005

Silveira I, Lopes-Cendes I, Kish S, Maciel P, Gaspar C, Cou-
tinho P, Botez MI, et al (1996) Frequency of spinocerebellar
ataxia type 1, dentaorubropallidoluysian atrophy and Ma-
chado-Joseph disease mutations in a large group of spinocer-
ebellar ataxia patients. Neurology 46:214-218

Snedecor GW, Cochran WG (1980) Statistical methods, 7th
ed. lowa State University Press, Ames

St George-Hyslop P, Rogaeva E, Huterer |, Tsuda T, Santos
], Haines JL, Schlumpf K, et al (1994) Machado-Joseph
disease in pedigrees of Azorean descent is linked to chromo-
some 14. Am J Hum Genert 55:120-125

Stevanin G, Cancel G, Diirr A, Chneiweiss H, Dubourg O,
Weissenbach J, Cann HM, et al (1995) The gene for spinal
cerebellar ataxia (SCA3) is located in a region of ~3 cM
on chromosome 14q24.3-q32.2. Am ] Hum Genet 56:193-
201

Sudarsky L, Corwin L, Dawson DM. (1992) Machado-Joseph
disease in New England: Clinical description and distinction
from the olivopontocerebellar atrophies. Mov Disord 7:
204-208

Takiyama Y, Igarashi S, Rogaeva EA, Endo K, Rogaev EI,
Tanaka H, Sherrington R, et al (1995) Evidence for inter-
generational instability in the CAG repeat in the MJD1 gene
and for conserved haplotypes at flanking markers amongst
Japanese and Caucasian subjects with Machado-Joseph dis-
ease. Hum Mol Genet 4:1137-1146

Takiyama Y, Nishizawa M, Tanaka H, Kawashima S, Saka-
moto H, Karube Y, Shimazaki H, et al (1993) The gene for
Machado-Joseph disease is mapped to chromosome 14q.
Nat Genet 4:300-304

Twist EC, Causaubon LK, Ruttledge M, Rao VS, MacLeod
PM, Radvany |, Zhao A, et al (1995) Machado-Joseph dis-
ease maps to the same region of chromosome 14 as the
spinocerebellar ataxia type 3 locus. | Med Genet 31:823—
829

Woods BT, Schaumburg HH (1972) Nigro-spino-dentatal de-
generation with nuclear ophthalmoplegia. ] Neurol Sci 17:
149-166



CAPITULO 3
Estudos de mosaicismo somético do gene MJD1

no sistema nervoso central

81



Estudos de mosaicismo somatico do gene MJD1 no sistema

nervoso central

As alteragBes patol6gicas observadas na doenga de Machado-Joseph s@o bastante
especificas e restritas a determinadas populagdes de neurénios. No primeiro trabalho
apresentado neste capitulo (artigo ['V) procurou-se explorar as bases moleculares desta
especificidade de degenerescéncia neuronal.

Os dados disponiveis até a data relativos & expressao do gene MJD1 sugeriam que
a expressdo deste gene fosse ubiqua, ndo permitindo justificar a morte celular limitada a
apenas alguns tecidos. O mesmo se observava em todas as outras doengas associadas a
expansio de uma sequéncia poliglutamina, nomeadamente na doenga de Huntington.

A instabilidade mitética do repeat CAG expandido leva a que diferentes tecidos
apresentem diferentes tamanhos do repear expandido. Este fenémeno - mosaicismo
somdtico - pode ser observado em todas as doengas associadas a poliglutaminas
expandidas. Foi assim sugerido que o mosaicismo somdtico no sistema nervoso central
pudesse ser a base da selectividade de morte celular, sendo as células mais alecladas as
que fossem portadoras de maiores repeats expandidos. A fim de testar esta hipotese,
determinaram-se os tamanhos dos repeats CAG expandidos em 20 regides do sistema
nervoso central (SNC) de doentes DMJ e SCA 1, que [oram, paralelamente, estudadas em
detalhe do ponto de vista patolégico. Observou-se, em geral, uma grande homogeneidade
em termos do tamanho médio dos repeats e do grau de mosaicismo presenles nas
diferentes regides do SNC estudadas, com excepgdo do cortex cerebeloso, que
apresenlava, em todos os casos, repeals mais pequenos € um menor grau de mosaicismo
somdtico. Este padrdo de mosaicismo era, contudo, semelhante em specimens de doentes
DMIJ e SCA, apesar das suas diferentes manifestagdes patoldgicas, em particular a nivel
do cerebelo, demonstrando-se assim que ndo existe uma correlagio entre o grau de

degenerescéncia observado em cada regidio e o tamanho dos repeats deteclados. O pudrio
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de mosaicismo parece antes reflectir a composi¢do celular dos diferentes tecidos e,
possivelmente, a sua historia em termos de desenvolvimento, embriondrio e pos-natal.

Uma possivel explicagio para a observagio de que o cortex cerebeloso apresenta
repeats menores € menor grau de mosaicismo, ndo s6 na DMJ e na SCA1, mas também
em outras doengas associadas a poliglutaminas expandidas (a doenga de Huntington, a
ADRPL e a ataxia de Friedreich), seria a menor propor¢ao de células gliais nesta regiéo,
particularmente rica em neurénios. As células que mantém potencial mitético durante a
vida do individuo, como as células gliais, poderiam contribuir maioritariamente para o
mosaicismo observado no SNC de individuos portadores de uma expansdo, que lenderia
a aumentar ao longo da vida, enquanto em células pds-mitdticas, tais como 0s neurénios,
0s repeals se manteriam mais estdveis.

No estudo apresentado no artigo V, determinou-se o grau de mosaicismo
somdtico do repeat expandido em specimens de cértex e de substincia branca cerebral de
doentes DMJ e SCA1, a [im de se comparar 0 grau de mosaicismo somatico nestas
estruturas, € de se estudar uma possivel correlagiio entre a idade de morte dos individuos
e o grau de mosaicismo somdtico observado. Em contraste com observagdes prévias em
doentes com ADRPL [Takano er al., 1996], ndo se observou uma correlago significativa
entre a idade de morte e o grau de mosaicismo observado no SNC dos doentes com DMJ
ou SCA1. A diferenga entre o grau de mosaicismo observado no cértex e na substiincia
branca também ndo era significativa em nenhum dos césos. Estes resultados sugerem que
o comportamento dos repeais CAG expandidos, em lermos de mosaicismo somatico,
pode diferir entre estas duas doengas e a ADRPL. No enlanto, nio s¢ exclui
complelamente a possibilidade de as células gliais serem os principais contribuintes para o
mosaicismo somdtico no SNC: estudos mais detalhados, recorrendo a microdissecgio e

single-cell PCR, poderio permitir esclarecer definitivamente esta questao.
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Somatic Mosaicism in the Central Nervous
System in Spinocerebellar Ataxia Type 1
and Machado-Joseph Discase

Iscia Lopes- Cendes,*! Patricia Maciel,*f! Stephen Kish,f Claudia Gaspar,*t Yves Robiraille,§ H. Brent Clark,*
Amulf H. Koeppen,** Martha Nance,** Lawrence Schut,t1 Isabel Silveira,*t Paula Courinho,#
Jorge Sequeiros,t and Guy A. Rouleau, MD, PhD*

Spinocerebellar ataxia type 1 and Machado-Joseph disease are two autosomal dominant cerebellar ataxias caused by
expansions of unstable CAG repeats in the coding region of the causative genes. The selectivity of cell death and the
resulting characteristic neuropathological features in each of these diseases are not explained by the gene expression
patterns. Since the repeat size correlates with age at onset and severity of these diseases, somatic mosaicism, the result
of mitotic instability of the CAG repeat, could be the basis for specificity of neurodegeneration; brain structures with
larger expanded repeats would be more severely affected. To study the association between neuropathological changes
and somatic mosaicism of the CAG repeat size in the central nervous system of patients with these two ataxias, we
determined the size of the (CAG)n expansion in 20 different regions of the brain, brainstem, cerebellum, and spinal
cord from 3 patients with spinocerebellar ataxia type 1 and 3 with Machado-Joseph disease; these regions were selected
for their differential neuropathological involvement in the two disorders. We observed a considerable homogeneity of
repeat size ranges in all but 1 of the 20 regions examined: The cerebellar cortex showed slightly smaller (CAG)n tracts
in all specimens from both groups of patients. Our results suggest that the pattern of repeat size mosaicism, similar in
spinocerebellar ataxia type 1 and Machado-Joseph disease, reflects the developmental pathways and cell composition of

different central nervous system regions and is not the cause of selective cell death in these disorders.

Lopes-Cendes I, Maciel P, Kish S, Gaspar C, Robitaille Y, Clark HB, Koeppen AH, Nance M, Schut L,
Silveira I, Courinho P, Sequeiros J, Rouleau GA. Somatic mosaicism in the central nervous system
in spinocerebellar ataxia type 1 and Machado-Joseph disease. Ann Neurol 1996;40:199-206

Spinocerebellar araxia type 1 (SCA1) and Machado-
Joseph disease (MJD) are autosomal dominant spino-
cerebellar ataxias with onset in adule life [1, 2]. Both
disorders are characterized clinically by progressive
cerebellar ataxia with associated features including oph-
thalmoplegia and pyramidal signs. Autopsy studies in
SCALl and MJD patients showed symmetrical degener-
ation of circumscribed groups of neurons, which differ
in each of these disorders [2—8]. These two types of
spinocerebellar ataxia are associated with expansion of
a (CAG)n tract in the coding region of the causative
genes [9, 10], both of unknown function and without
homology to other known genes.

Some features are shared by these and other progres-
sive neurodegenerative disorders of adult onset associ-
ated with (CAG)n tract expansion—Kennedy's disease
or spinobulbar muscular atrophy (SBMA) [11], Hun-
tington’s disease (HD) [12], and dentatorubropallido-
luysian atrophy (DRPLA) [13, 14]—suggesting a com-
mon pathogenic mechanism. The autosomal dominant
transmission, together with evidence for the actual
translation of the mutant protein in HD [15, 16],
SCAl [17], and DRPLA (18] and the transgenic
mouse model of SCA1 [19], suggests a toxic gain of
function by the proteins containing an expanded gluta-
mine tract. In addition, the observed inverse correla-
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tion between repeat size and age at onset of disease [14,
20-27] indicates that this toxic effect is proportional to
the length of the polyglutamine tract. Several interest-
ing hypotheses have been advanced [28], but the mech-
anism of pathogenesis of the abnormal polyglutamine
strerch is still not understood.

Even if one assumes the existence of a common
pathogenic mechanism for the expanded polyglutamine
tract in all these CAG-related disorders, the explana-
tion for the very selective patterns of neuronal loss re-
mains unknown. Expression studies of the Hunting-
ton, DRPLA, and SCAl genes in humans showed
widespread expression, at the messenger RNA (mRNA)
(12, 13, 29-32] and protein levels [17, 18, 33], that do
not explain the differential neuropathological findings
characterizing each of these diseases.

Individuals affected with HD [34—36], DRPLA (37,
38], or SCAI [39] can have different sizes of the ex-
panded CAG repeart in different cells, as the result of
mitotic instabilicy of the repetitive sequence during
embryogenesis. Since the age at onset and severity of
disease presentation in patients are correlated with re-
peat size, one hypothesis is that somartic mosaicism is
the basis for specific cell death, with cells containing
larger (CAG)n tracts being more severely affected by
the rtoxic effect of the expanded polyglutamine. This
mechanism was previously suggested for HD [34].

To investigate whether any association exists be-
tween the size of the CAG repeat and neuropathologi-
cal involvement in SCA1 and MJD, we determined the
length of the (CAG)n tract in 20 different central ner-
vous system (CNS) regions of 6 patients, 3 with SCA1
and 3 with M]D.

Materials and Methods

Pathological Material

At autopsy, brains and spinal cord were obrained from 3
patients with end-stage SCA1 and 3 with M]JD; the 3 SCAL
patients and 1 MJD patient were members of previously
published pedigrees (40, 41]. All patients were wheelchair
bound or bedridden and died of bronchopneumonia. At au-
topsy the brains were split into two halves. One half-brain
was frozen and stored at —80°C, whereas the other half-
brain was fixed in 10% buffered formalin. Representative
cortical and subcortical sections were embedded with paraffin
and stained with hemaroxylin and eosin, Kliiver-Barrera,
modified Bielschowsky, and Holzer preparations. Peripheral
blood samples were not available for any of the 6 patients.

DNA Analysis

Twenrty different regions of interest were isolated from the
brain, brainstem, cerebellum, and spinal cord of the 6 pa-
tients {Table). The regions studied were selected based on
their differential pathological involvement in SCAl and
MJD. Fifty to 100 mg of tissue was obtained from each
region by careful dissection. Genomic DNA was extracted
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from the autopsy marerial following standard techniques
[42].

The (CAG)n-containing fragments of the SCAl and
MJD genes were amplified by polymerase chain reaction
(PCR), using the previously published primers Repl and
Rep2 for SCAL [9] and M]JD52 and MJD25a (a slight mod-
ification of MJD25, of sequence ATCCATGTGCAAAGG
CCAGCC) for MJD [10], using PCR conditions described
elsewhere (10, 43]. PCR products were separated on (%
polyacrylamide gels and, for determination of allele sizes, an
MI13 sequencing ladder (—40 primer) was run in parallel
and used for comparison. For M]D, ¥S—deoxyadenosine tri-
phosphate (dATP) labeling was used, whereas for SCA1 the
nonlabeled PCR products were transferred from the gel into
Hybond N+ membranes and hybridized with an a-2P 3'-
end-labeled (CAG)15 probe. Detection was done by autora-
diography in both cases. For the SCA1 gene, normal alleles
range in size from 19 to 37 CAG repeats, while affected
alleles range in size from 42 to 81 [20, 21]. The MJD gene
contains 12 to 37 CAG repeats in normal individuals, and
62 to 84 in patients [23].

Results

Neuropathology

Pathological specimens from all 6 patients showed se-
vere neuronal loss. The 3 patients with SCA1 had ab-
normalities characteristic of end-stage olivopontocere-
bellar atrophy (OPCA) with severe neuronal loss in the
inferior olives, pons, and Purkinje cell layer of the cere-
bellar cortex. By contrast, the 3 patients with MJD had
no cell loss in the inferior olives, only mild to moderate
neuronal loss in the cerebellar cortex, and moderate to
severe cell loss in the substantia nigra and basal pons.
The Table summarizes the pathological abnormalities
for each of the 6 patients studied.

Molecular Analysis of the (CAG)n Repeat

The normal allele had the same size in all CNS regions
studied for the 3 SCA1 and the 3 MJD patients, with
a single strong band distinctively seen on the autora-
diographs (Fig). The expanded allele showed numerous
bands, with a larger number of bands present in speci-
mens from SCAI patients. This was seen even when
SCA1 and M]JD samples were electrophoresed in paral-
lel and the same method of detection (**P-dATP label-
ing) was used for both. For each patient, the size range
of the expanded allele was homogeneous in all different
regions, except for the cerebellar cortex where the ex-
panded repeat was smaller than the strongest band for
the other areas studied, in both SCAl and MJD. In
addicion, the number of bands observed for the ex-
panded allele in the cerebellar cortex was smaller than
that in all other regions (more obviously so in the
SCAI specimens), indicating that less somatic mosa-
icism is present in the cerebellar cortex. Other apparent
differences in the number of bands berween the various
regions observed in any one specific experiment were



Neuropathological Abnormalities Found in CNS Specimens of Patients
with Spinocerebellar Astaxia Type I (SCAI) and Machado-Joseph Disease (MJD)*

Anatomical Regions Studied SCAL A

SCAL B

SCAL1 C

. Area 9—frontal cortex
. Area 22—temporal cortex
. Area 7a—parietal correx
Area 18—occipital cortex
Caudate nucleus —
Putamen
Hippocampus
. Medial dorsal nucleus of the thalamus -
. Nucleus lateralis of the thalamus -
10. Anterior dorsal nucleus of the thalamus -
11. Centromedian nucleus of the thalamus -
12. Red nucleus s
13. Internal globus pallidus =
14. External globus pallidus —
15. Area 23—cingulate cortex NE
16. Cerebellar cortex + 4+
17. Medial segment of the pulvinar nucleus +

of the thalamus
18. White martter -
19. Pons +++
20. Cervical segment spinal cord +++

|+ + +

10 90 N OV W po
+

NE NE
+++ 4
- - - - NE

++ ++ - - +ot
- - + NE +

B NE ++
NE — NE
+1++ - +

+4+ ot s +++ ++
+++ +++ +++ +4+ ++

Artrophy was classified into four categories: — = no atrophy; + = mild atrophy; ++ = moderare atrophy; +++ = severe atrophy. NE

= not examined.

“Letters A-F next to disease designations (SCA1, M]D) in column headings correspond to parients represented in Fig A-F.

not reproducible, probably resulting from differences
in the amount of DNA present or the efficiency of
each specific PCR. The difference between the cerebel-
lum and the remaining areas, regarding both the size
of the expanded repeats and the amount of mosaicism,
was consistent in at least four experiments for all 6
patients analyzed.

Discussion

Somatic mosaicism of the expanded CAG repeat was
first found in HD [34-36], which initally suggested
that the size of the (CAG)n in different CNS regions
correlated with pathological involvement, because a
smaller (CAG)n was observed in the cerebellar cortex,
which is not typically involved in HD [34]. Other
studies, however, did not detecrt significant differences
in size between different brain regions in HD patients
(44, 45]. Somatic mosaicism of the (CAG)n tract was
also observed in DRPLA and SCAI1, with differences
found between CNS and peripheral tissues, but no ap-
parent association with neuropathological features [38,
39]. However, the SCAI study was based on a limited
number of specimens.

We investigated somatic mosaicism within the CNS
in further detail in two autosomal dominant spinocere-
bellar ataxias for which the causative genes are
known—SCA1l and MJD. Their similar phenotypes,
with nonetheless distinctive clinical and pathological
features, make these two disorders particularly interest-

ing for this type of comparative study. We chose 20
different anatomical areas in an attempt to detect a
possible relationship between neuropathology and size
of the expanded (CAG)n. The selection of CNS areas
to be studied was based on their differential involve-
ment in each of these disorders [2—8]. Our study was
designed to thoroughly test the hypothesis, as a large
number of anatomical areas were examined.

Our results show that there is mosaicism in terms
of the size of the expanded CAG repeat in the CNS of
SCAL1 and MJD patients. Interestingly, the mosaicism
pattern seems to be similar in CNS specimens from
patients with either disease, in spite of the distinct neu-
ropathological abnormalities seen in SCAl and MJD
[2-8]. All regions studied were homogeneous in terms
of repeat size range, except for the cerebellar cortex,
which showed smaller (CAG)n tracts in both diseases.
The cerebellar cortex is one of the main structures de-
generated in SCA1 patients, but it is usually preserved
or only mildly affected in MJD. If mosaicism of the
CAG repeat was the basis for the selectivity of neurode-
generation, one would expect the expanded (CAG)n
to be larger in the cerebellar cortex of patients with
SCAL, but not in M]JD patients. Therefore, the present
findings exclude any association between repeat size
and specificity of neurodegeneration in SCAl and
MJD. Other cell-specific factors must be responsible
for the selectivity of neurotoxicity of the expanded
polyglutamine tract in these discases.
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Fig (continued).

Recent reports for HD [34], DRPLA [38],
SCAL [39] also showed that the cerebellum has a
smaller (CAG)n compared to other reglons studied. It
is possible that the mosaicism pattern is related to spe-
cific cell division rates during embryonic development
of the different cell types. It has been suggested that
the cerebellum, less rich in glia and other types of non-
neuronal cells compared to other scructures of the brain
(therefore less rich in dividing ce Ils), might undergo
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less repeat expansion [39]. In agreement with this hy-
pothesw are the results of a recent study of brain mosa-
icism in DRPLA, which showed that the number of
bands observed for the expanded repeat within brain
regions other than cerebellum increased with the age
of the patient at the time of death [46]. This suggests
that the dividing cells contribute largely to the somatic
mosaicism, whlch increases during life due to continu-
ing mitosis. Another possible explanation for the obser-



vation of a smaller expanded repeat in the cerebellar
cortex in HD, DRPLA, SCA1, and MJ]D patients is
that the cells in the cerebellar cortex may be particu-
larly susceptible during development to the toxic effect
of the expanded CAG repeat, and that a selection bias
would eliminate the cells with larger repeats.

The fact that differences in expanded (CAG)n size
between the cerebellum and the rest of the CNS areas
were not very large in the 6 brains studied could reflect
the inicial size of the expanded repeat inherited by each
individual, with larger repeats being more unstable dur-
ing mitotic cell divisions. In previous studies of HD
brain specimens, the mosaicism was more pronounced
in patients with juvenile-onset disease, carriers of a
larger expanded allele [34]. All our SCAl and M]D
patients had what can be considered medium-sized ex-
panded alleles in the CNS, and none had juvenile-
onset disease.

There are some limitations to the type of study we
performed, the most important one being the size of
the tissue sample collected in each region: On the one
hand, some of the structures degenerated in SCAl or
MJD (such as the dentate nucleus, inferior olives and
substantia nigra) are often so small that it is difficult
to dissect them apart from surrounding structures; on
the other hand, the resolution of dissection may be
insufficient to detect differences in repeat size that
could exist between different types of cells. In fact, the
observation of a large number of bands for the ex-
panded allele in the samples studied suggests that there
is mosaicism of the repeat size within each anatomical
region sampled, with differences between individual
cells or between different types of cells, or both. An-
other possible limitation of this kind of study is that
even though to test the correlation between repeat size
and specificity of neurodegeneration, the cells of great-
est interest would be the ones that have undergone
degeneration, the repeat size range determined for each
region can only be the one corresponding to the surviv-
ing tissue. The only way to overcome this difficulty
would be to study CNS specimens of carriers of the
expanded repeat before the onset of neurodegeneration,
who died from other causes. This type of material was
not available to us.

In conclusion, our results suggest that although so-
matic mosaicism of (CAG)n length is present in the
CNS of SCA1 and MJD patients, the differences in
repeat size berween cells are the result of a cell-specific
pattern of mitotic division during development, and
are not the basis for the differential neuropathological
involvement, and therefore the specificity of pheno-
type, in these two disorders.
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Letters to the Editor

Am. |. Hum. Genet. 60:993-996, 1997

Mosaicism of the CAG Repeat in CNS Tissue in
Relation to Age at Death in Spinocerebellar Ataxia
Type 1 and Machado-Joseph Disease Patients

To the Editor:

Machado-Joseph disease (MJD) and spinocerebellar
ataxia type 1 (SCA1) are two autosomal dominant
spinocerebellar ataxias caused by the expansion of a
polyglutamine tract in the MJD1 (Kawaguchi et al.
1994; Trottier et al. 1995) and ataxin-1 (Chung et al.
1993; Banfi et al. 1994; Servadio et al. 1995) gene prod-
ucts, respectively. This specific type of dynamic mutation
has been associated with other neurodegenerative dis-
eases, namely Kennedy disease (La Spada et al. 1991),
Huntington disease (HD) (Huntington’s Disease Collab-
orative Research Group 1993), dentatorubropallidoluy-
sian atrophy (DRPLA) (Koide et al. 1994), and spinocer-
ebellar ataxia type 2 (Imbert et al. 1996; Pulst et al.
1996; Sanpei et al. 1996), for which the mutated genes
have been identified, and spinocerebellar ataxia type 7
(Trottier et al. 1995), where the causative gene is still
unknown.

Instability of the expanded polyglutamine-coding
(CAG), tracts during cell division leads to changes
in repeat length, either contractions or expansions,
resulting in certain populations of cells carrying differ-
ent repeat lengths. Somatic mosaicism of the (CAG),
tract has been demonstrated in MJD (Lopes-Cendes
et al. 1996) and SCA1 (Chong et al. 19935) as well as
in HD (Telenius et al. 1994) and DRPLA (Ueno et al.
1995). It is interesting that the pattern of repeat size
distribution in CNS is similar in MJD and SCA1 pa-
tients (Lopes-Cendes et al. 1996) as well as in the
other polyglutamine-related diseases (Telenius et al.
1994; Ueno et al. 1995). Therefore, somatic mosa-
icism seems to be the result of differences in the pat-
tern of development and/or cell composition of each

structure in CINS and does not contribute directly to
the specific pattern of cell death.

Given that in HD, DRPLA, SCA1 and M]D patients
cerebellar cortex has the smallest repeat size and least
mosaicism of all CNS regions studied (Telenius et al.
1994; Chong et al. 1995; Ueno et al. 1995; Lopes-
Cendes et al. 1996), and because the ratio of neuronal
to glial cells in cerebellar cortex is higher than else-
where, it was suggested that the main source of ex-
panded repeat instability in the CNS would be the glia
that continue dividing, whereas neurons are postmi-
totic (Chong et al. 1995). This hypothesis is supported
by a study in DRPLA postmortem brain specimens
(Takano et al. 1996), where a wider range of repeat
sizes was observed in older individuals. It was postu-
lated that the continuous mitotic division of the glial
cells throughout life leads to this increased somatic
mosaicism.

We have determined the repeat size range in post-
mortem cerebral cortex specimens of 11 MJD and 7
SCA1 patients and in cerebral white-matter specimens
of @ M]D patients and 6 SCA1 patients (tables 1 and
2; fig. 1) and attempted to correlate the amount of
somatic mosaicism with age at death of each individ-
ual. We studied cerebral cortex and cerebral white-
matter samples because these regions remain unaf-
fected in SCA1 and MJD (Schut and Haymaker 1951;
Rosenberg et al. 1976; Coutinho and Andrade 1978;
Coutinho et al. 1982; Sakai et al. 1983; Kanda et al.
1989; Robiraille et al. 1995). This has allowed us to
study the behavior of the expanded (CAG), during
the life of the individual independently of the disease
process (neuronal death, possible gliosis) as well as to
compare two regions with different proportions of
glial and neuronal cells.

DNA was extracted from samples of ~100 mg of
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Table 1
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Age at Death and Molecular Characteristics of the 11 MJD Patients Tested

Age at Death Normal Allele

Expanded Allele

Mean No. of Bands  Mean No. of Bands

Patient (years) (CAG unirs) (CAG units) in Cortex® (SD) in Whire Matter* (SD)
90-274 63 12 69 10 (.6) 9(1.4)
94-547 63 20 74 10 (1.7) 12:(7)
M-448 62 12 71 10 (1.3) 10 (1)
93-423 58 20 75 10 (0) 11 (1.7)
94-453 56 24 73 12 (1.5) 10 (1)
M-268 46 18 75 12 (1.4) 11 (1.2)
M-318 44 20 77 10 (.6) 10 (1.2)
M-420 43 20 78 10 (.7) 10 (1.2)
88-196 27 20 80 9 (0) 10 (1.7)
2303 56 12 75 10 (2) 5 22
1965 52 24 74 9{2.3) B

* Average of three experiments.

® Cerebral white matter sample was nor available for typing.

postmortem cerebral cortex and cerebral white matter
by use of standard techniques (Sambrook et al. 1989),
and the CAG repeats in the MJD1 and SCAT genes
were amplified by PCR as described elsewhere (Orr et
al. 1993; Kawaguchi et al. 1994). The size of PCR
products was determined by electrophoresis in a dena-
turing polyacrylamide gel in parallel with an M13 se-
quencing ladder, and detection was performed by au-
toradiography. Each experiment was repeated three
times to avoid inconstancy of results because of varia-
tion in intensity of signal. The results were analyzed
by densitometry with a SciScan 5000 scanning densi-
tometer (United States Biochemical). The repeat size,
defined as the size of the strongest band and the mean
number of bands (with =10% of the intensity of the
strongest band), for each sample was established. The
correlation between the amplitude of the size range
(mean number of bands) and the age at death in each
of the two diseases was studied by regression analysis.

Table 2

The degree of mosaicism (mean number of bands) of
cerebral cortex and white-matter samples was com-
pared using a paired t-test.

We observed the presence of marked somatic mosa-
icism in terms of the expanded (CAG), length in all
samples tested (fig. 1). The quantitative results are
shown in table 1 (M]JD) and table 2 (SCA1). In the
cerebral cortex, correlation coefficients of r = .19 (P
= .56) and r = —.37 (P = .42) were obtained for MJD
and SCAI1, respectively. In cerebral white matter, the
correlation coefficients were r = .15 (P = .69) for M]JD
and r = —.5 (P = .31) for SCA1. The comparison of
the degree of mosaicism in white matter and cortex indi-
cated that there is no significant difference between the
two structures, either in MJD (P = .47) or in SCAl
(P = .14).

In contrast to the observations for DRPLA (Takano
et al. 1996), no significant correlation was observed be-
tween age at death and the amount of mosaicism, in the

Age at Death and Molecular Characteristics of the Seven SCA1 Patients Tested

Age at Death  Normal Allele Expanded Allele Mean No. of Bands ~ Mean No. of Bands
Patient (years) (CAG units) (CAG unirs) in Correx* (SD) in White Mateer* (SD)
94-538 77 31 44 11 (1.5) ar W
M-652 68 30 45 11 (.6) 13 (1.7)
M-378 65 29 45 11 (1) 12 (2.1)
91-288 57 30 54 15 (4) 15 (2.5)
93-441 53 28 54 16 (2.8) 15 (1.5)
90-276 45 30 36 11 (0} 14 (4)
92-271 38 31 56 13 (4) 14 (0)

* Average of three experiments.
g p

" Cerebral white marrer sample was not available for typing.
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EA

C WM

NA

Figure 1 PCR amplification of the CAG repeat in the MJD1
(A) and SCA1 (B) genes in postmortem specimens of cerebral cortex
and cerebral white matter of affected individuals. Samples are ordered,
from left to right, according to tables 1 and 2. Age at death increases
from left to right . In panel A, samples belonging to patients 2303
and 1965 are not shown. NA = normal allele; EA = expanded allele;
C = cerebral cortex; WM = cerebral white matrer.

*These authors contributed equally to this work.
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cerebral cortex or white matter, in our sample of MJD
and SCA1 patients. In addition, a direct comparison of
the cerebral cortex and white matter did not reveal a
significant difference in the degree of mosaicism between
these structures. These observations suggest that the ex-
panded repeats involved in MJD and SCA1 might be-
have differently from DRPLA during cell division. This
could be associated with the influence of polymorphisms
or flanking sequences surrounding the SCA1, MJD, and
DRPLA genes.

One limitation of our study is the small number
of postmortem samples available for testing, for both
MJD and SCA1. However, the MJD and SCA1 sample
sizes in our study are equivalent to the one in the
DRPLA study by Takano et al. (1996), and the range
of ages at death is also comparable: 36 years for MJD
and 30 years for SCA1l. Nonetheless, it is possible
that our sample is too small to detect a more subtle
correlation between age at death and amount of mosa-
icism.

In conclusion, our results do not confirm the exis-
tence of a direct correlation between age at death and
the degree of somatic mosaicism in CNS in MJD and
SCA1, indicating that differences in terms of somatic
instability exist between these two expanded CAG re-
peats and DRPLA. These results do not, however,
completely exclude the possibility that glial cells might
be the main contributors to the somatic mosaicism
of expanded repeat size: more detailed studies, using
microdissection and single-cell PCR, would be needed
in order to improve our understanding of the origin
and biological relevance of somatic mosaicism in the
different CAG-related disorders.

PaTriciA MACIELY** Iscia LoPES-CENDES,"* STEPHEN
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Research Institute, Montreal; *Laboratorio Genética
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Instabilidade intergeracional do repeat CAG expandido

A instabilidade intergeracional € uma das caracteristicas mais importantes das
expansOes de repeats de trinucleotideos associados a doengas, levando a variagio de
tamanho do repeat entre familias e no seio de uma mesma familia, que se manifestam sob
a forma de idades de inicio e apresentagdes clinicas diferentes. E também a instabilidade
genética dos repeats que constitui a base do fenémeno de antecipagiio observado nestas
doengas.

Recentemente, demonstrou-se o efeito de um polimorfismo intragénico no gene
causador da doenga de Machado-Joseph, localizado imediatamente apés o repeat CAG
(C?87GG/G®87GG), na instabilidade intergeracional do repeat CAG expandido [Igarashi
et al., 1996a). Surpreendentemente, observou-se o efeito nio sé do alelo deste
polimorfismo presente no cromossoma associado 2 doenga, mas também do alelo
presente no cromossoma normal, sugerindo a existéncia de uma interacg@o entre os alelos
normal e expandido que afecta de algum modo a fidelidade de replicagio da sequéncia
(CAG)p. Este efeito poderia ser um efeito directo do polimorfismo em questdo, ou,
alternativamente, o polimorfismo poderia estar em desequilibrio de li gag¢do com uma outra
sequéncia flanqueante que afecte a instabilidade do (CAG)p, expandido. A fim de
confirmar estes resultados na nossa populagdo e de distinguir entre um efeito directo ou
indirecto do polimorfismo C*37GG/G%GG, estuddmos 70 pares transmissor-
descendente, para os quais se conhecia a variagio do tamanho do (CAG)p expandido,
determinando os alelos de trés polimorfismos intragénicos: C%87GG/G987GG,
TAAIIBTACILIIB e A669TG/GS69TG. Os nossos resultados confirmam a existéncia de
um efeito significativo do cromossoma normal na instabilidade do (CAG)p, expandido do
gene MJDI1; no entanto, apenas os polimorfismos C97GG/G%87GG e
TAAMIBTAC!118 |ocalizados a juzante do repeat CAG, parecem ter efeito em termos de
instabilidade intergeracional do repear CAG expandido, enquanto o polimorfismo
ASS9TG/GS6°TG, situado a montante da sequéncia repetitiva CAG, ndo tem efeito no

grau de instabilidade. Desconhecem-se ainda os mecanismos moleculares pelos quais o

il



cromossoma normal poderd afectar a estabilidade intergeracional do repeat expandido,
sendo necessdrios estudos adicionais para esclarecer esta questao.

Estudou-se também, numa populagdo controlo de 125 individuos, os
polimorfismos AS69TG/GS6°TG, C%®7GG/G%87GG e TAA!IZTACI!I8 a fim de
determinar possiveis associagdes entre haplétipos e tamanhos do (CAG)p que sugerissem
uma origem para o cromossoma MJD1 a partir, por exemplo, de um subgrupo de
cromossomas normais mais propensos a instabilidade. A observagao de uma associagao
entre os alelos normais de maior tamanho com quatro haplétipos diferentes, sem
predomindncia clara do haplétipo ACA (que € o haplé6tipo mais frequentemente associado
ao (CAG)p expandido nos doentes), ndo € no entanto compativel com esta possibilidade.
Estes resultados, em combinagao com a auséncia de qualquer efeito das sequéncias em cis
do (CAG)p expandido na sua instabilidade intergeracional, sugerem que a origem do
gene MJD1 mutado ndo se deva a inser¢ao do repeat CAG num haplétipo que

predisponha a instabilidade genética.
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Abstract

The intergenerational instability is one of the most important features of the disease-
associated trinucleotide expansions, leading to variation in size of the repeat between and
within families, which manifests as variable age at onset and severity, and is the basis for
the occurrence of anticipation. Several factors are known to affect the degree of instability,
namely the type of repeated sequence, its initial size, the presence or absence of
interruptions in the repetitive tract and the gender of the transmitting parent. A recent study
demonstrated the effect of an intragenic polymorphism in the Machado-Joseph disease
causative gene, immediately downstream of the CAG repeat (C987GG/G987GG), on the
intergenerational instability of the expanded repeat. Surprisingly, there was an effect not
only of the polymorphism present in the disease chromosome, but also of the allele of the
polymorphism in the normal chromosome, suggesting the existence of an interaction
between the normal and expanded alleles that affects the fidelity of replication of the
(CAG)p tract. This effect could be a direct effect of the polymorphism studied, or ,
alternatively, the polymorphism could be in disequilibrium with some other flanking
sequence which affects the instability of the repetitive (CAG)y tract. In order to confirm the
previous results in a different population and to distinguish between a direct and indirect
effect of the CGG/GGG polymorphism, we typed 70 pairs parent-progeny for which the
variation in the (CAG)p length in the MID1 gene was known, for three intragenic
polymorphisms, the C987GG/G987GG and two additional, newly described ones,
TAAIIBTACITI8 and ASGITG/GEOOTG. We also typed a control population of 125
individuals for the C?87GG/G87GG and TAAIIBTACI118 polymorphisms, in an
attempt to identify any association between haplotype and (CAG)p length in normal
chromosomes, suggestive of a instability-predisposing effect of the repeat-flanking
sequences, which could have led the origin of the MJD in the human population.
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Introduction

Machado-Joseph disease (MJD) is an autosomal dominant spinocerebellar ataxia of
adult onset [1], of variable clinical presentation. Its manifestations include cerebellar ataxia
and progressive external ophthalmoplegia, associated in a variable degree to pyramidal
signs, dystonia, rigidity, amyotrophy, and peripheral neuropathy [1-4]. The mutation
associated with this disorder is the expansion of a (CAG)p tract in the coding region of the
MID1 gene [5], which in normal individuals contains from 12 to 39 repeat units and in
expanded chromosomes from 62 to 84 repeat units [5-7]. This mutation is one of the so-
called dynamic mutations [8], because the number of trinucleotide units in the expanded
repeat segment is not always the same but rather changes along the generations, due to
instability of the expanded repeat during mitotic and meiotic cell divisions [5, 6, 9].

Although the mechanisms of trinucleotide repeat instability are still not understood,
a variety of factors have been implicated as modulating intergenerational repeat instability in

- the diseases associated with dynamic mutations, namely the sex of transmitter [6, 7, 10-
21], the size of expanded repeat in the transmitting parent [10-15, 21-23], the presence or
absence of an interruption of the repeat [19, 24-28] and even the sex of the descendent
[29].

We and others have previously shown that in MJD families the sex of the
transmitting parent has a significant effect in determination of intergenerational instability
(6, 7, 20], with male meiosis associated with larger variations of repeat size, both
contractions and expansions. However, there was no association between size of CAG
repeat length in the transmitting parent and change in CAG repeat length during
transmission [6], nor with the presence of the CAA interruption at the 5' end of the CAG
repeat, since both control and expansion-carrying individuals carry this interruption [20,
30].

A single-base substitution polymorphism (C?87GG/G%87GG) at the 3' end of the
CAG repeat in the MID1 gene [5] was recently demonstrated to be associated with
differential intergenerational instability of (CAG)p length [20]. Surprisingly, this effect on
instability is not observed uniquely for the allele in the disease chromosome (allele in cis
with the expansion); the combination with the allele in the normal chromosome (allele in
trans) was shown to be determinant for the degree of intergenerational instability. The
biological meaning of these findings is still unclear: while it is possible that this association
results from a direct effect of the base substitution at the site examined, it alternatively may
reflect the effect of a sequence or gene closely linked to this site.

In order to confirm the previous observations in a different population and to
distinguish between a direct and indirect effect of the C987GG/G87GG polymorphism, we
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analyzed the influence of three intragenic single-base substitution polymorphisms, the
C987GG/G%7GG and two additional, newly described ones, TAA!!18TACI118 and
AS69TG/GS6°TG, on intergenerational instability of the expanded CAG tract in the MJD1
gene in our set of families. Additionally, we studied a control population for the three
intragenic polymorphisms, in an attempt to identify an association between haplotype and
(CAG)p, length in normal chromosomes that might give an insight into the origin of the

MJD mutation in the human population.

Methods

Subjects

Our study refers to 117 individuals with a previously detected (CAG)n expansion
in the MJD1 gene, including affected individuals and asymptomatic carriers, constituting 70
pairs parent-progeny. These pairs were contributed by 21 different families; one family,
B1, contributed 18 pairs (approximately 26%), another contributed 8 pairs (approximately
11%).

Given that the great majority of families in our MJD population was traceable to a
Portuguese-Azorean origin, for the study of the association between haplotypes and
(CAG)n length we used a control population of Azorean origin, including 125 normal
individuals with no known relationship to an MJD family.

Blood samples were obtained with informed consent from all individuals, and
genomic DNA was extracted of lymphocytes as described elsewhere [31].

Size of the CAG repeat and typing of intragenic polymorphisms

Amplification of CAG repeat-containing fragment of the MJD1 gene was performed
by PCR using previously described conditions [5], and the size of the PCR products was
determined by denaturing polyacrylamide gel electrophoresis, in parallel with an M13
sequence ladder.

The intragenic polymorphism C987GG/G987GG, situated at the 3' end of the CAG
repeat, was detected by allele-specific PCR wusing primers ASPI
(ACTCTGTCCTGATAGGTCCCC) or ASP2 (ACTCTGTCCTGATAGGTCCCG) in
combination with MJD52 [5]. The stop codon polymorphism TAA1118/TAC!118 [32] was
detected by allele-specific PCR using primers ASP3 (GCAAAAATCACATGGAGCTCG)
or ASP4 (GCAAAAATCACATGGAGCTCG) in combination with MID52. In both cases,
the PCR reaction was performed using the same conditions used for amplification of the
CAG repeat, except for the annealing step, which was performed at 61°C for 30 seconds.
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The PCR products were analyzed on a denaturing 6% polyacrylamide gel and visualized by
autoradiography.

The ASSTG/GS%°TG polymorphism was detected by SSCP analysis by
electrophoresis in a 0.5X MDE gel (FMC BioProducts) with 5% glycerol; the PCR
amplification was performed using primers MIDIVSR (TACTAGAGCTTATTTGCCAG)
and MJD734R (CAGAGCCCTCTGCAAATCCT), in a solution containing 1X PCR buffer
(Perkin Elmer), 0.2 mM dNTP-A, 0.03 mM dATP, 8 ng/ul each primer, 0.2 uCi 358
dATP, 0.1 pg/ul BSA, 0.12 U AmpliTaq (Perkin Elmer). The amplification conditions
were as follows: initial denaturation for 10 minutes at 94°C, followed by 1 minute at 94°C,
1 minute at 56°C and 1 minute at 72°C for 30 cycles and a final elongation period of 5
minutes at 72°C. When necessary, the polymorphisms were typed for both parents and
progeny, in order to determine phase.

The relative positions of the three intragenic polymorphisms studied in the MJD1
gene is shown in Figure 1. The results are shown in the tables taking in consideration the
order of the polymorphisms, from 5' to 3, in the MJD1 ¢cDNA.

Statistical methods

In order to analyze the associations between intragenic polymorphisms and the size
of the CAG repeats in normal chromosomes (of control individuals), we compared the
frequencies of the alleles in three classes of normal chromosomes, grouped according to
size of (CAG)n (up to 21, 22 to 26, and more than 27 repeat units), using Fisher's Exact
test 2xk and Pearson Chi-square test.

The intergenerational changes in CAG repeat length were analyzed by comparison
of absolute change in size of the expanded allele during transmission. Fisher's Exact test
(2x2) was used to determine if intergenerational change in repeat number between parent
and offspring, expressed as two classes of variation (difference of more than two repeat
units between parent and progeny - small variation - and difference of up to two repeat
units - large vanation), was associated with sex of transmitting parent.

The distribution of the variable intergenerational changes in CAG repeat length as
defined is highly skewed, therefore non-parametric methods are appropriate for hypothesis
testing; Mann-Whitney U test or Kruskal-Wallis ANOVA were used to assess associations
between alleles/haplotypes and instability.

Linkage disequilibrium analysis was performed by determination of the d value, as
described previously [33, 34].

All analyses were performed using procedures of SPSS, release 6.1.3, ©SPSS
Inc. (1989-1995) and Exact 2xk- Exact test for a 2xk table, version 2.04, © JH Abramson
& PM Gahlinger (1993-1996).
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Figure 1. Relative position of the intragenic polymorphisms
studied in the MJD1 cDNA.

Results

Larger sizes of the (CAG)n in MJDI are not exclusively associated with specific
alleles of the intragenic polymorphisms.

The distribution of CAG repeat sizes in the normal chromosomes of our
Portuguese-Azorean control population is trimodal, with modes at 14, 24 and 28 CAG
repeats. For the analysis of association between intragenic polymorphisms and (CAG)p
length in normal chromosomes, three groups of normal alleles (defined based on the
(CAG)n lengths - from 15to 21, 22 to 26 and 27 to 36) were compared. The frequencies
of the CGG and GGG alleles of the C®87GG/G*87GG polymorphism were significantly
different between groups (Fisher's exact test , p=0.0021). The detailed analysis of the
distribution of these alleles revealed that although there is an increased relative frequency of
the CGG allele among the chromosomes with larger CAG repeats when compared with the
small and medium CAG repeats, this allele is not exclusively associated with the larger
repeat lengths or even the predominant allele in this group of chromosomes (figure 2a).

The same analysis was performed for the TAA!118/TAC1118 polymorphism in 231
normal chromosomes, and we observed a difference in distribution (p=0.0000), but
although there was an enrichment of allele TAA among the larger CAG repeat-containing
normal alleles when compared to the small or medium size repeats, no predominance or
exclusive association of this allele with larger repeats was observed (figure 2b).
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For the AS69TG/G%%9TG polymorphism, in numerous cases it was not possible to
determine which allele co-segregated with each (CAG)p length in normal chromosomes,
due to the detection technique used, therefore a limited amount of control cases could be
analyzed (only the individuals which were homozygous either for the polymorphism or for
the repeat size could be used, n=154). Similar results were obtained for this polymorphism
(figure 2c, p=0.051) as for the C987GG/G?87GG and TAA!118/TAC!118 polymorphisms.
A summary of these results is presented in table 1.

Table 1. Comparison of the distribution of CAG repeat length in normal chromosomes
carrying different alleles of the three intragenic polymorphisms in the MJD1 gene
(Fisher's exact test, considering three groups).

polymorphism allele n significance

a 12 0.0051
ABSITG/GSS9TG B 142

c 56 0.0021
C987GG/G87GG g 176

a 49 0.0000
TAA!II8TACI1I8 c 182

Haplotypes were possible to determine for 133 individuals, and the analysis of the
distribution of haplotypes according to (CAG), sizes revealed that four different haplotypes
are present in the normal chromosomes with larger CAG repeats (figure 3), and that,
although we could observe an increased relative frequency of the ACA haplotype among
these chromosomes when compared to the chromosomes with medium size and small
(CAG)n tracts, there is no exclusive association or even predominance of this haplotype
among normal chromosomes carrying larger CAG repeats. The difference in (CAG)p, size

distribution among haplotypes was not statistically significant .
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Effect of gender of transmitting parent on intergenerational instability of expanded
(CAG)n

We confirmed our previous observation regarding the effect of the gender of
transmitting parent on intergenerational instability [6]: when two classes of variation in
(CAG)qp size between parent and progeny were considered (small variation and large
variation), there was a significant difference between the maternal and paternal
transmissions, with increased instability (large variation) associated with male meiosis
(p=0.0017, Fisher's exact test).

No apparent association between the alleles of intragenic polymorphisms in cis of
the (CAG)y expansion and amplitude of intergenerational variation of expanded (CAG)p
size.

We detected no significant difference in the distribution of absolute variation of
(CAG)p length during transmission between individuals carrying either the C or G alleles
of the C987GG/G®87GG polymorphism in cis with the expanded allele (Mann-Whitney U-
test, p=0.150). Likewise, no significant difference between the CGG or GGG alleles was
observed when considering three or five classes of intergenerational variation of repeat size
(results not shown). When the gender of the transmitter was taken into account, there was
still no significant difference between carriers of CGG or GGG alleles (see table 2).

The comparison of absolute variation in repeat size between individuals carrying
either the A or the C variants of the TAAI8/TAC!118 polymorphism in cis with the
expanded CAG also revealed the absence of a significant difference in the median of the
absolute variation in repeat size between the two groups (Mann-Whitney U-test,
p=0.450). The same was observed for the AS6°TG/G6¢TG polymorphism (Mann-
Whitney U-test, p=0.700).

No association was detected between the presence of any particular intragenic
haplotype in cis (defined by the three intragenic polymorphisms mentioned above) with
increased instability (Kruskal-Wallis test, p=0.378). Similar results were obtained for
partial haplotypes, defined by combinations of two of these polymorphisms.
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Table 2. Association of the alleles of the three intragenic polymorphisms in the MJD1
gene in cis of the expanded (CAG)p with increased intergenerational instability of the

repeat (Mann-Whitney test).

male female
polymorphism all transmissions transmissions transmissions
AS69TGIGSS9TG p=0.700 p=0.692 p=0.616
Co87GG/G%87GG p=0.150 p=0.123 p=0.755
TAAIIBTACL118 p=0.450 p=0.287 p=0.613

Influence of the genotype of intragenic polymorphisms on the intergenerational
instability of the expanded (CAG)p,.

When the transmission events were divided in groups according to genotype of the
transmitting parent for the C¥87GG/G87GG polymorphism, taking both the alleles in cis
and in frans into account (table 3), there was a significant difference in the median of the
absolute variation in repeat length during transmission between the groups, with the
parental (CAG)exp-CGG/(CAG)normal-GGG genotype associated with increased
instability (Kruskal-Wallis test, p=0.028).

When the genotype of the stop codon polymorphism was considered, the
(CAG)exp-TAA/(CAG)normal-TAC polymorphism was associated with larger
intergenerational variation, but the difference was not statistically significant (Kruskal-
Wallis test, p=0.080).

The parental genotype for the A66°TG/G6%°TG polymorphisms did not have a
significant effect on instability (Kruskal-Wallis test, p=0.632).
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Table 3. Association of genotypes (alleles in cis+trans of the expanded repeat) of the
three intragenic polymorphisms in the MJID1 gene with increased instability (Kruskal-
Wallis) .

male female
polymorphism all transmissions transmissions transmissions
AS63TG/GSSTG p=0.632 p=0.914 p=0.304
C287GG/IGo%7GG p=0.028 (CG) p=0.623 p=0.014 (CG)
TAAII8TAC1118 p=0.080 (AC) p=0.685 p=0.027 (CC)

Effect of the alleles of intragenic polymorphisms present in the normal chromosome
on the amplitude of intergenerational variation of expanded (CAG)y, size in the MJD
chromosome.

The previous observations suggest an effect of the genotype for the intragenic
polymorphisms C*87GG/G®87GG on intergenerational instability but, surprisingly,
exclude a noticeable effect of the alleles of this polymorphism in cis of the expansion. To
further investigate these results, we studied the effect of the alleles of the three intragenic
polymorphisms present in the normal chromosome of the transmitting parent (in frans of
the expansion) on intergenerational instability of the expanded repeat. The results of this
analysis are shown in table 4. A highly significant association was observed between the
presence of the C variant of the C°®’GG/G°%’GG polymorphism on the normal
chromosome of the transmitting parent and an increased amplitude of intergenerational
variation in expanded repeat size (Mann-Whitney U-test, p=0.019)

A similar analysis for both the TAAIII8/TAC!!I8 and the ASS9TG/IGS6°TG
polymorphisms revealed an association of the C variant of the stop codon polymorphism
present in the normal chromosome of the transmitter with an increased intergenerational
instability of the expanded repeat (Mann-Whitney U-test, p=0.024), but no such
association was detected for the AS$*TG/G66°TG polymorphism (Mann-Whitney U-test,
p=0.291).
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Table 4. Association of the alleles of the three intragenic polymorphisms in the MJID1
gene in trans of the expanded (CAG)p with increased intergenerational instability of the
repeat (Mann-Whitney test).

male female
polymorphism all transmissions transmissions transmissions
ASS9TG/GSS°TG p=0.291 p=0.942 p=0.092 (G) B
C987GG/G2%7GG p=0.019 (G) p=0.301 p=0.040 (G) J
TAA!118TACI1IS p=0.024 (C) p=0.650 p=0.003 (C) :

We did not detect a significant association of any particular intragenic haplotype
(defined by the three intragenic polymorphisms mentioned above) in the normal
chromosome of the transmitter with increased intergenerational instability of the expanded
repeat (Kruskal-Wallis, p=0.321). However, when partial haplotypes, including only two
of the intragenic haplotypes, were analyzed, the haplotype defined by the
C?®7GG/G?87GG and TAA!I8TACLIIE polymorphisms seemed to have an effect on
instability, with the GC haplotype in frans associated with larger variations of the expanded
repeat size (Kruskal-Wallis, p=0.042). The partial haplotypes defined by the
ASS9TG/G569TG and C?87GG/G%87GG polymorphisms, and by the AS69TG/G66TG and
TAANISTACIII® polymorphisms were not associated with differential instability
(Kruskal-Wallis, p=0.270 and p=0.197, respectively).

Combined analysis of the effects of intragenic polymorphisms and gender of the
transmitting parent.

Knowing that gender of transmitting parent is an important factor determining the
degree of intergenerational instability of the expanded (CAG)p in MJD, we analyzed the
influence of intragenic polymorphisms on instability separately for maternal and paternal
transmissions.

As is shown in table 3, the significance of the effect of genotype of intragenic
polymorphisms on intergenerational instability was increased when we considered matemnal
transmissions only, but for paternal transmissions no significant effect of the genotype was
observed. Similarly, when the analysis of the effect of the polymorphisms in trans of the
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expanded allele was performed separately for paternal and maternal transmissions, we
observed a significant effect only in maternal transmissions (table 4).

The haplotype analysis confirmed these observations: the GC haplotype defined by
the C?87GG/G%87GG and TAA!18/TAC!118 polymorphisms in frans was associated
with increased instability in maternal transmissions only (Kruskal-Wallis, p=0.029).

The direct comparison between haplotypes GA and GC defined by the
C%%7GG/G87GG and TAA!18/TAC!118 polymorphisms in maternal transmissions
revealed a borderline significant difference in the degree of instability among carriers of
these haplotypes (p=0.047, Mann-Whitney U-test), which was not detected when the two
genders were analyzed together (p=0.656, Mann-Whitney U-test). The comparison of the
CC and GC haplotypes revealed no significant difference in the degree of instability
(p=0.555, Mann-Whitney U-test).

Analysis of linkage disequilibrium between the intragenic polymorphisms in the
MJID1 gene, in normal chromosomes.

In order to clarify the meaning of the results obtained with the partial haplotypes
defined by the C587GG/G%87GG and TAA!!18/TAC!118 polymorphisms, in #rans of the
MJD mutation, we tested for the existence of linkage disequilibrium between intragenic
polymorphisms in the MJD1 gene, in the normal population. Linkage disequilibrium was
detected between the C%87GG/G¥7GG  and TAA!!!&TAC!118 polymorphisms
(p=0.0000).

Discussion

Intergenerational instability is one of the most important features of the disease-
associated trinucleotide expansions, leading to variation in size of the repeat among and
within families, which manifests as variable age of onset and severity of the disease, and is
the basis for the occurrence of anticipation.

The molecular basis of the genetic instability of triplet repeats is still unknown.
Some speculative models have been proposed [35-39], involving unequal Crossing-over,
DNA polymerase slippage during replication, mismatch-repair difficulties due to the
repetitive nature of the sequences, increased DNA polymerase pausing, and/or formation of
stable hairpin loops which would stabilize the sliding strand [40]. Whereas none of these
mechanisms separately can account for the observed genetic features of the dynamic
mutations associated with human disease, it is likely that a combination of several of them
provides the basis for the unique behaviour of these sequences during transmission [38].
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The identification of factors such as the length of repetitive tract, presence or
absence of interruptions, gender of transmitting parent, chromosomal environment and
others that contribute to genetic instability in human disorders caused by expanded
trinucleotide repeats provides important clues for the understanding of the biological
processes which lead to this instability, and any proposed models for mutation in the
trinucleotide repeats should account for these observations. Furthermore, the identification
of factors that clearly determine trinucleotide repeat instability in human diseases could
possibly allow for some predictability of the behaviour of the expanded repeat during
transmission in affected families, which would be of manifest relevance for genetic
counseling.

Previous studies of the segregation of the expanded (CAG)p in Machado-Joseph
disease have demonstrated the influence of the gender of the transmitting parent [6, 7, 20]
and of an intragenic single-base substitution polymorphism immediately 3' to the (CAG)p
tract on intergenerational instability [20]. In a study by Igarashi and colleagues, the C
variant of the C*#7GG/G?87GG polymorphism was shown to be preferentially associated
both with larger repeats in normal chromosomes and with the expanded repeats in MJD
chromosomes, raising the possibility that this substitution confers an increased instability to
the (CAG)p tract. This hypothesis would be in agreement with the fact that most MJD
families, even from highly diverse ethnic origins, share a common intragenic haplotype.

Surprisingly, in the same study, the analysis of the effect of this polymorphism on
intergenerational instability of the expanded repeat in MID pedigrees demonstrated that the
allele carried by the transmitting parent in the normal chromosome strongly affected
intergenerational instability, with the (CAG)exp-CGG/(CAG)normal-GGG genotype
associated with increased instability.

The results of our analysis of the C®87GG/G%87GG polymorphism and two
additional polymorphisms in a different population confirm some but not all of the previous
observations. When the association between (CAG) length and the C987GG/G987GG
polymorphism was assessed in normal chromosomes, an increased relative frequency of
the C allele among larger normal alleles was observed, in agreement with previous studies
[20, 41]. Similarly, increased relative frequencies of allele A of the AS69TG/G669TG
polymorphism and allele A of the TAA!!18/TAC!118 polymorphism were detected among
longer repeats when compared to small and medium size (CAG)p. It is interesting however
that, in our study as well as the two previous studies [20, 41], there was no exclusive
association of the larger alleles with any allele of the polymorphisms in the population of
Portuguese origin, in contrast with the observations in populations of other ethnic origins
(French and Japanese, but not North-African). In terms of the intragenic haplotypes
defined by these polymorphisms, four different haplotypes were found among the group of
larger normal alleles in our control population of Azorean origin, and although the ACA
haplotype, which was shown in a large population of MJD patients of various ethnic
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origins to be present in approximately 70% of the MJD chromosomes [42] was found with
increased relative frequency among the larger alleles, the difference in distribution of sizes
between haplotypes was not statistically significant, and there was no preferential
association of larger sizes with any particular haplotype.

Also, the sequence variations surrounding the expanded (CAG)p do not seem to
have the predicted destabilizing effect during transmission of this repeat in MJD pedigrees:
the analysis of the effect of the C987GG/G®87GG polymorphism on the mutation rate of the
expanded (CAG)p in our population of expansion carriers revealed no significant effect of
the allele in cis of the expansion on intergenerational instability. This is in agreement with
results obtained by Igarashi and colleagues, who could not demonstrate a significant effect
of the C987GG/G87GG polymorphism in cis of the expansion on instability.

These results are not compatible with the suggestion that the expanded alleles in
MJD chromosomes might have originated from a pool of expansion-prone normal alleles.
On the one hand, although instability-predisposing haplotypes have been demonstrated in
other trinucleotide repeat-related human disorders, with specific haplotypes in linkage
. disequilibrium with repeat copy numbers at the high end of the normal range and with the
expanded alleles [21, 26, 43-54], this does not seem to be the case in MID, at least not in
all populations. On the other hand, if there was a instability-predisposing haplotype, its
effect should also be detectable on intergenerational instability of the expansion-carrying
chromosomes, therefore there should be an effect of the haplotype on instability in cis,
which we do not detect. In this sense, it will be interesting to determine whether the
recently identified intermediate size CAG repeats in the MJD1 gene [55, 56], are
preferentially associated with any particular intragenic haplotype.

Both our results and the results of the previous study [20] did, nevertheless,
demonstrate the effect of the genotype (combination of the alleles in cis and in trans) of the
C?87GG/G®87GG polymorphism on intergenerational instability. Furthermore, in our
study, the analysis of this polymorphism in trans of the expanded (CAG)p separately
revealed a highly significant effect, suggesting that the effect observed when the genotype
is considered could be mainly contributed by the allele of the C987GG/G987GG
polymorphism in rans of the expansion. Although there is no mention of the analysis of
the allele in zrans only in the study by Igarashi and colleagues, it is possible that this is the
case in their population too.

Additionally, our results of the analysis of two other intragenic polymorphisms in
trans of the expanded MJID gene suggest that this effect of the normal chromosome could
be due specifically to the C/G substitution, and not to a more widespread chromosomal
effect. The AS6*TG/GSSTG polymorphism does not show an effect on instability,
whereas the TAA1118/TAC1118 polymorphism does. This could be due to the fact that this
polymorphism is in linkage disequilibrium with the C987GG/G®87GG polymorphism in the
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normal population. Unfortunately, the size of our sample does not allow us to study
interactions between haplotype and gender and to develop a model considering the
contribution of multiple factors to intergenerational instability of the expanded (CAG)n in
the MJD1 gene. However, when we analyzed the effect of the polymorphisms on the
normal chromosome and instability separately in maternal and paternal transmissions, we
found that this effect was significant only for maternal transmissions, both when we
consider each polymorphism separately or when we analyze the effect of the haplotype
defined by the C%87GG/G?87GG and the TAA!118/TAC!118 polymorphisms. This is in
contrast with the observations by Igarashi and colleagues, who observe a more significant
effect during paternal transmissions, and was an unexpected result, considering the
previously demonstrated (and now reconfirmed) higher instability of the expanded repeat
during paternal transmissions.

The main limitation of this type of study, in which size variations were determined
between the progenitor's lymphocyte DNA and the descendant's lymphocyte DNA, is that
this measure reflects both the instability during gamete formation and the somatic instability
during pre and post-natal development of the individual, which can diminish the impact of
the factors in study. A more direct approach would be to perform single sperm studies,
thus avoiding somatic instability. However, these would allow for study of paternal
transmissions only, and our observations suggest a significant effect for maternal
transmissions only; studies of the female germline are obviously impractical.

The biological mechanism by which the contribution of the normal chromosome to
instability might occur is not clear. One possibility is the occurrence of a direct interaction
between chromosomes, such as in gene conversion events [20]. Gene conversion has been
shown to occur in the Huntington disease gene, with variation in repeat size but no
alteration of flanking markers [57, 58]. Since the variation in size of the expanded allele in
MIJD pedigrees occurs with no corresponding change in normal allele, the mechanism of
unequal crossing-over would have to involve complex interactions, such as hydrogen
bonding between hairpins on the homologous alleles during replication, as suggested by
McMurray and colleagues (1995). Besides, any changes in repeat number must occur on
the 3' side of the CAG tract, because the CAA interruption seems to be in the same position
in most chromosomes, or else absent [30]. This polarity of variation was previously
demonstrated in gene conversion events leading to mutation of human minisatellites [59,
60]. In this perspective, it is noteworthy that the intragenic polymorphisms which seem to
affect the genetic instability of the CAG repeat would be both localized in the 3' flanking
region of this repeat.

In conclusion, we believe that both the lack of a significant association of any
specific haplotype with larger CAG repeat in normal chromosomes and the absence of an
effect of the intragenic haplotype in cis on the intergenerational instability of the expanded
(CAG)p in MID families do not suggest the existence of an instability-predisposing
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haplotype leading to recurrent mutation from the normal size range to the disease size
range, as the mechanism leading to the origin of the MJD mutation in different ethnic
groups throughout the world. We confirmed the previously described effect of the
C987GG/G987GG substitution polymorphism on intergenerational instability when present
in the normal chromosome, and, through studies of additional intragenic polymorphisms,
demonstrated that the effect is restricted to a small region of the gene, immediately
downstream of the CAG repeat, which includes this particular nucleotide substitution and
the stop codon of the MJID1 cDNA, and is not a more widespread chromosomal effect.
Further studies are needed to clarify the mechanism by which the normal chromosome
might contribute to instability of the expanded CAG tract in the MJD causative gene.
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A identificagdo da mutagio causadora da doenga de Machado-Joseph, a expansao
de uma sequéncia repetitiva (CAG)p no gene MJID1, que na protefna (ataxina-3) é
traduzida como um segmento poliglutamina, veio permitir o diagnéstico molecular desta
doenga por detecgio directa da mutagao, aplicdvel na confirmagio do diagnéstico clinico
ou patolégico da doenga € ao teste preditivo e aconselhamento genético em familias

portadoras desta mutagao.

ESTABELECIMENTO DE UM TESTE MOLECULAR PARA A DM]

Tendo-se confirmado a presenga de uma expansao do repeat CAG no gene MJD1
na grande maioria das familias DMJ descritas, de origem portuguesa (artigo 1) e de outras
origens [Maciel ez al., 1995; Maruyama et al., 1995; Burt et al., 1996; Gadoth et al.,
1996; Lopes-Cendes et al., 1996¢; Watanabe ef al., 1996], uma das questdes de maior
relevancia para o estabelecimento de um teste genético para diagndstico da DMJ era a
caracterizagao da mutagao associada 8 DMJ, incluindo a definigao dos tamanhos do repeat
CAG, em individuos normais e em individuos afectados. O nosso estudo (artigo I)
demonstrou que os individuos normais eram portadores de 12 a 37 tripletos CAG,
enquanto os individuos afectados ou portadores assintomaticos tinham entre 62 e 84
unidades.

Os resultados combinados dos varios estudos (ver tabela 7), realizados em
diferentes populagbes [Kawaguchi et al., 1994; Cancel et al., 1995; Haberhausen ez al.,
1995; Maciel et al., 1995; Maruyama et al., 1995; Matilla et al., 1995; Ranum et al.,
1995; Schols et al., 1995; Stevanin et al., 1995b; Takiyama et al., 1995; Silveira et al.,
1996; Watanabe et al., 1996; Soong et al., 1997; Zhou et al., 1997; Silveira et al.,
submetido a publica¢@o] confirmam em geral estas distribui¢des (tendo em conta

possiveis diferengas de uma a duas unidades devidas a diferengas metodolégicas na
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Tabela 7. Definicio dos tamanhos do repeat CAG na populagio normal e

em doentes DMJ/SCA3 nos diversos estudos realizados até a data, em

populacdes de origens étnicas diversas.

Origem da Cromossomas
Referéncia populacdo Controlos DMJ
Kawaguchi, 1994 Japonesa 13-36 68-79
Maciel, 1995 Portuguesa 12-37 62-85
Takiyama, 1995 Japonesa 14-37 68-84
Maruyama, 1995 Japonesa 14-34 61-84
Norte-americana
Ranum, 1995 (diversas origens) 14-40 68-82
Norte-amencana
Matilla, 1995 (diversas origens) 14-31 66-79
Cancel, 1995 Francesa 14-34 66-82
Stevanin, 1995 Brasileira 14-28 66-77
Haberhausen, 1995 Alema 14-34 67-75
Silveira, 1996 diversas origens - 66-81
Watanabe, 1996 Japonesa 13-33 65-78
Schols, 1996 Alema 14-30 67-80
Soong, 1997 Chinesa 14-39 63-81
Zhou, 1997 Chinesa 14-40 72-86
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determinagao dos tamanhos dos repeats): os cromossomas normais apresentam de 12 a
41 repeats CAG no gene MJD1, enquanto todos os individuos afectados ou portadores
estudados tém entre 61 e 86 repeats.

Notdria, em todos os estudos acima referidos, é a auséncia de alelos
"intermédios". Na DMJ ndo se verifica uma sobreposi¢ao de tamanhos entre os alelos
normais e os alelos expandidos, nem foram descritas até & data transi¢des de alelos
normais de maior tamanho para alelos expandidos, levando a casos isolados da doenca,
como € o caso na doenga de Huntington. Esta distincia entre os tamanhos normais e
expandidos facilita muito o diagnéstico molecular da DMJ. No entanto, foi muito
recentemente identificado por nés um alelo de 51 unidades CAG a segregar
(independentemente da mutagdo causadora da doenga) numa pequena familia DMJ
[Maciel ez al., 1997]. Nio € ainda claro se este alelo estd ou ndo associado 2 doenga, qual
a sua frequéncia e se este achado poderd vir a levantar problemas sérios no diagndstico

preditivo e aconselhamento genético.

BASES MOLECULARES DA VARIABILIDADE CLINICA

Efeito do tamanho do repeat CAG expandido na idade de inicio da DM]J

Uma vez que todos os doentes com DMJ apresentam um mesmo tipo de mutagio,
a expansao da sequéncia repetitiva (CAG)n no gene MJD1, levantava-se a questio de
saber qual era a base molecular da variabilidade fenotipica caracteristica desta doenga. A
resposta (parcial) estd na diversidade de tamanhos do repeat CAG expandido, uma vez
que se observou uma correlagao inversa entre o tamanho deste e a idade de inicio da
doenca (artigo I). Esta correlacao, observada também na doenga de Huntington, SCA1,

ADRPL e SCA2, indica que, qualquer que seja 0 mecanismo patogénico da expansio do

repeat CAG/poliglutamina, o efeito t6xico desta sequéncia aumenta com o seu

comprimento.
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Tabela 8. Resultados obtidos nos diversos estudos de correlagio entre o

tamanho do repeat CAG expandido e a idade de infcio da DMJ/SCA3

realizados até a data, em populacbes de origem étnica diversa.

Referéencia Origem da Numero de casos| Correlacdao ¢/
populacdo estudados idade de inicio
Kawaguchi, 1994 Japonesa 11 12=0.45
Maciel, 1995 Portuguesa 156 12=0.46
Takiyama, 1995 Japonesa 116 r2=0.54
Maruyama, 1995 Japonesa 83 r2=0.76
Norte-americana
Ranum, 1995 (diversas origens) 57 12=0.70
Norte-americana
Matilla, 1995 (diversas origens) 16 r2=0.58
Cancel, 1995 Francesa 32 12=0.58
Brasileira/
Stevanin, 1995 Portuguesa 28 r2=0.62
Watanabe, 1996 Japonesa 20 2=0.85
Schols, 1996 Alema 42 2=0.67
Soong, 1997 Chinesa 15 r2=0.79
Zhou, 1997 Chinesa 25 12=0.59
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Resultados similares foram obtidos por diferentes grupos (ver tabela 8), em
populagdes de doentes DMJ de origens étnicas diversas [Kawaguchi er al., 1994; Cancel
et al., 1995; Maciel et al., 1995, Maruyama et al., 1995; Matilla et al., 1995; Ranum et
al., 1995; Stevanin et al., 1995b; Takiyama et al., 1995; Schols et al., 1996; Silveira et
al., 1996; Watanabe ef al., 1996; Soong et al., 1997; Zhou et al., 1997; Silveira et al.,
submetido a publicagdo]. Os coeficientes de correlagio observados entre o tamanho do
repeat € a idade de inicio da doeng¢a variavam entre -0.67 e -0.92, o que significa que
apenas parte (45 a 85%) da variabilidade em termos de idade de inicio poderd ser
explicada pela variagao de tamanho do (CAG)p expandido. Esta correlagdo incompleta
pode ser devida a vérios factores, quer metodoldgicos - tais como a imprecisao da
medida do "tamanho do (CAG)p expandido" (detectam-se muiltiplas bandas, devido ao
mosaicismo somdtico existente nos linfécitos dos portadores de expansoes) e dificuldade
de defini¢do de "idade de inicio" (embora os seus critérios tenham sido claramente
estabelecidos, o inicio da doenga é muito insidioso e a informaggo, geralmente fornecida
pelo doente ou familiares, tem um certo grau de subjectividade) - quer biolégicos - o
repeat € medido em linf6citos circulantes e a doenga afecta sobretudo o sistema nervoso
central, onde este pode ter tamanhos diferentes) [Maciel et al., 1995] - mas pode
significar também que outros factores contribuem para determinar a idade de inicio.

O efeito do tamanho do repeat CAG no gene MJD1 do cromossoma normal na
variacdo da idade de inicio foi excluido na nossa populagdo [Maciel et al., 1995] e na
populagao japonesa [Takiyama ez al., 1995]. O sexo do doente, avangado como possivel
factor determinante da idade de inicio por Kawaguchi e colaboradores [1995b] foi
também excluido pelos nossos resultados (artigo II), bem como pelos de outros grupos

[Durr et al., 1995].

Outros factores moduladores da idade de inicio na DM]

A etapa seguinte do estudo foi, assim, a procura de outros factores, além do

tamanho do repeat CAG expandido no gene MJD1, que influenciassem a idade de inicio
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da DMJ. Em particular, uma vez que havia sido identificado em famflias com ataxia
espinocerebelosa tipo 1 um efeito familiar que explicava cerca de 5% da variabilidade na
idade de inicio da doenga [Ranum ef al., 1994], pensou-se que um efeito semelhante
poderia existir na DMJ. De facto, as correlagdes positivas da idade de inicio da DMJ
observadas entre pares de irmdos, primos e tios, apds ajustamento para o tamanho do
repeat CAG (artigo III) revelaram que um factor familiar, independente do repeat
expandido, influenciava a idade de inicio da doenga, e que este factor poderia ser
genético. Embora a correlagdo negativa das idades de inicio entre pais e filhos, pudesse
pOr em causa a possibilidade de se tratar de um factor genético, € possivel que esta fosse
apenas o resultado de um enviesamento (quase inevitdvel) da amostragem: o facto de se
dispdr de dados relativos ao tamanho do repeat e 2 idade de inicio para um dado conjunto
de pares progenitor-descendente significa, em geral, que se trata de progenitores com
inicio mais tardio da doenga (e, como tal, vivos até uma idade mais avangada) e
descendentes com inicio mais precoce da doenga (doentes a0 mesmo tempo que os pais,
ou quase), ou seja, pares em que a correlagdo de idades de inicio € previsivelmente baixa
Ou mesmo inversa.

O facto de os resultados obtidos com dois métodos estatisticos diversos, em que a
varidvel dependente € tratada de forma completamente diferente, serem concordantes,
parece mostrar que ndo se trata de uma artefacto da andlise. Por outro lado, estes
resultados nao sao de todo inesperados, uma vez que, antes mesmo da identificagdo do
gene alterado na DMJ, a existéncia de modificadores genéticos ou ambientais que
influenciassem a expressdo da mutag@o principal fora jd proposta por vérios autores como
explicacdo para a heterogeneidade de fendtipo e idade de inicio [Woods e Schaumburg,
1972; Bharucha et al., 1986; Sequeiros, 1989], embora nao se previsse a variabilidade
possivel da mutagio do gene principal, por serem desconhecidas a data as expansoes de

trinucleotidos como causa de doengas genéticas.
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Homozigotia e idade de inicio

Embora ndo seja necessdria a homozigotia para explicar idades de inicio muito
precoces da DMJ, uma vez que a presenga de um repeat expandido de tamanho extremo
pode originar um inicio juvenil da doenca (artigo I), observou-se que os poucos casos de
homozigotos para a mutagdo DMJ confirmados por teste molecular [Takiyama et al.,
1995; Gadoth et al., 1996], tinham de facto idades de inicio mais precoces e formas
particularmente graves da doenga, sugerindo que a mutagdo DMJ, ao contrdrio da
mutagdo associada a doenga de Huntington, ndo tem um efeito dominante puro. Esta
diferenga entre as duas doengas € dificil de explicar, assumindo um mecanismo
patogénico comum.

No caso, j4 referido, de um individuo portador de um alelo expandido (com 71
unidades CAG) e de um alelo "intermédio" com 51 unidades CAG, a idade de inicio ndo
era no entanto especialmente precoce (32 anos) e a apresentagao clinica era tipica do tipo
2, sem a espasticidade e a distonia marcadas que caracterizam 0s ¢asos juvenis, o que
poderia interpretar-se como evidéncia de que o alelo de 51 repeats é de facto um alelo
intermédio, sem o efeito patoldgico de um alelo expandido. No entanto, serd necessério
confirmar por sequenciagio que este alelo nao tenha uma interrupgio do repeat CAG ou

outra variagdo na sua sequéncia que lhe retire o potencial patogénico.

Ritmo de progressao da DM]J e tamanho do repeat CAG expandido

Estudos quantitativos da histéria natural da SCA1, SCA2 e DMJ (designada
SCA3 pelos autores) [Klockgether ef al., 1997], revelaram que, nestas ataxias, o
tamanho do repeattem um impacto considerdvel nao s6 na idade de inicio dos sintomas,
mas também no ritmo de progressao da doenga e na sobrevivéncia. O impacto era varidvel
entre as trés doengas, observando-se que na SCA2 o aumento do ritmo de progressdo por

cada unidade CAG adicional no repeat expandido era maior que na DMJ e na SCA1.
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Tamanho do repeat CAG expandido e subfenétipo

Como foi j4 referido, observa-se na DMJ, além da diversidade em termos de
idade de inicio da doenga, uma grande heterogeneidade da apresentagio clinica, com
quadros muito varidveis, em que predominam diferentes tipos de sintomas, € a que
podem corresponder uma gravidade e ritmo de progressdao muito diferentes. Esta
variabilidade foi classificada em 3 subtipos [Coutinho e Andrade, 1978; Coutinho,
1992], descritos atrds (ver Introdugdo). A identificagdo do subtipo clinico € extremamente
\itil para estudos da diversidade de expressdo da doenga, uma vez que ¢ definida uma
varidvel que integra a idade de inicio, os sintomas principais e secundarios da doenga € o
ritmo de progressdo desta.

No nosso estudo de correlagbes entre o tamanho do repeat e a apresentagao clinica
(artigo I) observou-se uma correlagdo entre o tamanho do (CAG)p expandido e o subtipo,
com diferengas significativas entre o subtipo 1 e os subtipos 2 e 3. Embora se observasse
uma grande sobreposi¢ao entre os subtipos em termos de tamanhos do repeat, os doentes
com tipo 2 e 3 apresentavam tamanhos médios do repeat menores que os doentes com 0
tipo 1.

Resultados semelhantes foram obtidos por outros grupos [Maruyama et al., 1995;
Schols et al., 1996; Watanabe et al., 1996]. observaram-se diferengas em termos de
tamanhos do repeat entre 0s subtipos €, no estudo por Schols e colaboradores [1996], em
que se fez uma andlise quantitativa, observaram-se diferengas significativas no tamanho
médio do repeat entre o subtipo 1 e os subtipos 2 e 3, confirmando assim 0s nossos
resultados. Num estudo algo diferente [Takiyama et al., 1995], em que se compararam as
frequéncias de determinados sintomas entre grupos de doentes DMJ, definidos em termos
de tamanho do alelo expandido, observou-se que, dos trés sintomas mais frequentes na
DM, a ataxia e a oftalmoplegia externa progressiva (comum aos trés tipos) se distribufam
igualmente por todos os grupos, assim como O nistagmo, enquanto os sinais piramidais
(mais pronunciados no tipo 1) e a pseudoexoftalmia estavam mais presentes nos

portadores de alelos maiores (p<0.001 e p<0.05, respectivamente). Detectavam-se ainda
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tendéncias, estatisticamente nao significativas, para o predominio de fasciculagbes da face
e de distonia (predominantes no tipo 1) nos portadores de alelos maiores e de atrofia
muscular (caracteristica do tipo 3) nos portadores de alelos menores. Estas distribuigdes
de sintomas correspondem pois exactamente as observadas entre os subtipos [Coutinho,
1994].

Além dos trés subtipos principais definidos por Coutinho e Andrade, foi definido
um quarto subtipo, com predomindncia de um quadro parkinsénico, em doentes
geralmente mais velhos [Rosenberg e Fowler, 1981]; embora alguns doentes com este
quadro tenham sido confirmados molecularmente como portadores da mutagio DMJ
[Tuite et al., 1995], o tipo 4 € muito raro e a sua existéncia real permanece controversa.

Uma questao que se levanta, face a este resultados, € a de saber de que forma o
tamanho do repeat CAG expandido no gene MID1 determina as manifestagdes clinicas da
DMI. O efeito do tamanho do repeat no envolvimento patolégico de diferentes vias
neuronais, com as correspondentes manifestagdes clinicas, pode ser apenas indirecto,
mediado pelo seu efeito na idade de inicio da doenga: conforme sugerido por Coutinho
[1992], a correlagdo entre a idade de inicio e o subtipo parece reflectir a susceptibilidade
diferencial das estruturas do SNC ao efeito téxico da mutagdo ao longo da vida do
individuo; assim, o tamanho do repeat, ao determinar a idade de inicio da doenga
(entendendo-se, neste caso, doenga como patologia celular, antes ainda das manifestagdes
clinicas), iria determinar quais as estruturas do SNC afectadas. Alternativamente, o tipo
de células afectadas poderia depender directamente do tamanho do repeat expandido
(devido a diferentes limiares de tolerdncia em diferentes populagdes celulares ao efeito

toxico da mutagao).
Redefini¢do nosoldgica e fenotipica das ataxias espinocerebelosas
A identificagio dos genes associados a formas diversas de ataxia espinocerebelosa

(ver tabela 9) veio abrir a possibilidade de redefini¢ao da histéria natural e de reavaliagio

dos critérios de diagndstico clinico destas doengas, com base na identificagdo segura das
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diferentes mutagOes através dos testes moleculares, agora disponfveis. Os estudos de
rastreio molecular de ataxias levados a cabo em vdrios paises sdo de particular utilidade
para este fim [Cancel et al., 1995; Matilla et al., 1995; Ranum et al., 1995; Schols et al.,
1995; Silveira et al., 1996; Soong et al., 1997], ao permitirem o estudo de familias que
nio seriam identificadas de outra forma. Torna-se necessario, no entanto, um trabalho de
andlise aprofundada dos fenétipos (a nivel clinico e patolégico), uma vez determinada a
mutagio causadora da doenga em cada famflia, e a comparagao do espectro fenotipico
completo das diferentes mutagdes. S6 assim se poderdo tirar conclusdes sobre as
diferencas existentes entre estas, com aplicagao clinica a nivel do diagnéstico e do
aconselhamento genético, bem como na compreensdo das alteragdes fisiolégicas que
levam & doenga. Embora ndo existam ainda muitos trabalhos publicados nesse campo e a
maioria dos estudos esteja ainda a decorrer, hd jd dados que apontam para algumas
conclusdes interessantes.

Um dos pontos a realgar € que a avaliagao clinica e/ou patolégica ndo € sempre
suficiente para o diagnéstico quer da DMIJ quer de outras formas de ataxia, dada a
sobreposic¢io fenotipica entre estas, sendo por isso fundamental a realizagdo do teste
molecular para um diagndstico de certeza [Lopes-Cendes et al., 1996b]. Uma das formas
de ataxia mais frequentemente confundidas com a DMJ a nivel clinico € a SCA2, por ser
uma mutacdo bastante frequente e de apresentagio clinica varidvel (semelhante em alguns
casos 2 da DMJ), tendo sido descritos doentes, portadores da expansao no gene SCA2,
que apresentam, além da ataxia e oftalmoparésia, fasciculagbes faciais e retracgdo
palpebral [Geschwind et al., 1997], caracteristicas que sdo mais frequentemente
associadas a DMJ.

Como exemplo da redefini¢ao das caracteristicas patolégicas da DMJ, estudou-se
recentemente uma pequena familia origindria das Caraibas, na qual o diagnéstico clinico
da DMJ ndo fora possivel, jd que os trés doentes da familia apresentavam quadros
clinicos inespecificos, dificultando o diagnéstico diferencial com os outros tipos de ataxia
espinocerebelosa [Lopes-Cendes et al., 1996b]. O teste molecular mostrou a presenga da

mutacio DMJ nos trés doentes, um dos quais faleceu apSs 35 anos de doenga. A autSpsia
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Tabela 9. Localizacdo cromossémica e identificacio dos genes associados

as diversas formas de ataxia espinocerebelosa autossomica dominante

(classificacio genética das ataxias); n.i.

= nao identificado.

Localizacao
Designacao cromossémica Gene mutado Mutacio
SCA1l 6p SCAl CAG expandido
SCA2 12q SCA2 CAG expandido
MID/SCA3 14q MID1 CAG expandido
SCA4 16q R, n.i.
SCAS l1g n.i. n.i.
CAG expandido
SCA6 19p CACNLI1A4 (pequena expansao)
SCA7 3p SCA7 CAG expandido

107




deste individuo mostrou atrofia marcada dos nicleos pdnticos, pedinculos cerebelosos
médios, nicleos dos nervos cranianos motorores, cornos anteriores da medula e colunas
de Clarke e atrofia moderada dos nicleos subtaldmicos e do locus niger, além de atrofia
moderada do cértex cerebeloso e das olivas bulbares, geralmente consideradas como nao
envolvidas na DMJ.

No dmbito da reavaliagdo dos fen6tipos associados as diferentes mutagoes, serd
também interessante referir alguns (ainda poucos) estudos quantitativos de diversos
aspectos do fenétipo, efectuados ap6s a identificagdo molecular das familias como DMJ
ou outra forma de ataxia, em particular: a) o estudo dos potenciais motores evocados em
doentes com ataxia espinocerebelosa tipo 1 ou 3 (DMJ) por Schols e colaboradores
[1997], em que se demonstrou que os estudos electrofisiolégicos constituem um método
rapido, ndo doloroso e ndo invasivo, com utilidade na diferenciagéo dos das diversas
formas de ataxia espinocerebelosa, b) os estudos do metabolismo cerebral por tomografia
de emissio de positrdes em familias chinesas com a mutagdo DMJ [Soong et al., 1997] e
c) os estudos comparativos entre SCA1 e SCA3/DMIJ, por posturografia e

electronistagmografia [Subramony e King, 1997].

BASES MOLECULARES DA ESPECIFICIDADE DE MORTE
NEURONAL NA DMJ]

Exclusio do mosaicismo somatico do CAG expandido no gene MJDI

como causa da especificidade da degenerescéncia na DM]J

Conforme foi jd discutido (ver Introdugdo), ndo € ainda compreendido o
mecanismo pelo qual a expansdo de um segmento (CAG)n, acima de um determinado
limiar (geralmente cerca de 40 unidades CAG), leva a morte neuronal precoce nas
diversas doengas associadas a este tipo de mutagdo. Embora se assuma que um

mecanismo patolégico comum estd na base da degenerescéncia neuronal em todas estas
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doengas, € evidente que os grupos de células afectadas divergem de doenga para doenga.
Torna-se entdo necessdrio esclarecer a diferente susceptibilidade das estruturas do SNC a
um mesmo tipo de mutagio, quando presente em genes diferentes. Uma vez que a
expressdao do gene MJD1 € ubiqua a nivel do ARNp, [Nishiyama ef al., 1996] e da
proteina [Paulson et al., 1997a], tal como acontece na maioria dos genes das doengas
associadas a expansdo de uma sequéncia repetitiva (CAG)p, hd que procurar explicagdes
alternativas a especificidade de expressdo, como base molecular da especificidade da
morte celular no SNC.

Os nossos resultados (artigo 1V) permitiram excluir o papel do mosaicismo
somético, em termos de tamanho do repeat CAG, como base da morte neuronal
diferencial no SNC de individuos portadores de expansdes no gene MJD1 (assim como
na SCA1): a auséncia de correlagdo entre o mosaicismo somético e o padrdo de
degenerescéncia neuronal, assim como a semelhanga entre os padroes de mosaicismo
observados entre a DMJ e a SCA 1, apesar das diferengas a nivel patolégico entre estas
duas doengas, sugere que o padrao de mosaicismo somdtico depende apenas da
composigdo celular das diferentes estruturas e ndo € a causa da especificidade de morte
celular. Resultados semelhantes foram encontrados por outros investigadores [Hashida ez
al., 1997] em doentes com DMJ.

Assim, deverdo existir factores celulares especificos, que conferem as estruturas
do SNC uma susceptibilidade diferencial ao efeito toxico da mutagdo DMJ. Uma
possibilidade seria a expressdo vandvel das formas alternativas de splicing do gene
MIJIDI1, a nivel das diversas estruturas do SNC, que poderia estar na base desta
susceptibilidade diferencial (se a uma das formas de splicing estivesse associada uma
maior toxicidade para a célula). Por outro lado, existem provavelmente outras proteinas
que, interactuando com a ataxina-3 (numa situagdo normal ou apenas se a proteina
contiver a sequéncia poliglutamina expandida), poderdo desempenhar um papel na
toxicidade da proteina mutante. Entre estas proteinas poderdo existir algumas que, sendo
de expressdo restrita a certos tipos celulares, iriam definir a especificidade da

degenerescéncia neuronal.
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Interaccoes proteicas como mecanismo determinante da morte celular na

DMJ

A identificagdo das proteinas que interactuam com a ataxina-3 serd pois da maior
relevéncia, quer para o esclarecimento das fungSes normais da protefna na célula, quer
para conhecer 0 mecanismo molecular que aumenta a susceptibilidade de grupos
particulares de neurénios a presen¢a de uma expansio poliglutamina nesta proteina. A
GAPDH e as diversas isoformas da transglutaminase sdo candidatas possiveis, que
ocorrem de imediato (ver Introdugdo - Modelos propostos para 0 mecanismo patogénico
dos repeats CAG/poliglutamina expandidos), embora a GAPDH seja, dado o seu papel
central no metabolismo energético, de expressdo generalizada. Em outras doengas
associadas & expansdo de poliglutaminas, foram jé identificados alguns "parceiros"
moleculares das proteinas principais: a ataxina-1 interactua consigo prépria [Burright et
al., 1997] e com a GAPDH [Koshy et al., 1996]; a huntingtina interactua com uma
proteina designada HAP1 (huntingtin associated protein 1) [Li et al., 1995], com a
GAPDH [Burke et al., 1996] e com a calmodulina [Bao er al., 1996]; a atrofina com a
GAPDH [Burke et al., 1996]; no entanto, a expressio destas proteinas associadas ndo
parece, em nenhum dos casos, localizar-se especificamente nos tecidos mais afectados em
cada uma das doengas (SCA1, doenga de Huntington e atrofia dentatorubro-
palidoluysiana, respectivamente).

A possibilidade de outros factores celulares especificos contribuirem para o
mecanismo patoldgico das poliglutaminas expandidas estd também de acordo com as
observagdes a nivel genético, jd discutidas, que sugerem a existéncia de genes
modificadores do fendtipo causado pelo gene mutante principal, com influéncia na idade
de inicio da doenga e na sua apresentagio clinica: € possivel que polimorfismos nos genes
que codificam para as proteinas que interactuam com a ataxina-3 tenham efeito modulador
da toxicidade da proteina mutada, portadora de uma poliglutamina expandida,

determinando assim parcialmente a idade de inicio e a apresentagio clfnica da doenga.
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Caso o efeito das expansoes da sequéncia (CAG)p ocorresse, conforme sugerido
por McLaughlin e colaboradores [1996], a nivel do ARN codificado pelo gene MID1,
por interacgdo deste com proteinas de ligagdo ao ARN, a susceptibilidade diferencial dos
diferentes tipos celulares poderia depender quer dos niveis expressdo das proteinas em
questdo nas células, quer da sua interacgdo diferencial com os genes downstream, ou

seja, com os genes cuja expressao fosse regulada por estas proteinas.

Mosaicismo soméitico do repeat CAG expandido: contribuicdes dos

diferentes tipos celulares e progressao ao longo da vida

O mosaicismo somdtico do repear CAG expandido no gene MJD1 [Maciel et al.,
1995; Hashida et al., 1997] reflecte-se, por um lado, na observagdo de rmiltiplas bandas
de tamanhos diferentes para o alelo expandido (e ndo para o alelo normal), quando se leva
a cabo a amplificagdo do repeat num dado tecido, correspondentes as sub-populagdes
celulares portadoras de repeats expandidos de tamanhos diferentes presentes nesse tecido,
e, por outro lado, nas diferengas de tamanho observadas entre os vdrios tecidos. E
interessante notar que o padrao de mosaicismo no sistema nervoso central nos specimens
de doentes DMJ estudados, que, como se referiu, ndo correspondia ao padrao de
degenerescéncia neuronal, era semelhante ao observado em doentes com SCA1 ou
ADRPL [Maciel et al., 1995; Lopes-Cendes et al., 1996a; Hashida et al., 1997], embora
a amplitude de tamanhos fosse maior na ADRPL e SCA1 do que na DMJ (reflectindo
maior instabilidade mitética). Nas trés doengas, tal como fora observado para a doenga de
Huntington [Telenius et al., 1994], o cortex cerebeloso evidencia um tamanho médio da
expansdo menor do que as outras estruturas do SNC e uma amplitude de tamanhos menor
(menor grau de mosaicismo somdtico).

A hip6tese avangada para explicar esta observagdo [Chong et al., 1995] foi que o
cortex cerebeloso é proporcionalmente mais rico em neur6nios (células pés-mitéticas) do
que outras estruturas € que a principal contribui¢ao para 0 mosaicismo somdtico no SNC

viria, ndo dos neurénios, mas das células da glia, que continuam a dividir-se ao longo da
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vida do individuo: a instabilidade mit6tica do repeat expandido originaria entdo células
com diferentes tamanhos do (CAG)p, levando a um maior grau de mosaicismo (e a
repeats, em média, maiores, dada a maior tendéncia para a expansdo observada para a
maior parte dos repeats CAG) nas estruturas com maior actividade mitdtica.

Um coroldrio desta teoria seria que, nessas estruturas, o grau de mosaicismo
aumentaria ao longo da vida do individuo. Esta progressao do grau de mosaicismo com a
idade foi observada, de facto, para a ADRPL, no estudo de Takano e colaboradores
[1996], em que se detectou que os individuos portadores de expansdes do (CAG)p, cuja
morte ocorTera mais precocemente apresentavam um grau de mosaicismo menor do que
os individuos falecidos em idade mais tardia. Esta correlagdo inversa entre a idade de
morte e 0 grau de mosaicismo nao foi no entanto replicada na DMJ, nem na SCA1 (artigo
V), sugerindo que o repeat CAG expandido poderd ter um comportamento algo diferente
consoante a sequéncia génica em que se integra.

Por outro lado, estudos de andlise mais directa da contribui¢do dos diferentes
tipos celulares para 0 mosaicismo somdtico na ADRPL, por dissecgdo de estruturas do
SNC [Takano er al., 1996, Hashida er al., 1997], revelaram diferencas significativas
entre o cortex e a substincia branca, quer a nivel do cérebro quer do cerebelo, o que leva
a crer que sao de facto as células ndo-neuronais que contribuem maioritariamente para o
mosaicismo no SNC nesta doenga. Num estudo semelhante realizado por nés em
specimens de cérebro de doentes com DMJ e SCA1 (artigo V) ndo foram no entanto
detectadas diferengas significativas entre o cortex cerebral e a matéria branca, parecendo
confirmar-se, assim, o comportamento diverso do repeat CAG nestas doengas.

Em ratinhos transgénicos portadores de expansoes do (CAG)p no gene da doenga
de Huntington [Mangiarini et al., 1996; Mangiarini et al., 1997)] observou-se também
mosaicismo somdtico, em termos de tamanho do repeat expandido, com aumento nitido
do grau de mosaicismo ao longo do desenvolvimento pds-natal na generalidade dos
tecidos, com excep¢ao do cerebelo, coragao e bago, que apresentavam um grau de
mosaicismo constante ao longo da vida do ratinho, resultando em repeats em média

menores nas fases mais tardias.
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Na ataxia de Friedreich, associada a expansio de um outro tipo de repear -
(GAA)n, observa-se, em geral, um grau de mosaicismo somdtico mais acentado do que
nas doencas associadas a repeats CAG; também em portadores desta mutagio é observada
uma diferenca significativa entre o cortex cerebeloso e outras estruturas [Montermini e?
al., 1997]. Neste caso, ao contrdrio do que se observa nas outras doencas, parece haver
uma tendéncia predominante para a contracgdo do repeat GAA durante as divisdes
celulares, com maior mimero de bandas de menor tamanho nas estruturas mitoticamente
mais activas. Em conformidade, o cerebelo apresenta um maior tamanho médio do repeat

do que outras estruturas, bem como um menor grau de mosaicismo.

BASES MOLECULARES DO FENOMENO DE ANTECIPACAO:
" INSTABILIDADE INTERGERACIONAL DO REPEAT CAG EXPANDIDO

Instabilidade genética do repeat CAG expandido no gene MJD1:

correlacées com a antecipagio

O estudo molecular da variagio intergeracional do tamanho do (CAG)p expandido
na nossa populagio de portadores da mutagdo DMJ (artigo I) demonstrou que existia
instabilidade em cerca de 55% das transmissdes do gene mutado, na sua maior parte
expansoes (80%). A variagdo média de tamanho era de +0.84 unidades CAG, indicando
uma tendéncia geral do repeat expandido para aumentar de tamanho na populagio, que se
reflectiria (dada a correlago inversa entre o tamanho do repeat e a idade de inicio) num
efeito global de antecipagdo. No entanto, seriam de esperar também (cerca de 20 %) casos
com antecipagdo negativa, dado que também se observam contracgdes do repeat. Seria
também de esperar uma correlagdo entre a variagio do tamanho do repear, entre
progenitores e descendentes afectados, com a antecipagao; no entanto, esta correlagao nio

era significativana nossa populagao (artigo I), nem em outras populagdes [Brunt et al.,
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1996], o que pode ser devido apenas ao pequeno tamanho das amostras € aos inevitdveis
enviesamentos de amostragem [Sousa et al., 1997].

S&o pois necessdrios estudos adicionais para se chegar a uma compreensao mais
aprofundada das bases moleculares da antecipagdo na DMJ, em particular em modelos
animais (ver Introdugio), em que se poderao possivelmente ultrapassar muitas das
dificuldades inerentes ao estudo de doencas de inicio tardio em humanos. Por outro lado,
é necessdrio aprofundar o conhecimento dos mecanismos moleculares que levam a

instabilidade genética dos repeats de trinucleotideos.

Factores que contribuem para a instabilidade genética do (CAG)p

expandido na DM]J

Dos resultados obtidos na nossa populag@o de portadores de uma expansao no
gene DMJ (artigos I e VI) e noutras populagdes, surgem como principais factores
contribuintes para a instabilidade intergeracional do repeat CAG (1) o sexo do progenitor
[Maciel et al., 1995; Maruyama ez al., 1995; Igarashi er al., 1996a], com as transmissdes
paternas associadas a variagdes mais amplas (quer expansdes quer contracgdes) do repeat
e (2) um polimorfismo intragénico situado imediatamente ap6s o repeat CAG, cuja
variante no cromossoma normal parece interferir com a instabilidade do repear expandido
no cromossoma DM]J [Igarashi et al., 1996a], por mecanismos ainda ndo compreendidos.

Este intrigante efeito do polimorfismo no cromossoma normal sobre a
instabilidade do repeat expandido foi confirmado na nossa populagédo (artigo VI) e em
estudos do esperma de portadores de expansdes no gene MJD1 [Takiyama et al., 1997];
os estudos de esperma tém a vantagem de permitir analisar milhSes de meioses, em
contraste com o nimero limitado de meioses acessivel em estudos familiares.

De acordo com os nossos resultados (artigo VI), o efeito detectado restringe-se
aparentemente aos polimorfismos C?87GG/G%87G e TAA 1118rACc1118, sjtuados na
regido proximal a 3' do repeat, n@o se tratando, pois, de um efeito cromossémico mais

alargado, uma vez que o outro polimorfismo intragénico estudado, a substituigdo
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AB69TG/GOOOTG, situada a montante (5') do repear CAG, ndo parece ter efeito na
instabilidade intergeracional deste.

Por outro lado, as varia¢des de tamanho observadas durante a transmissdo do
CAG, normal ou expandido, ocorrem provavelmente no extremo 3' do repeat, uma vez
que a interrupgao do repeat CAG pela sequéncia CAAAAG (ver figuras 2.a € 2.b), se
situa na mesma posigdo relativa, no extremo 5' do repeat, em todos os individuos
[Rubinsztein et al., 1995a; Limprasert ef al., 1996].

Estas observagGes sio de certa forma paralelas as descritas para um minisatélite
localizado no cromossoma 1q42-43 [Jeffreys et al., 1994; Monckton et al., 1994], em
que, por andlise da estrutura interna dos diversos alelos do minisatélite, se identificou
uma forte tendéncia para a variabilidade se concentrar numa das extremidades da
sequéncia repetitiva, a extremidade S'. O tipo de alteragdes observadas na sequéncia do
minisatélite indicava o envolvimento de trocas interalélicas no processo de mutagio deste,
com transferéncia de blocos de sequéncia repetitiva de um alelo para o outro durante a
meiose, mas a auséncia de alteragdes nas sequéncias flanqueantes do minisatélite
implicava que um mecanismo de conversio génica complexo (e ndo uma troca desigual
entre alelos) estaria na base da variagdo de sequéncia no seio do minisatélite [Jeffreys et
al., 1994]. Curiosamente, foi identificado um polimorfismo flanqueante (do lado 5") do
minisatélite, uma transversdo de G para C, a que estava associado um efeito de supresso
das mutagdes [Monckton et al., 1994], cujo efeito se fazia sentir em cis, mas nio em
trans. Por outro lado, foi descrita a ocorréncia de conversdes génicas no gene da doenga
de Huntington [Nicol et al., 1996; Warner ef al., 1996], sugerindo que este mecanismo
pode também estar envolvido na instabilidade dos repeats CAG expandidos. A
comprovar-se, esse mecanismo poderia explicar o efeito de sequéncias presentes no

cromossoma normal na instabilidade genética do cromossoma mutante na DMJ.
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Instabilidade genética do repeat CAG: pistas possiveis para a origem da

mutacio DM]J

O estudo dos trés polimorfismos intragénicos do gene MJID1, C987GG/G%87GG,
TAAMISBTACIIB e A669TG/GS6°TG, numa populagio controlo de origem agoriana
(artigo VI), revelou que, em geral, os alelos dos polimorfismos mais frequentemente
associados aos (CAG)n expandidos neste gene apresentavam também uma frequéncia
relativa algo aumentada nos alelos normais com maior tamanho do (CAG)p, 0 que
poderia ser compativel com a hipStese de um efeito desestabilizador do repeat por parte
das sequéncias flanqueantes deste. No entanto, ndo se observava uma associa¢do
exclusiva, nem mesmo uma predominéncia, de nenhum alelo dos polimorfismos entre os
cromossomas com (CAG)n de maior tamanho, em contraste com observagdes prévias,
em populagbes de outras origens étnicas [Igarashi et al., 1996a; Stevanin ez al., 1997).A
compara¢do dos tamanhos do (CAG)p do gene MJD1 associados aos diferentes
hapldtipos intragénicos definidos pelos polimorfismos (na populagdo normal) néo revelou
uma diferenca significativa entre estes, ndo existindo nenhum haplétipo preferencialmente
associado aos repeats de maior tamanho nos cromossomas normais.

Estes resultados estdo em contraste com os descritos para o repeat CAG no gene
da doenga de Huntington [Squitieni e al., 1994; Almqvist et al., 1995; Rubinsztein et al.,
1995b], em que se verificaram diferengas na distribui¢do de tamanhos do (CAG)p
relativamente as variantes do polimorfismo de inser¢ao/delecgdo A2642 dcido glutdmico,
com os cromossomas portadores de uma delecgdo associados a maiores repeats, sendo a
delec¢do claramente sobre-representada também nos cromossomas da doenga.

Tomados em conjunto com a auséncia de um efeito do haplétipo em cis na
instabilidade do repeat expandido (artigo VI), os resultados obtidos parecem excluir a
possibilidade de um efeito desestabilizador do repeat por parte das sequéncias génicas
flanqueantes como componente determinante para a origem da mutagao DMJ nas diversas

populacoes em que foi descrita esta entidade clinica.

116



DESENVOLVIMENTO DO TESTE PREDITIVO DA DMJ

Como implicagdo destes trabalhos, resta discutir a aplicagdo prética do
conhecimento das bases moleculares das caracteristicas clinicas, patoldgicas e genéticas
da DMJ, em particular no que respeita a nica via de intervengao contra esta doenga a que
€ possivel recorrer desde jd: os testes preditivo e pré-natal para o aconselhamento genético
dos individuos em risco.

Em particular, interessa aqui abordar a relevancia para o diagnéstico molecular de
algumas das conclusdes deste estudo e discutir brevemente possiveis aplicagdes de
resultados desta investigagdo em situagdes concretas, como a resolugdo de resultados
ambiguos ou outras questdes complexas no aconselhamento genético da DMJ e outras

ataxias hereditdrias.

Interpretacido do resultado do teste molecular: tamanhos dos (CAG)p

expandidos

A grande separagdo existente entre as amplitudes normal e de expansdo do

(CAG)n € em geral reconfortante em termos da seguranga dos resultados da detecgio
directa da mutagdo. No entanto, conforme se referiu acima, foram recentemente
identificados trés individuos de uma familia portuguesa com um alelo de tamanho
intermédio (51 unidades CAG) [Maciel et al., 1997], o que levanta novos problemas em
termos de aconselhamento, porque se desconhece ainda se a este tamanho de repeat estard
ou ndo associado o fenétipo da doenga. Estdo jd a decorrer estudos mais detalhados desta
familia, incluindo a andlise de um maior nimero de individuos portadores deste alelo, a
sequenciagdo da sequéncia repetitiva para determinar a sua estrutura exacta e o
seguimento clinico desses individuos, para se tentar esclarecer esta questao.

Por outro lado, o tamanho do alelo expandido ndo permite por si sé um
progndstico preciso em termos da idade de inicio ou gravidade da doenga; como exemplo,

apenas com base num modelo de regressao (usando o coeficiente de correlagdo obtido) e

117




para um intervalo de confianga de 95%, poderd prever-se, para um individuo portador de
um alelo com 67 unidades CAG, o inicio da doenga entre os 35 e os 68 anos de idade.
Espera-se que, uma vez identificados os factores (genéticos ou ambienciais)
modificadores da idade de inicio e da apresentacao clinica, estes possam ser incorporados
num modelo preditivo mais adequado, que permita o estabelecimento de um progndstico

quanto a idade de aparecimento e a gravidade das manifestagdes clinicas.

Homoalelismo para o alelo normal: possibilidades de eliminacdo da

incerteza do resultado do teste molecular

A obten¢do de um resultado de "homozigotia" para o alelo normal, ou seja, a
detecg¢do de dois alelos normais do mesmo tamanho (mais correctamente chamado
homoalelismo), levanta algumas incertezas no caso dos repeats de trinucleotideos
expandidos, uma vez que € sempre possivel ndo se ter conseguido amplificar um repear
expandido devido ao seu tamanho excessivamente grande (dada a competig¢do entre os
dois alelos na mistura de reac¢ao de PCR, em que os produtos de menor tamanho sio
cineticamente favorecidos), ou mesmo, como foi jd descrito na doenga de Huntington,
pela existéncia de polimorfismos na regiao de emparelhamento dos primers na reac¢do de
PCR.

E fundamental excluir esta possibilidade, nos limites possiveis da tecnologia
disponivel, a fim de reduzir a incerteza do resultado a transmitir ao consultando. A
primeira estratégia a utilizar para este fim €, evidentemente, o estudo de outros membros
da familia, em particular a determinag@o dos tamanhos do (CAG)p nos progenitores, para
se determinar se o homoalelismo € compativel com esses resultados. Em segundo lugar,
pode proceder-se ao estudo de polimorfismos intragénicos no individuo: se os alelos
apresentarem o mesmo tamanho do repear CAG, mas estiverem associados a diferentes
hapl6tipos intragénicos, € assim possivel distinguir os dois alelos do gene.

Finalmente, estdao em desenvolvimento métodos alternativos de detecgio da

mutagio DMJ por Southern blotting, que, embora mais trabalhosos e necessitando uma
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maior quantidade de ADN, permitiriam ultrapassar as dificuldades da amplificagao por
PCR em situagdes como esta. Embora seja pouco provdvel que na DMJ haja alelos
mutados de tamanho suficientemente grande para nao serem detectados por PCR, s6
fazendo esta andlise por Southern blotting caso a caso se poderia eliminar por completo
esta possibilidade. Este tipo de método teria também grande aplicabilidade em outras
situagBes e seria ainda mais necessdrio nas ataxias dominantes em que a variabilidade
populacional dos alelos normais ¢ muito menor (ou seja, 0 homoalelismo € mais

frequente), de que sao exemplos a SCA2 e a SCAG.

Comportamento nido-mendeliano da mutagdo DMJ: relevancia para o

aconselhamento genético

Além das dificuldades jd discutidas (estabelecimento de um progndstico para os
portadores de expansdes e situa¢des de homoalelismo), hé outras dificuldades inerentes
ao aconselhamento genético nas doencas associadas a repears expandidos, dado que a
mutagdo € instdvel e o seu comportamento durante a transmissdo de uma geragio para a
seguinte ndo € previsivel.

A compreensao dos mecanismos de instabilidade genética e dos factores que a
regulam poderd também vir a ser utilizdvel no aconselhamento genético. Um exemplo
desta aplicagdo vem da doenga de Huntington, em que hd muito se conhece a existéncia
de alelos intermédios (alelos cujo tamanho se situa na gama de sobreposi¢do entre o
normal e o expandido, ndo estando eles préprios associados a doenga, mas cuja
instabilidade genética leva a expansao do repeat para tamanhos maiores na descendéncia).
Muitos destes alelos surgem em famfilias em que se tinham identificado casos isolados de
doenga de Huntington. Foi identificado um haplétipo que, quando presente em cis de
repeats intermédios, originava uma instabilidade aumentada destes, com maior frequéncia
das transi¢oes para CAGs expandidos [Chong et al., 1997]. Este efeito foi identificado
quer a nivel da descendéncia dos individuos portadores, quer em estudos de esperma

destes individuos por single-cell PCR, em que se observou que existia uma gama de
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tamanhos de alelos mais alargada nos portadores do haplétipo desestabilizador, bem
como uma maior frequéncia de transi¢des para a expansdo completa. Esta informagéo
passou entdo a ser incorporada no aconselhamento das familias com portadores de repeats
intermédios, calculando-se o risco de surgirem alelos completamente expandidos na sua
descendéncia.

Da maior importdncia para o aconselhamento genético é também o efeito,
recentemente identificado, de desvio meidtico associado 2 transmissdo do gene DMJ
mutado: os descendentes de portadores de expansdes no (CAG)p do gene MID1
transmitiriam mais frequentemente o gene mutado do que o gene alelo normal [Igarashi et
al., 1994; Igarashi et al., 1996b; Takiyama et al., 1997)].

O efeito de desvio meidtico, préviamente descrito em familias com distrofia
miotonica [Carey e? al., 1994] e em familias com ADRPL [Ikeuchi et al., 1996], foi
detectado em familias DMJ [Igarashi et al., 1996b], e confirmado em estudos de esperma
por single-cell PCR [Takiyama et al., 1997], em que se analisaram milhares de
transmissoes do gene: cerca de 60% dos gimetas de individuos portadores de uma
expansao no gene MJD1 (heterozigotos) apresentavam uma expansio (de tamanho igual
ou ligeiramente diferente) nesse gene. Sao necessdrios estudos adicionais para confirmar
estas observagbes numa populagdo mais alargada e livre de enviesamentos de
amostragem, para se determinar se o desvio meidtico, a existir, estard associado
unicamente a transmissdes paternas ou também a transmissdes maternas e para se
esclarecerem os mecanismos pelos quais os gametas portadores da expansao do (CAG)p
adquiririam uma vantagem selectiva que os torne mais frequentes. A confirmarem-se,
estes resultados sdo, evidentemente, muito relevantes para a correc¢io da determinacdo

do nisco para a descendéncia de um portador da mutagao DMJ.

120



Necessidade de envolvimento da componente de investigacdo no

aconselhamento genético

O aconselhamento genético inclui o fornecimento aos consultandos das
informagdes sobre a doenga e sobre os mecanismos genéticos relevantes para a
compreensao do significado do teste preditivo e dos seus resultados possiveis. Em
doengas como a DMJ, as ataxias espinocerebelosas ou a doenga de Huntington, ainda em
fase de estudo, isto implica um envolvimento constante com a componente de
investigagdo, que permita incorporar 0s novos conhecimentos progressivamente
disponiveis sobre a doenga, devendo pois considerar-se que o préprio processo de
aconselhamento estd ainda em fase experimental. Sdo exemplos disso os casos, acima
referidos, da identificagdo de alelos de tamanho intermédio (que ndo se sabe se serdo ou
nao causadores de doenga) da existéncia ou ndo de desvio mei6tico e da tentativa de
distingdo entre alelos normais com o mesmo tamanho do (CAG)p por estudo de
polimorfismos intragénicos ou por Southern blotting, em individuos aparentemente
homozigotos para o alelo normal. E pois muito importante que o teste genético seja feito,
pelo menos nesta fase inicial, em laboratérios com experiéncia de investigagao com esta
doenga e em que se esteja ao corrente das dificuldades possiveis, j4 encontradas ou que
ainda venham a surgir.

Por outro lado, uma vez que no caso da DMJ se trata de uma doenga ainda sem
cura, deve ser feita uma avaliagdo e um acompanhamento psicolégico e social adequado,
que permita aos individuos em risco que optem pela realizagio do teste lidar melhor com
o seu resultado. Ou seja, o teste molecular deve ser feito apenas no contexto de um
programa bem estabelecido de aconselhamento genético, seguido por uma equipa
multidisciplinar e seguindo os critérios € normas internacionalmente estabelecidos

[Sequeiros e Nance, 1997], e ndo como uma mera andlise laboratorial.
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V.CONCLUSOES E DIRECCOES FUTURAS DE
INVESTIGACAO

CONCLUSOES

- O gene causador da DMJ localiza-se no cromossoma 14q32.1, sendo a mutagao
causadora da doenga a expansao de uma sequéncia repetitiva (CAG)p no gene MJID1.

- Esta mutagdo estd presente na grande maioria das familias previamente
identificadas como DMJ, de origem portuguesa e de outras origens, bem como em outras
familias, identificadas clinicamente como ataxia espinocerebelosa indiferenciada, de
origens geogréficas muito diversas. A andlise destas familias permitird a redefini¢ao
fenotipica da DMJ.

- O repeat CAG no gene MJD1 € altamente polimérfico, varia habitualmente de
tamanho entre 12 e 41 unidades CAG na populagao normal; nos cromossomas DMJ dos
doentes e portadores assintomdticos estudados, os repeats contém de 51 a 86 tripletos
CAG.

- O tamanho do repeat expandido no gene MJID1 correlaciona-se inversamente
com a idade de inicio da DMJ: a repeats maiores estd associado um inicio mais precoce da
doenga.

- A apresentaga@o clinica da DMJ, classificada em 3 subtipos, é também
influenciada pelo tamanho do repeat CAG expandido. As formas mais graves da doenca,
caracterizadas por um inicio mais precoce € progressdo mais rdpida da doenga, e pela
presenga de espasticidade e distonia - tipo 1- estdo associadas a repeats maiores do que as
formas mais benignas, os tipos 2 e 3.

- A correlagdo entre o tamanho do repeat € a idade de inicio da DMJ €, no entanto,

incompleta, sugerindo que existem outros factores moduladores da idade de inicio desta



doenca. Isto impede, para j4, a utilizagdo do tamanho do repeat como indicador do
progndstico no teste preditivo e aconselhamento genético.

- Identificou-se a existéncia de um factor familiar adicional, independente do
repeat CAG expandido, com influéncia na idade de inicio da DMJ, ndo sendo no entanto
ainda possivel distinguir entre um efeito genético e um efeito ambiencial.

- O repeat CAG expandido associado 8 DMJ apresenta instabilidade somdtica e
intergeracional; observam-se contracgdes e expansdes do (CAG)p durante a transmissao
do gene MJD1 mutado de progenitor para descendente.

- O mosaicismo somdtico dos genes associados 2 DMJ e 4 SCA1, resultante da
instabilidade mitética dos repeats expandidos, apresenta uma distribui¢do tecidular
semelhante nestas duas doengas e ndo se relaciona com o grau de envolvimento
patolégico das estruturas do SNC observado nos doentes; parece depender apenas do tipo
de tecido, possivelmente da sua composigao celular, actividade mitética e/ou nivel de
expressdo do gene.

- O grau de mosaicismo somdtico dos repeats CAG expandidos associados 8 DMJ
e SCA1 ndo aumenta significativamente ao longo da vida adulta de individuos portadores
de expansoes.

- O grau de mosaicismo somdtico dos repeats CAG expandidos associados 8 DMJ
e SCA1 nao difere significativamente entre o cortex e a substdncia branca cerebral, apesar
da diferente composigdo celular destes.

- A instabilidade intergeracional do (CAG)p expandido no gene MID1 leva quer a
expansoes, quer a contracgoes do repeat, durante a transmissdao do gene mutado de
progenitor a descendente. A variagdo média de tamanho na nossa populagio € de + 0.84
tripletos CAG, o que significa que a tendéncia geral na populag@o € para um aumento do
tamanho do repeat, de quase um tripleto CAG por geragao.

- A variagao de tamanho, devida a instabilidade intergeracional, do repeat CAG
expandido no gene MJD1, apesar de ser a base do fenémeno de antecipagdo, ndo pdde

ser directamente correlaciondvel com a variagdo observada na idade de inicio nos pares



progenitor-descendente testados na nossa populacio, possivelmente apenas devido ao
enviesamento (inevitdvel) da amostragem.

- A instabilidade intergeracional do repeat CAG expandido no gene MJD1 €
modulada por pelo menos dois factores: o sexo do progenitor que transmite a mutagao,
estando as transmissdes paternas associadas a uma maior instabilidade, e as variantes de
polimorfismos intragénicos (flanqueantes, a juzante, do repeat ) presentes no
cromossoma normal.

- Nio hd evidéncia de um efeito de predisposigdo a instabilidade pelo haplétipo
flanqueante do repeat CAG no gene MJDI, nem na populagdo normal, nem nos
cromossomas DMJ, refor¢ando a hipétese de um efeito fundador, pelo menos em

algumas populag0es.
DIRECCOES FUTURAS DE INVESTIGACAO

As etapas seguintes dos estudos de genética molecular na DMJ serdo, por um
lado, o aprofundar dos conhecimentos sobre o gene MJID1 e a proteina (ataxina-3), em
particular a identificagdo da sua fungéo normal na célula, e, por outro, a identificagio do
mecanismo de toxicidade neuronal da mutagéo associada a doenga, com vista a uma
possivel abordagem terapéutica.

A determinagao da estrutura genémica do gene MJD1 € uma questdo jd em estudo,
mas ainda a completar, da mesma forma que os estudos detalhados da expressdo deste
gene, a nivel de ARNp e protefna. Os estudos de expressao e de localizagdo subcelular
podem, como se discutiu, contribuir para a identificagdo da fungdo da ataxina-3, uma vez
que a localizagao tecidular e intracelular desta proteina poderd fornecer pistas sobre a sua
fung@o. Outros indicios sobre a fun¢do da ataxina-3 poderao provir dos estudos de
homologia desta proteina com proteinas de outras espécies: foi jd identificado um gene
homoélogo do gene MID1 na Caenorhabidtis elegans, de fungao ainda desconhecida, mas
seria sem duvida interessante procurar outras homologias, em espécies variadas: estas

podem contribuir para a identificagdo de dominios da protefna associados a fungdes
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especificas. A criagdo de knock-outs para a ataxina-3 em ratinhos, na levedura e em
outras espécies poderd também permitir tirar conclusdes sobre o papel da proteina a nivel
celular e fisiol6gico. A determinagdo da estrutura tridimensional da ataxina-3 serd também
importante neste aspecto: a comparagdo das estruturas tridimensionais das proteinas
normal e mutada poderd contribuir para a elucidagao, quer da fungdo da proteina, quer do
mecanismo molecular de patogénese da mutagdo DMJ, dado que as alteragdes
conformacionais induzidas pela expansdo da sequéncia poliglutamina podem estar
relacionadas com a toxicidade das proteinas com expansoes.

Outra das vias de investigagdo a prosseguir € a identifica¢do de factores celulares
modificadores do fendtipo, por métodos genéticos, de biologia molecular ou bioquimica,
bem como de possiveis interacgdes com o ambiente que tenham relevédncia para o
prognéstico da doenga.

Os estudos, jd iniciados, com vista & compreensdo dos diversos aspectos do
comportamento ndo-mendeliano da mutagdo DMJ, nomeadamente a instabilidade
intergeracional do repeat CAG expandido e o desvio meidtico, serdo relevantes quer para
a compreensdo das bases moleculares destes fenémenos (na DMJ e noutras doengas
genéticas), quer na sua aplicagao prdtica ao teste preditivo e aconselhamento genético.

Finalmente, outro objectivo fundamental serd o desenvolvimento de modelos
animais da DMJ, que permitam estudos mais aprofundados do mecanismo patolégico
(alteragOes fisiologicas e celulares) e o ensaio de potenciais estratégias terapéuticas para
esta doenga. O tnico modelo disponivel até a data seria o ratinho transgénico [Ikeda et
al., 1996] contendo um fragmento do ADN¢ do gene MJD1 com um repear CAG
expandido, sob regulagdo do promotor da Purkinje cell protein 2 (pcp-2), que ndo
apresenta no entanto caracterfsticas patolégicas semelhantes & DMJ, uma vez que se
observa (como seria de esperar dada a escolha do promotor) apenas a degenerescéncia
das células de Purkinje, normalmente ndo afectadas na DMJ. Torna-se pois necessario
desenvolver um modelo animal que se aproxime o mais possivel do fenétipo observado
nos doentes; para isto serd possivelmente mais apropriado recorrer a constructs contendo

fragmentos genémicos incluindo a totalidade do gene MJD1, incluindo intrdos, que
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podem conter elementos reguladores da expressdo importantes (donde a importancia de se
esclarecer a estrutura genémica deste gene), bem como o uso de promotores que dirijam

esta expressdo para as células apropriadas.
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Abreviaturas utilizadas

ADN- Acido desoxirribonucleico

ADRPL- Atrofia dentatorubropalidoluisiana

ARN-Acido ribonucleico

DM]J-Doenca de Machado-Joseph

GAPDH- Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (Gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase)

P CR-Polymerase chain reaction

RT-PCR-Reverse transcription+Polymerase chain reaction
SCA1-Spinocerebellar ataxia type 1 (ataxia espinocerebelosa tipo 1)
SCA2-Spinocerebellar ataxia type 2 (ataxia espinocerebelosa tipo 2)
SCA3-Spinocerebellar ataxia type 3 (ataxia espinocerebelosa tipo 3)
S C A4-Spinocerebellar ataxia type 4 (ataxia espinocerebelosa tipo 4)
SCAS- Spinocerebellar ataxia type 5 (ataxia espinocerebelosa tipo 5)
SCA6-Spinocerebellar ataxia type 6 (ataxia espinocerebelosa tipo 6)
SCAT7-Spinocerebellar ataxia type 7 (ataxia espinocerebelosa tipo 7)
SN C- Sistema nervoso central

TBP- TATA binding protein (protefna de ligacdo 8 TATA box)
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ANEXO: Descricao das familias e generalidades sobre os

métodos utilizados

Descrigdo das familias

Para os estudos genéticos da DMJ, foram colhidas amostras de sangue de 551
individuos, incluindo 212 afectados, pertencentes a 26 familias agorianas € de Portugal
continental. As drvores familiares das 16 familias seleccionadas para os estudos de
ligacdo a marcadores do cromossoma 14 podem ver-se na figura 5.

Nos estudos de correlagdo genétipo-fendtipo, incluiram-se 33 familias, 15
portuguesas (agorianas), 16 norte-americanas de origem agoriana e 2 brasileiras de
origem presumidamente portuguesa, uma das quais a grande familia de Santa Catarina
(B1), préviamente descrita na literatura {Radvany, 1993 #297].

Os estudos de correlagdo entre a patologia e 0 mosaicismo foram efectuados em
specimens post-mortem , tendo sido obtidas amostras de 20 regides do SNC, de 3
doentes DMJ e 3 doentes SCA1 (com confirmagao molecular da mutagio), do banco de
cérebros de Stephen Kish, Toronto. Foi obtida informagio detalhada sobre a patologia
nestes doentes, assim como informagao clinica, sempre que possivel, e a idade de morte
do doente. Para a andlise da correlagao entre a idade de morte e o grau de mosaicismo
estudaram-se specimens de cortex e substincia branca cerebral de 11 doentes com DMJ e
7 doentes com SCAL.

Nos estudos da instabilidade genética foram utilizados todos pares transmissor-
descendente para os quais se dispunha dos tamanhos dos (CAG)p, expandidos, incluindo
individuos pertencentes as familias portuguesas P1, P8, P14, P16, P25, P32, as familias
brasileiras B1, H e B3, as familias norte-americanas (de origem agoriana) N2, N3a, N3b,
N4, N5, N6, N10 e N13 e a duas familias de origem chinesa, C1 e C2 (que contribuem

com apenas 4 pares).
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Estudo clinico

O estudo clfnico das famfias foi efectuado por neurologistas com experiéncia na
4rea da DMJ ou das ataxias em geral. As familias portuguesas foram na sua totalidade
observadas por Paula Coutinho e/ou Jorge Sequeiros, com a vantagem de se conseguir
uma grande homogeneidade nos critérios de estudo, tais como a defini¢go de idades de
inicio e subtipos. As familias americanas foram estudadas por diversos clinicos, em
particular David Dawson, Lewis Sudarsky, Lee Corwin e Patrick MacLeod. Na familia
brasileira B1, dado que a descrigdo da apresentagdo clinica era feita em detalhe na
literatura [Radvany, 1993 #297], fez-se uma conversdo dessa informagao para a

classificagiio em subtipos (Iscia Lopes-Cendes).

Estudo patologico

Os estudos patolégicos de quantificagio da degenerescéncia neuronal nas diversas
regioes do cérebro em doentes com DMJ ou SCA1 foram efectuados por patologistas
com alguma experiéncia prévia com ataxias e doenga de Huntington (Dr Stephen Kish, de

Toronto, Dr Robitaille, de Montreal, e colaboradores).

Me¢étodos de extracgdo do ADN

O método utilizado na extracgdao do ADN genémico a partir de linfocitos foi o
método de extracgdo pelo fenol [Sambrook, 1989 #317], incluindo as seguintes etapas:
1. separagio das células do plasma, 2. lise dos eritrécitos, 3. centrifugagdo e recolha dos
glébulos brancos, 4. digestdo pela protease, 5. extracgao por fenol, 6. obtengao do ADN
gendémico.

Quando se extraiu ADN genémico de material patolégico congelado (specimens
de SNC), utilizou-se uma variante do método, em que na fase inicial se tritura o material a
baixas temperaturas na presenga de uma solugao tampao apropriada, que inibe reac¢des
enzimdticas indesejdveis (solugao de Warner); deixou-se também a protease actuar mais

tempo do que o habitual.
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Estudos de ligacdo genética (linkage)

A distincia genética entre dois loci é um pardmetro determinado pela frequéncia
das recombinagdes meidticas ou "crossing-over". As recombinagbes sdo eventos
absolutamente aleatérios e imprevisiveis, que obedecem no entanto a uma lei estatistica: a
probabilidade de ocorrer uma recombinago entre dois loci depende da disténcia fisica que
os separa. Quanto maior esta distdncia, mais possibilidades existem de ocorrer uma
recombinagdo entre os dois loci. Inversamente, quanto menor esta distancia, mais diminui
a possibilidade de ocorrer uma recombinagdo - diz-se entdo que os loci estdo
geneticamente ligados. Esta ligagdo genética s6 é mensurdvel por uma observagao
empirica: a co-segregacao dos dois loci ao longo de geragdes sucessivas sem mudanga de
fase. Para se determinar a distincia genética entre dois loci (e a existéncia ou ndo de
ligagdo genética) é necessdrio proceder a uma andlise familiar em que se examina o
acoplamento de marcadores num dado cromossoma. E assim determinada a taxa de
recombinagfo entre os dois loci, 8, que € proporcional a distincia fisica entre eles. No
caso em que se procura a localizagdo cromossémica do gene causador de uma doenga, um
dos loci seria o da doenga, e o outro o marcador genético em estudo.

Um primeiro requisito para este tipo de estudo € que os loci alélicos devem ser
distinguiveis, por um marcador genotipico (como um RFLP, um VNTR ou um
microsatélite) ou um marcador fenotipico como um "trago" patolégico. O segundo
requesito € que o mimero de acontecimentos que podem dar lugar a uma recombinag@o,
ou seja, o nimero de meioses, seja suficientemente grande para permitir que a andlise
estatistica seja significativa.

Actualmente, existem programas de computador que permitem calcular a
probabilidade de dois loci serem ligados e de se situarem a uma dada distancia genética. A
andlise ¢é feita pelo método dos MLE (Maximum Likelihood Estimates), ou o célculo da
verosimilhanga mdxima. O logaritmo ("l") do quociente das probabilidades ("odds") -
quociente entre o valor da probabilidade de o locus da doenga se encontrar a2 uma
distincia ® do marcador e a probabilidade de ndo-liga¢ao (6=0.50) - € estimado para cada

marcador estudado. A utilizagdo destes indices de ligagao, designados lod scores ou lods
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(Z), como logaritmos das probabilidades permite que estes sejam aditivos, € nao
multiplicdveis; assim a andlise ¢ sequencial, famflia a familia, até a obtencado dos valores
necessérios 2 afirmagio de uma ligagao (Z=+3.00) ou a sua exclusdo (Z=-2.00), para um
dado valor de 8. O valor de 6 dd-nos a proximidade entre os loci testados: 8=0.00 indica
que o locus da doenga e o do marcador sdo 0 mesmo ou tao préximos que ndo existe
recombinagio entre eles; 8=0.5 significa que os dois loci ndo estdo ligados. Valores
intermédios indicam a proximidade entre os loci.

Se na andlise se consideram apenas dois loci (dois marcadores genéticos ou 0
locus da doenca e um marcador genético), trata-se de uma andlise pairwise; € no entanto
possivel incorporar informagao sobre vérios marcadores, numa andlise de multipoint, em
que se obtém uma estimativa das taxas de recombinagio entre muiltiplos loci.

A andlise de ligagdo genética pode ser complicada pela existéncia de
heterogeneidade nao-alélica na populagdo em estudo (dois ou mais loci independentes
causando um mesmo fendtipo). Assim, € frequente levantarem-se as seguintes questoes:
(1) dado um teste de ligag@o positivo na populagéo total, existe evidéncia de que uma
proporgio das familias segregue o gene ligado e outra segregue um gene nao-ligado? (2)
apesar de nio existirem provas da existéncia de ligagdo genética assumindo
homogeneidade entre as familias, poderia demonstrar-se ligagdo genética caso se
permitisse uma percentagem de heterogeneidade? O programa HOMOG pode ser utilizado
para testar ambas estas hipéteses [Ott, 1991 #688].

A utlizagdo dos programas do pacote "Linkage", desenvolvidos por Ott e
colaboradores [Ott, 1991], apresenta numerosas vantagens, uma VeZ que permite
considerar pardmetros como a frequéncia dos genes e a taxa de mutagao para o locus da
doenga, o fendtipo (afectado ou ndo afectado), a penetrancia do gene dependente da idade
(classificacdo em classes de risco segundo a idade actual das pessoas em risco
assintomdticas, particularmente relevante nesta doenga de inicio tardio e muito vandvel) e
o tratamento das ansas de consanguinidade e de casamento em cada drvore genealdgica.

Finalmente, é importante ndo confundir a nogdo de ligagao genética, que exprime

a proximidade de dois loci no ADN sem pressupostos sobre os alelos presentes, e a
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nogdo de desequilibrio de ligagio que € uma associagao preferencial entre certos alelos de
dois loci. O desiquilibrio de liga¢ao pode permitir a data¢ao e a demonstragdo da origem
geogréfica de certas doengas monogénicas (monoalélicas), e saber se o evento mutacional
ocorreu uma tnica vez num tnico individuo e se difundiu por migragdo - mutagado

fundadora - ou se as mutagdes foram muiltiplas e independentes, em regides separadas.

PCR (polymerase chain reaction)

Esta técnica permite amplificar selectivamente in vitro um dado segmento de
ADN, de forma a que, partindo de amostras contendo quantidades infimas dessa
sequéncia, se consegue originar ADN suficiente para permitir a sua andlise em algumas
horas. Para isso, € necessdrio conhecer-se a sequéncia das regides flanqueantes do
segmento a amplificar e escolher 2 fragmentos nucleotidicos (primers) capazes de
emparelhar com elas e assim iniciar a replicagao do ADN pela ADN polimerase.
Misturando os primers com o ADN gendémico, em condi¢gdes de hibridagdo, estes
posicionam-se face as suas sequéncias complementares respectivas. Em seguida, por
accdo da ADN polimerase, cada fragmento € alongado, originando uma sequéncia
exactamente complementar a da cadeia original. Resulta entdo uma duplicagdo da
sequéncia considerada, uma vez que cada cadeia € copiada de novo. A operagao € em
seguida recomecada, consistindo cada ciclo em trés etapas: (a) um periodo de
desnaturag@o, a 94°C, em que as duas cadeias de ADN sao separadas, permitindo o
acesso dos primers; (b) um periodo de hibridagdo entre os primers e as cadeias de ADN
genémico (annealling), em que a temperatura € seleccionada conforme a sequéncia destes,
de forma a tornar o emparelhamento especifico; e (¢) um periodo de extensdo das cadeias
complementares.

Cada etapa dura em geral cerca de um minuto. Como cada ciclo produz uma
duplicagdo da sequéncia compreendida entre os dois primers, a amplificagdo €
exponencial; ao fim de n ciclos obtém-se teoricamente 22 exemplares do segmento de
ADN desejado. Este método é muito simples porque ndo € necessdria outra manipulagao

além da variagdo de temperatura, sendo todos os ciclos realizados num mesmo tubo. A
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introdugdo de uma ADN polimerase termo-resistente, a Tag polimerase, evita ter que se
adicionar enzima a cada ciclo e aumenta a especifidade de hibrida¢ao dos primers porque
se podem utilizar temperaturas mais elevadas na etapa de annealling. Pela sua
simplicidade, esta técnica presta-se bem a automatizagao, existindo aparelhos capazes de
efectuar as variagdes térmicas de forma automdtica e programdvel.

A PCR pode ser utilizada na detec¢do directa de mutag¢des ou de polimorfismos de
formas variadas. (1) A amplificagdo por PCR pode ser seguida de digestdo com enzimas
de restrigdo apropriadas a detecgao do polimorfismo. (2) Na PCR especifica de alelo,
escolhem-se os primers de forma a que um deles tenha na extremidade 3' (determinante
para a especificidade do oligonucleotideo) o nucleotideo variante e desenvolvem-se as
condigbes de amplifica¢do de forma a que esta seja especifica apenas para um alelo (o de
sequéncia exactamente complementar a do primer utilizado); se o individuo tiver a outra
variante do polimorfismo, ndo se d4 amplificagdo (¢ importante ter controlos positivos

neste tipo de teste, pelo que normalmente se usa um primer para cada variante).

Na RT-PCR, realiza-se uma etapa prévia de "transcri¢do reversa", em que se
obtém cadeias simples de DNA a partir do RNA mensageiro (utilizando uma enzima
chamada transcriptase reversa, presente em certos virus de ARN), seguida de uma
amplificagdo por PCR do ADNc assim obtido. Isto permite uma andlise a nivel do ARNm
(determinagdo da sequéncia, presenga/auséncia de expressdo, presenca de formas
truncadas ou formas de splicing alternativas), em que se ultrapassa o problema da
quantidade de material presente na célula: mesmo genes cuja expressao a nfvel do ARN é

muito baixa podem ser analisados por este método.

Na andlise de SSCP (single strand conformation polymorphism) para
determinag@o de mutagdes ou de polimorfismos, apés amplificagio por PCR do
fragmento de ADN que contém a mutagdo ou o polimorfismo em estudo, desnaturam-se
os produtos de PCR, que se separam em seguida por electroforese em gel de

poliacrilamida, em condigOes que permitem a auto-renaturagdo das cadeias, o que vai
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originar diferentes conformagoes tercidrias do ADN (hairpins e outros), dependentes da
sequéncia primdria deste; as diferentes conformagdes podem apresentar velocidades de

migragao diferentes, permitindo a distingao das formas variantes do gene.

Southern Blot

O objectivo da técnica de Southern blor € visualizar uma sequéncia tnica de
ADN. Para isso, o0 ADN € fragmentado por uma ou vérias enzimas de restrigdo
apropriadas, os fragmentos de tamanhos diferentes sao separados por electroforese em
gel de agarose, desnaturados in situ, transferidos por capilaridade para um suporte sélido
- filtro de nylon ou de nitrocelulose e hibridados com uma sonda marcada
radioactivamente. Os fragmentos reconhecidos pela sonda formam com esta um duplex

resistente a lavagem exaustiva e revelam-se por um sinal persistente a nivel do filtro.

Clonagem

A clonagem € uma técnica in vitro para obter multiplas c6pias idénticas de um
dado fragmento de ADN. O primeiro passo € isolar o fragmento de interesse, que em
seguida € introduzido num vector de clonagem (plasmideo, bacteri6fago, cosmideo,
YAC, BAC). Estes vectores replicam-se autonomamente numa célula bacteriana
hospedeira (Escherichia coli), ou levedura (Saccaromyces cerevisiae) no caso de YACs, o
que permite multiplicar indefinidamente o mimero de cOpias desse fragmento de ADN e
ultrapassar assim as limitagdes quantitativas a sua andlise.

No trabalho aqui apresentado recorreu-se a clonagem de fragmentos de ADNg,
amplificados por RT-PCR a partir do ADN genémico de individuos, num vector com
caracteristicas especiais que permitem a clonagem imediata de um produto de PCR obtido
com a Taq polimerase (TA vector, Invitrogen ). Esta enzima acrescenta um nucleotideo
extra (A) a extremidade 5' dos fragmentos de ADN por ela produzidos; o vector tem uma
extremidade coesiva T, aonde os produtos de PCR se ligam, circularizando-se assim o
ADN recombinante. O plasmideo confere resisténcia 4 ampicilina, e actividade de Beta-

galactosidase, que € eliminada por inser¢@o do fragmento de ADN, permitindo assim a
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selecgdo dos clones de interesse através do crescimento em meio com ampicilina € a
eliminagdo de clones contendo plasmideo recircularizado (sem insert) por simples
observagdo da cor das colénias. Um outro vector utilizado na clonagem dos ADNc do
gene MJD1 (sequéncias apresentadas nas figuras 3.a € 3.b) foi o plasmideo pBluescriptl]
SK (4).

Utilizaram-se também os cosmideos sCos1 [Evans et al., 1989] do banco de
ADN genémico humano do cromossoma 14. Este vector confere resisténcia a ampicilina
e a kanamicina.

Uma vez introduzidas as moléculas de ADN recombinante em bactérias, leva-se a
cabo a sua multiplicagao em meio de cultura a 37°C, e extrai-se 0 ADN do vector pelo
processo designado Miniprep (de cosmideos ou de plasmideos), que consiste
basicamente na lise celular bacteriana, seguida da precipitagao das proteinas e ADN
genémico bacteriano, que se separa do ADN do vector e do ARN nesta fase, digestdo do
ARN e, finalmente, a separagdo e lavagem do ADN do vector (protocolo adaptado de

Sambrook, 1989) .

Sequenciagdo do ADN

No trabalho aqui apresentado utilizou-se uma variante do método de
sequenciagdo de Sanger, em que se leva a cabo a sintese da cadeia complementar a
sequéncia que se deseja conhecer, na presen¢ga de um nucleotideo marcado
radioactivamente e de andlogos dideoxi de nucleotideos em baixa concentragdo. Estes
tltimos, dada a sua baixa concentrag@o, incorporam-se raramente e de modo aleatério na
cadeia complementar, e, por carecerem do grupo 3' hidroxilo, interrompem a sintese
desta. Esta interrup¢ao aleatéria origina fragmentos de tamanhos diversos, que
correspodem a distincia entre o ponto de interrup¢do € a extremidade inicial da cadeia, e
que sdo analisados em gel de poliacrilamida desnaturante. Como a resolugéo destes géis é
de uma base, o encadeamento de fragmentos na autoradiografia corresponde ao
encadeamento de bases no fragmento de ADN. Este método exigem que a sequéncia de

interesse seja de cadeia simples e purificada. Para se obter uma amostra nestas condigdes,
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‘pode proceder-se a subclonagem do fragmento a sequenciar num vector apropriado, de
cadeia simples, o que permite também obter as quantidades de ADN necessdrias as
reacgdes envolvidas na sequenciagdo. Alternativamente, podem utilizar-se védrnas
combinagdes das técnicas de amplificagdo por PCR com o método de Sanger, com a
vantagem de se necessitar apenas de uma pequena quantidade inicial de DNA, e de

permitir ultrapassar a etapa de clonagem.
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