RESUMO

A ataxia espinocerebelosa tipo 14 (SCA14) € uma doenga neurodegenerativa, com modo de transmisséo
autossomico dominante, causada por mutagbes no gene PRKCG que codifica a enzima PKCy. Caracteriza-se
clinicamente pela apresentacdo de ataxia progressiva da marcha e dos membros, disartria e alteragdo dos movimentos
oculares.

O presente trabalho teve por objectivo o rastreio de mutagdes na sequéncia codificante do gene PRKCG, bem como
de parte das respectivas sequéncias intronicas flanqueantes, numa série de doentes portugueses com ataxia
espinocerebelosa. Este é o primeiro estudo da totalidade da sequéncia do gene, constituido por 18 exdes, num grupo
de individuos portugueses.

Dos 60 doentes estudados, nos quais tinha sido excluida a presenga de uma expansdo CAG nos loci SCA 1, 2,
3/MJD, 6, 7, 17 e DRPLA, responsavel pela maioria dos casos de ataxia espinocerebelosa, 54 correspondem a casos
indice de familias com ataxia cerebelosa com transmissdo dominante (ADCA) e, os restantes 6 casos ndo possuem,
aparentemente, historia familiar da doenca.

A pesquisa de mutagdes foi realizada por PCR e sequenciacéo directa dos produtos amplificados.

Em trés dos casos indice familiares foram identificadas novas mutacdes na regido reguladora, uma no ex&o 3 (no
sub-dominio C1A da PKCy) e duas no ex&o 4 (em C1B). As mutagbes missense ¢.234C>A (p.His78GIn), c.319A>G
(p.Ser107Gly) e ¢.349T>A (p.Cys117ser) sdo descritas, pela primeira vez, neste trabalho.

Embora a andlise de co-segregagéo da mutagdo com a doenga nas familias ainda ndo tenha sido concluida, para
duas destas mutagdes foi possivel confirmar a sua segregagéo noutro elemento afectado da familia. A avaliagdo da
causalidade das alteragbes detectadas, pela utilizacdo de diversas ferramentas bioinformaticas, sugere um efeito
patogénico para as trés mutagdes. Clinicamente, todos os casos identificados com mutagdes no gene PRKCG
detectadas neste estudo apresentam ataxia cerebelosa progressiva pura, com inicio tardio da doenca.

O facto de 3 dos 54 casos de ataxia cerebelosa com transmisséo dominante apresentarem mutagdes no gene
PRKCG sugere que no diagnéstico diferencial se efectue o rastreio da SCA14 em doentes com ADCA, nos quais ndo
foram detectadas as mutagdes responsaveis pelas SCAs mais frequentes.

Os resultados obtidos confirmam o dominio regulador C1 da PKCy (com 80,6% do total de mutages descritas) mas,
especialmente, o C1B (64,5% do total) como um hot-spot mutacional. A pesquisa de mutagdes no gene PRKCG devera

ser efectuada de forma sequencial, de acordo com a distribui¢do das mutagdes descritas no gene, iniciando-se pelo
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rastreio dos exdes 4 e 5 (sub-dominio C1B), sendo depois alargada aos exdes 1, 2 e 3 (sub-dominio C1A e pseudo-
substrato), exdes 10 (motivo rico em residuos de glicina no dominio cinase C3) e 18 (dominio AGC-cinase C-terminal)

e, caso ndo sejam detectadas mutagdes, aos restantes exdes do gene.

Palavras chave: Ataxia espinocerebelosa; Diagnostico genético; Neurodegeneragéo



ABSTRACT

Spinocerebellar ataxia type 14 (SCA14) is an autosomal dominant neurodegenerative disorder, caused by
mutations in the PRKCG which encodes the PKCy enzyme. It is clinically characterized by progressive gait and limb
ataxia, dysarthria and abnormal eye movements.

The objective of this work was to screen mutations in the coding as well the intronic flanking sequences of the
PRKCG gene in a series of portuguese patients presenting spinocerebellar ataxia. This is the first study of the complete
coding sequence of the gene, composed by 18 exons, in a group of of Portuguese patients.

In the series of 60 portuguese patients studied, negative for the presence of an expansion at the SCAs 1, 2, 3
(MJD), 6, 7, 17 and DRPLA loci, responsible for the majority of the spinocerebellar ataxia cases, 54 are index cases of
families with spinocerebellar autosomal dominant ataxia (ADCA) and 6 cases had no apparent family history for the
disease.

Mutations were screened by PCR and sequencing analysis of the amplified products.

Three index familial cases presented new mutations at the regulatory region, one in exon 3 (at PKCy C1A sub-
domain) and two in exon 4 (at C1B). The missense mutations reported for the first time in this work are ¢.234C>A
(p.His78GlIn), ¢.319A>G (p.Ser107Gly) and ¢.349T>A (p.Cys117ser).

Though the analysis of co-segregation of the mutation and the disease in the families is not concluded, two of these
mutations have been confirmed in an additional patient from the family. Several bioinformatic software’s suggested a
pathogenic effect for the mutations detected in our research. Clinically, all the cases presented progressive pure
cerebellar ataxia and late onset of the disease.

The fact that 3 of 54 of the family cases presented mutations at the PRKCG gene suggests that SCA14 test should
be performed in the differential diagnosis of ADCA patients, already tested for the most common SCA types.

These results confirm the C1 regulatory region of PKCy (where 80,6% of the total mutation described locate),
specially, C1B (64,5% of the total) as a mutational hot-spot. Mutation screening of the PRKCG gene should begin with
the study of exons 4 and 5 (C1B sub-domain), followed by exons 1, 2 and 3 (C1A sub-domain), then 10 (glycine rich
motif in the C3 cinase domain) and 18 (AGC-kinase C-terminal domain) and, subsequently, the remaining exons of the

gene.

Keywords: Spinocerebellar ataxia; Genetic diagnosis; Neurodegeneration
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1. Introducdo

A ataxia espinocerebelosa do tipo 14 (SCA14) é uma ataxia hereditaria em que ocorre atrofia do cerebelo por
degenerescéncia das células de Purkinje. Assim, esta introducao iniciar-se-a com uma breve descri¢do da estrutura do
cortex cerebeloso, de forma a localizar as células de Purkinje e identificar os tipos de células ou estruturas com os quais
estabelecem contactos.

Em seguida ira fazer-se um pequeno resumo das ataxias espinocerebelosas (SCAs), grupo de doengas ao qual a
SCA14 pertence, e que, embora partilhem muitas das caracteristicas clinicas apresentadas, podem ser causadas por
diferentes tipos de mutacdes em genes distintos. Por fim, descrevem-se e localizam-se as mutagdes observadas, até ao
momento, no gene PRKCG, bem como as hipdteses colocadas por diversos autores para explicar a sua

patogenicidade.

1.1. Ataxia e cerebelo

O termo ataxia deriva da palava Grega 16¢ (taxis) que significa ordem, a qual foi adicionada o prefixo @, que indica
auséncia ou negagdo. Assim, atagia em Grego, ou ataxia, corresponde a um sintoma, em que o movimento é
desordenado ou descoordenado. Na maioria dos casos, a ataxia deve-se a disfungao no cerebelo, por lesdo ou atrofia

desta estrutura cerebral (Smith et al., 2004).

1.1.1  Cerebelo, cortex cerebeloso e células de Purkinje

O cerebelo é uma estrutura cerebral globosa, localizada na metade posterior da fossa craniana posterior (Neto &
Falavigna, 2003), atras do tronco cerebral (bulbo raquidiano, mesencéfalo e protuberancia ou ponte) ao qual se

encontra ligado por trés pares de pedunculos cerebelosos.
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Esta regido do cérebro estd envolvida na coordenagdo motora, articulagdo verbal, controlo dos movimentos
oculares, do equilibrio e das fungdes autondmicas, bem como no controlo de algumas fungdes cognitivas (Bugalho et

al., 2006).
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Figura 1- Plano sagital mediano do cérebro humano
(Adaptado do sitio da internet “The brain from top to bottom”, http://thebrain.mcgill.ca)

As células de Purkinje e as células granulares s&o os principais neuronios do cortex cerebeloso, que é constituido
por trés camadas: granular, Purkinje e molecular.

A camada granular, adjacente a substancia branca, é constituida, principalmente, pelos corpos celulares das
células granulares e, em menor numero, das células de Golgi (Tavares, 1985). Entre as camadas granular e molecular
situa-se a camada de Purkinje, onde se encontram os corpos celulares das células de Purkinje, enquanto que as suas
dendrites formam uma rede espessa, que se localiza na camada molecular. Esta camada, adjacente a pia mater,
apresenta também células estreladas e as dendrites das células de Golgi.

As climbing fibers (fibras trepadoras) e as mossy fibers (fibras musgosas) constituem as principais fibras aferentes
do cdrtex cerebeloso, i.e., recebem e conduzem estimulos extra-cerebelosos que, directa ou indirectamente, convergem
nas células de Purkinje, Unico sistema eferente desta estrutura cerebral (Tavares, 1985) (figura 2).

As climbing fibers s&@o os terminais axdnicos das fibras olivocerebelosas, neurdnios cujo corpo celular se localiza no
complexo olivar inferior (Szentagothai & Rajkovits, 1959; Fernandes, 1988; Woolsey et al., 2003) do bulbo raquidiano.
Cada climbing fiber enerva apenas uma célula de Purkinje mas pode estabelecer entre centenas a milhares de

contactos sinapticos com as dendrites destas células (Fernandes, 1988).
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As mossy fibers, com origem em diversas partes do tronco cerebral e corda espinal, estabelecem contactos
sinapticos, na camada granular do cértex cerebeloso, com as dendrites das células granulares e, menos
frequentemente, com as dendrites das células de Golgi (Tavares, 1985; Optican, 1998; Apps & Garwicz, 2005). Na
camada molecular, os axénios das células granulares ramificam-se, adquirindo uma forma em T. As fibras paralelas,
porcado dos axonios das células granulares, dispdem-se perpendicularmente as arborizagdes dendriticas das células de
Purkinje, estabelecendo contactos sinapticos, bem como com as arborizagdes dendriticas das células de Golgi,

estreladas e em cesto (Tavares, 1985). Uma célula de Purkinje pode receber estimulos de multiplas fibras paralelas.

Célula de Purkinje Fibra paralela

Fibra paralela

BT ~ Camada
Célula de Purkinje molecular
Camada
molecular
Camada Camada
. das das
células de | células de
Purkinje Purkinje
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. granular
granular
Climbing Mossy
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granular

Célula granular }
Nucleos -
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cerebelosos
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célula de Purkinje Nature Reviews | Neuroscience

Figura 2 - Estrutura do cértex cerebeloso
(Adaptado de Apps & Garwicz, 2005)
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1.1.2. Etiologia da ataxia cerebelosa

Consoante a sua etiologia, as ataxias podem designar-se adquiridas (ou esporadicas) ou hereditarias.

A ingestao de tdxicos (alcodl, drogas, metais pesados como o chumbo e mercurio) e patologias tais como tumores,
doenca vascular, esclerose multipla, doengas enddcrinas, infec¢des, doengas auto-imunes ou deficiéncias vitaminicas
podem ser responsaveis pela apresentagéo de ataxia. Este tipo de ataxia cerebelosa (esporadico ou adquirido) € o mais
frequente (Fogel & Perlman, 2006; Klockgether, 2010; Durr, 2010) e pode ser revertido em algumas situagdes.

As ataxias hereditarias sdo raras e tém, na sua maioria, um modo de transmissdo autossomico dominante. Este
grupo de doencas tem a denominagao de ADCA (autosomal dominant cerebelar ataxias) e é constituido pelas ataxias
espinocerebelosas (SCAs), episodicas (EA tipo 1 a 6) e as ataxias espasticas autossdmicas dominantes. Algumas
ataxias hereditarias tém um modo de transmiss@o autossémico recessivo (como é o caso da ataxia de Friedreich ou

FRDA), ligado ao cromossoma X ou mesmo, mitocondrial.

1.1.3  Ataxias espinocerebelosas

As ataxias espinocerebelosas (SCAs) sdo um grupo heterogéneo, clinica e geneticamente, de doencgas
neurodegenerativas de evolugdo progressiva, caracterizadas pela apresentagéo clinica de ataxia cerebelosa e modo de
transmissédo autossémico dominante (Durr, 2010).

Para além do lento processo de atrofia do cerebelo, ocorrem, frequentemente, alteragbes degenerativas do tronco
cerebral, bem como de outras estruturas do sistema nervoso central e, também, embora menos comum, do sistema
nervoso periférico (Taroni & DiDonato, 2004; Paulson, 2009). Assim, o quadro cerebeloso, composto por ataxia dos
membros e da marcha, disartria, nistagmo, dismetria, tremor intencional e disdiadococinésia, pode ser acompanhado
por sinais extracerebelosos, caso ocorra também alteragdo de outros sistemas neuroldgicos. Desta forma, podem,
entdo, estar também presentes sinais piramidais (espasticidade, hiperreflexia, sinal de Babinsky), extra-piramidais
(parkinsonismo, distonia, mioclonia e coreia), oculares (oftalmoparésia, diplopia, retinopatia pigmentar), corticais
(deméncia e epilepsia) e sinais motores periféricos (atrofia, fraqueza muscular) (Teive, 2009; Marmolino & Manto,

2010).
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As SCAs séo classificadas consoante 0 gene mutado e numeradas de acordo com a ordem de identificagdo da
doenca. No entanto, para as 28 formas descritas até ao momento, foram apenas identificados 18 dos genes causadores
de doenga.

Consoante a alteragao genética, as SCAs podem ser dividididas em 3 classes: 1) causadas pela expansdo de uma
repeticdo nucleotidica, que codifica para uma sequéncia de poliglutaminas (repeticdes CAG), numa regido codificante
do genoma (SCA1, 2, 3/[DMJ, 6, 7, 17 e DRPLA); 2) provocadas pela expansédo de uma sequéncia nucleotidica repetida
numa regido nao codificante (SCA8, 10 e 12); e 3) causadas por mutagbes convencionais (pontuais, delegdes,
insercdes e duplicagdes) em determinados genes (SCA4, 5, 11, 13, 14, 15/16, 20 e 27). Ao contrario das restantes, as
ataxias deste Ultimo grupo ndo alteram significativamente a qualidade de vida dos doentes (Durr, 2010). Para além do
tratamento de algumas manifestacdes da doenca, néo existe, ainda, uma cura para as SCAs (Bird, 2011).

A idade de inicio das SCAs varia, em geral, entre os 30 e 50 anos, mas pode ser precoce, manifestando-se desde
ainfancia, ou tardio, em individuos com mais de 60 anos (Hiramoto et al., 2006; Teive, 2009; Durr, 2010).

A prevaléncia estimada para as SCAs é de 2-3 por 100 000 habitantes (Whaley et al., 2011). As SCAs causadas
pela expansao das poliglutaminas sdo mais frequentes que as restantes, sendo a SCA3/DMJ o subtipo mais comum
(Schdls et al., 2004; Durr, 2010).

Diferengas na prevaléncia de determinada SCA entre vérias populacdes podem dever-se a um efeito fundador
(Bird, 2011). Tal é o caso da Doenca de Machado-Joseph, com origem asiética, 0 que pode explicar a prevaléncia da
doenga (26-63%), no total de casos de SCA, no Japéo, de 49% na China, 58% em Portugal e, no Brasil, 69% (Durr,

2010).

1.2. Ataxia espinocerebelosa do tipo 14

1.2.1. Caracterizagdo da doenca

O cromossoma 19 é, de entre todos os cromossomas humanos, 0 que apresenta maior densidade de genes,

estimando-se que 1461 codifiquem proteinas (Grimwood et al., 2004). Mutagdes em muitos destes genes estédo
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associadas a doengas complexas ou multifactoriais, ou sdo directamente responsaveis pelo aparecimento de doencas
monogénicas ou mendelianas, como é o caso da ataxia espinocerebelosa do tipo 14 (SCA14).

A SCA14 (Online Mendelian Inheritance in Man ID 605361) é causada por mutagdes no gene PRKCG, que se
localiza no brago curto do cromossoma 19, e codifica a proteina cinase Cy (PKCy).

Clinicamente, a ataxia espinocerebelosa do tipo 14 é caracterizada pelo aparecimento de ataxia lentamente
progressiva, disartria e alteracdo dos movimentos oculares. Outros sintomas, tais como mioclonia, distonia, diminuigao
cognitiva, tremor, rigidez, perda de sensibilidade, disfagia e disartria podem, também, ser observados (Chen et al.,
2010). Tal como para as restantes ataxias, ocorre atrofia do cerebelo.

A idade de inicio varia entre os 3 e os 70 anos (Vlak et al., 2006; Hiramoto et al., 2006) mas, em geral verifica-se no
inicio da idade adulta, com uma idade média de 33.8 anos (Chen et al., 2011). A esperanca média de vida é
semelhante a de um individuo saudavel. Para alguns dos casos descritos, parece haver um fenétipo mais grave, com
apresentacéo de sintomas extrapiramidais tais como mioclonia axial, mioclonia multifocal ou miocimia, quando a idade

de inicio da doenga é mais precoce (Chen et al., 2010).

A SCA14 ¢é uma doenga degenerativa rara, presente em apenas algumas familias e casos isolados, distribuidos
pela Alemanha, Franga, Holanda, Noruega, Portugal, Jap&o, Austrélia e Estados Unidos da América (Chen et al., 2003;
Yabe et al., 2003; van de Warrenburg et al., 2003; Stevanin et al., 2004; Alonso et al., 2005; Chen et al., 2005; Fahey et
al., 2005; Klebe et al., 2005; Seki et al., 2005; Verbeek et al., 2005; Dalski et al., 2006; Morita et al., 2006; Vlak et al.,
2006; Klebe et al., 2007; Nolte et al., 2007; Visser et al., 2007; Wieczorek et al., 2007; Asai et al., 2009; Foncke et al.,

2009; Miura et al., 2009; Rentschler, 2010; Koht et al., 2011).

Quanto a prevaléncia da doenga, em 2005 Klebe e colaboradores estimaram que esta ataxia seria responsavel por
cerca de 1,5% dos casos de ataxia cerebelosa autossomica dominante em Franga; na Holanda, um estudo realizado no
mesmo ano, permitiu observar uma frequéncia de 4% de SCA14 no total das familias com ADCAs (Verbeek et al.,
2005). Na populagéo Japonesa da ilha de Hokkaido verificou-se que 1% dos casos de ADCA correspondiam a SCA14
(Basri et al., 2007) e, recentemente, foi observada uma prevaléncia de SCA14 de 3,5% em doentes Noruegueses com

ataxia dominante (Koht et al., 2011).
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O Unico estudo sobre esta ataxia em Portugal, em que o ex&o 4 do gene PRKCG foi rastreado em 103 casos indice
de familias com ataxia dominante, e 222 casos isolados, reportou a presenga de uma mutagdo num caso com histéria
familiar de ataxia (2005 por Alonso et al.).

Uma vez que foram observados portadores obrigatdrios assintomaticos com 66 e 76 anos (Chen et al., 2003; Yabe
et al., 2003), considera-se que a penetrancia da doenca é incompleta. Nas SCAs causadas pela expans&o da repeticao
de glutaminas observa-se, por vezes, um fenémeno de antecipagido da doenca nas geracdes seguintes devido ao
aumento da expans@o nos gametas. Embora causada por mutagdes convencionais, alguns autores sugerem a

ocorréncia de antecipagédo para a SCA14, em algumas das familias afectadas (Chen et al., 2011).

1.2.2. Do gene PRKCG a estrutura e fun¢do da proteina cinase Cy

1.2.2.1 Mapeamento do gene PRKCG

O cDNA da PKCy foi sequenciado em 1986 (Parker & Stabel, 1986; Coussens et al., 1986; Saito & Shirai, 2002).
Em 1993, Trask e colaboradores, com base em estudos de hibridizagao in situ, definiram a localizagdo do gene PRKCG
em 19913.4. A ataxia espinocerebelosa do tipo 14 foi descrita, pela primeira vez, numa familia Japonesa, tendo sido o
locus responsavel pela doenga mapeado no cromossoma 19q13.4-gter (Yamashita et al., 2000). Em 2002 foi descrita
uma familia norte-americana, de ascendéncia inglesa e holandesa, cujo locus da doenca foi, igualmente, mapeado em
19913.4-gter (Brkanac et al., 2002). Um ano mais tarde, 0 mesmo grupo colocou a hipétese do locus para a SCA14 ser
0 do gene PRKCG, tendo identificado neste gene mutagdes causadoras da doenga em duas familias (uma das quais a
familia acima referida) e num caso esporadico (Chen et al., 2003).

O gene PRKCG (NCBI RefSeq gene accession number NC_00019.8) tem 25435 pares de bases (pb) e é
constituido por 18 exdes; codifica sete transcritos, um dos quais (NCBI RefSeq mRNA accession number
NM_002739.3), com 3143pb, é traduzido na proteina cinase Cy (NCBI RefSeq protein accession number

NP_002730.1), com 697 aminoé&cidos.
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1.2.2.2 Estrutura da proteina cinase Cy (PKCy)

As proteinas cinase dependentes de AMPc (PKA), GMPc (PKG) e as proteinas cinase C (PKC) pertencem a
superfamilia de proteinas cinase AGC, constituida actualmente por 60 elementos (Pearce et al., 2010). O dominio
catalitico destas proteinas € muito semelhante, possuindo trés locais de fosforilagdo conservados, um dos quais
localizado no dominio cinase, e os restantes, no terminal carboxilo, designado por dominio AGC-cinase C-terminal
(Parker & Parkinson, 2001; Newton, 2003; Mora et al., 2004).

Por sua vez, as PKC, da qual a PKCy é uma das 10 possiveis isoformas, constituem uma familia de proteinas
cinase de serina/treonina, cada uma desempenhando um papel critico em vias de transdugéo de sinal, regulando
diversos processos na célula, tais como a proliferagao e diferenciacdo celulares, e a transmissao sinaptica. (Tanaka &
Nishizuka, 1994; Zeidman et al., 1999).

Todas as PKC possuem um dominio regulador N-terminal e um dominio catalitico C-terminal. Esta familia de
proteinas subdivide-se em trés classes, classicas ou convencionais (PKCa, PKCBI/BII, PKCy), novel (PKCS, PKCe,
PKCn, PKCB) e atipicas (PKC¢, PKCr/A), consoante a estrutura da regi&o reguladora e, consequentemente, 0s seus

requisitos de activacao (Mellor & Parker, 1998) (figura 3).
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Figura 3 - Estrutura das proteinas cinases C (PKC) convencionais, novel e atipicas (A) e respectivos activadores (B)
(adaptado de Newton, 2010). Os residuos sujeitos a fosforilagdo indicados correspondem nas PKC convencionais aos da
PKCy, da PKCe nas novel, e aos da PKCC nas atipicas. Pst, pseudosubstrato (rectangulo verde); PB1, dominio Phox e
Bem 1; C-ter, dominio C-terminal das cinase AGC; DG, diacilglicerol; PS, fosfatidilserina; Ca?*, calcio; PIP,, fosfoinositol-
4 5-bifosfato; E, Glu; Y, Tyr; W, Trp. No dominio C2 das cPKC encontra-se indicada a sequéncia que conduz a ligagéo ao
PIP2

A regido reguladora da PKCy, bem como das restantes PKC convencionais (cPKC), possui os dominios C1, C2 e a
regido do pseudo-substrato, enquanto que a regido catalitica contém os dominios C3/C4 e AGC-cinase C-terminal. A
disposicdo dos dominios C1 e C2 nas isoformas novel é inversa a apresentada pelas cPKC, e o seu dominio C2,

designado de C2 novel, ndo possui residuos para ligagdo ao Ca? (Newton, 2010). O dominio regulador C2 esta
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ausente nas PKC atipicas e o Gnico dominio C1, atipico, ndo tem capacidade de ligagdo ao DAG e PE, mas sim ao PIP3
e a ceramida. O dominio PB1 (Phox e Bem 1) permite a ligagdo a proteinas scaffold contendo o mesmo dominio

(Steinberg, 2008).

Dominio regulador

i.Pseudo-substrato

O pseudo-substrato € uma pequena sequéncia peptidica situada no dominio regulador das cPKC, que as mantém
num estado inactivo ao ocupar a cavidade destinada a ligagdo do substrato no dominio catalitico (Newton, 2010). Tal é
devido a sua sequéncia, PLFCRKGALRQKYV, semelhante a da regido do substrato, com excepgao de um residuo, a
alanina (A, a negrito na sequéncia). Este aminoacido localiza-se na mesma posicdo do residuo de serina (Ser) ou

treonina (Thr) no substrato, residuo este que é suijeito a fosforilagdo pela PKCy (Pears & Parker, 1991).

ii.Dominios C1A e C1B

Para além das PKC, muitas outras proteinas de mamiferos apresentam dominios C1 (Cho et al., 2005). A
sequéncia destes dominios é conservada e a estrutura secundaria apresentada é semelhante, contendo 5 strands 8 e
uma hélice a.

Os dominios C1 contém um motivo do tipo Zinc-finger composto por um padréo conservado de residuos de cisteina
(Cys) e histidina (His), HisX12CysX2CysXnCysX.CysX4HisXys,CysX:Cys, em que X corresponde a qualquer aminoacido
e n, a 13 ou 14. Este motivo é responsavel pela coordenagio de dois ides Zn?* e pela ligagdo ao 1,2-diacil-sn-glicerol
(DAG) e aos ésteres de forbol (PE), seus analogos (Mellor & Parker, 1998). Os PE sdo compostos orgénicos naturais,
produzidos por algumas plantas, que actuam como promotores tumorais.

O dominio C1 da PKCy possui duas regides conservadas e homdlogas, C1A e C1B, também designadas por,
respectivamente, Cys1 e Cys2.

A raz&o da presenca de dois dominios C1 na regié@o reguladora das PKC convencionais e novel, bem como o seu
papel na ligagdo a membrana citoplasmatica e translocagao da proteina, ainda ndo estao claros. Os resultados obtidos

para a PKCy ndo tém sido consensuais e parecem haver, também, diferengas nestes processos entre as diferentes
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PKCs convencionais e novel. Para Ananthanarayanan et al. (2003), a presenga de dois dominios C1 permite a PKCy
responder a dindmica, em termos de espaco e tempo, do furnover do DAG.

Diversos estudos indicam que os sub-dominios C1A e C1B s&o ambos necessarios para activagcdo da PKCy pelo
DAG (Asai et al., 2009; Verbeek et al., 2008; Ananthanarayanan et al., 2003; Burns & Bell, 1991; Quest & Bell, 1994).

Proteinas contendo mutagdes em um dos dois sub-dominios C1A ou C1B apresentam, apés translocagdo da PKCy
para a membrana celular, tempos de retencdo na membrana inferiores aos da proteina normal, com diminuigdo da
actividade catalitica. Segundo Asai et al. (2009), tal sugere que ambos os dominios C1 sejam necessarios & associagao
estavel da PKCy com a membrana celular.

Nos estudos conduzidos por Ananthanarayanan et al., em 2003, os dominios C1A e C1B apresentaram a mesma
afinidade para 0 DAG e PE; os estudos de mutagénese efectuados por este grupo indicaram idéntico envolvimento dos
dois dominios na activagdo da PKCy; e em culturas de células HEK293 observou-se rapida translocacdo para a
membrana da PKCy em resposta ao DAG e Ca?*. Assim, foi colocada a hipdtese de os dominios C1A e C1B se
encontrarem expostos, e néo restringidos a nivel conformacional.

Devido a composicédo hidrofébica do local de ligagdo do DAG/PE e da regido em redor deste, e do facto destes
locais se encontrarem expostos na proteina, os dominios C1, quando isolados e em solugdo, tém tendéncia a agregar
(Cho et al., 2003). Tal facto leva a que alguns autores afirmem que os dominios C1A e C1B deverdo encontrar-se
inacessiveis no interior da enzima, no estado inactivo. Segundo Oancea & Meyer (1998) a ligagdo da PKCy ao DAG é
inicialmente impedida pelo gancho formado entre o pseudo-substrato e o dominio catalitico. Ao contrarios da hipétese
colocada por Ananthanarayanan et al. (2003), os dominios C1A e C1B apenas ficariam acessiveis para ligacdo ao DAG
e PE por alteragdo da conformagéo da proteina (Oancea & Meyer, 1998; Medkova & Cho 1999; Stahelin & Cho, 2001;
Bittova et al., 2000; Cho et al., 2005).

Segundo Giorgione et al. (2003) apesar de ambos os dominios C1 da PKCBII (cPKC com grande homologia &
PKCy) possuirem potencial para interacgdo com a membrana, apenas um deles devera interactuar com ligandos, em
contextos fisioldgicos. Com excepgdo da PKCy, todas as restantes cPKC revelaram maior afinidade do dominio C1B
para os PE. Estudos de mutagénese directa e de cristalografia do complexo forbol/Cys2-PKC9, indicaram que seria este
o dominio responsavel pela ligagdo ao DAG (Kazanietz et al., 1995; Zhang et al., 1995).

Embora, até ao momento, ndo se conhega a estrutura tri-dimensional (3D) completa para a proteina PKCy humana,

foram efectuados varios estudos de forma a determinar a estrutura terciaria de cada um dos dominios C1. A
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determinacdo destas estruturas possibilita inferir informagdes acerca do funcionamento da proteina, interagdo com
outras moléculas, averiguar qual o efeito de mutagdes na estrutura e o seu possivel efeito patogénico.

Em 2007, Tanabe e colaboradores, obtiveram a estrutura 3D (por ressonéncia magnética nuclear, RMN) de uma
proteina que, na base de dados de estruturas das proteinas, PDB (Protein DataBase), se encontra designada por 2e73.
Esta proteina é constituida por 77 aminoacidos, sendo 70 destes residuos idénticos aos do dominio C1A da PKCy
humana. A estrutura 3D do dominio Cys2 da PKCy de cérebro de rato foi obtida por Xu et al., em 1997 por RMN. Esta
proteina, denominada 1tbn, tem 66 aminoéacidos e é 100% homdloga ao dominio C1B da PKCy humana.

Os dois locais de coordenagdo dos atomos de zinco parecem ser 0s responsaveis pela integridade da estrutura dos
dominios C1 (Steinberg, 2008), essencial a interaccdo com a membrana e a translocagéo da proteina.

No motivo Zn-finger do sub-dominio C1A, que compreende os aminoacidos 36 ao 85 da PKCy, os residuos His36,
Cys66, Cys69 e Cys85 coordenam um dos atomos de Zn?*, enquanto que os residuos Cys49, Cys52, His74 e Cys77
fazem a coordenagao do segundo atomo.

Dado ter sido colocada a hipotese de que, tal como as restantes cPKC, o sub-dominio C1B da PKCy seria o
responsavel pela ligagdo ao DAG, foram realizados diversos estudos (Xu et al., 1997; Hritz et al., 2004) de forma que,
actualmente, este sub-dominio se encontra melhor caracterizado que o C1A, quanto a sua interacgdo com 0 DAG e a
membrana.

No sub-dominio C1B, o motivo Zn-finger é constituido pelos aminoacidos 101 ao 150. Os residuos His101, Cys131,
Cys134 e Cys150 constituem o primeiro local de coordenacdo do Zn#, e os aminoacidos Cys114, Cys117, His139 e
Cys142 séo responsaveis pela coordenagdo do segundo atomo de zinco (figura 4). Com excepgdo da Cys150, as
restantes Cys e His parecem ser essenciais para a alta afinidade da ligacdo da PKCy aos PE (e DAG) (Xu et al., 1997).
Neste subdominio as 5 B strands sdo constituidas, respectivamente, pelos residuos 103-6, 112-14, 119-21,128-31, e
136-37, e a hélice a, pelos amino&cidos 142 ao 145 (Hritz et al, 2004).

Os residuos hidrofébicos Phe103, Leu120, Met129, Met136 e Val138 contribuem para o caracter hidrofobico do
nucleo do Zinc-finger e, portanto, para o enrolamento ou folding geral deste sub-dominio (Kazanietz et al., 1995).

As regides 106-14 e 123-29, cada uma formando um loop, definem o local de ligagdo ao DAG/PE. A estrutura deste
local é mantida por duas pontes de hidrogénio, uma entre os residuos Thr112 e Leu121, e a segunda entre a His106 e
a Gly128; a GIn127, que pode estabelecer ligagdes de hidrogénio com a Tyr108 e/ou com a Ser109, desempenha

segundo Hritz et al. (2004) um papel muito importante na geometria deste local.

21



Figura 4 - Estrutura do dominio C1B da PKCy (adaptado de Xu et al., 1997).
A posicdo dos residuos de cisteina (C) e histidina (H) (a amarelo) que
coordenam os 2 atomos de zinco (circulos a vermelho) esta assinalada. Os
residuos de ligagdo ao DAG estéo indicados a amarelo na sequéncia, e 0s
aminodcidos envolvidos na interacgdo com a membrana, a azul.

Embora os residuos 101 ao 143 estejam envolvidos na ligagdo ao DAG/PE, apenas seis estabelecem interaccdes
com estas moléculas, a Pro111, Thr112, Phe113, Leu121, Tyr122, Gly123 (Xu et al., 1997; Hritz et al., 2004). De acordo
com 0 modelo de Hritz et al. (2004) a Ser 110, Thr112, Leu121 e Gly123 estabelecem pontes de hidrogénio com os PE
e a Pro111 e Ty122, interacgbes hidrofobicas (figura 5). Para Xu et al. (1997) a Pro111 ndo esta envolvida na ligagéo
aos PE, ao contrario do que devera acontecer com a Phe113. No entanto, a estrutura do dominio C1B nao sofre,

practicamente, alteragéo por ligagdo aos PE (Hritz et al., 2004).
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Figura 5 - Modelo do dominio C1B da PKCy complexado com o

éster de forbol PMA (de Hritz et al., 2004).

Os residuos que estabelem ligagdo directamente ou através de pontes de
hidrogénio com o PMA estéo indicados na figura. (PMA - forbol-12-miristato-13-
acetato). Os residuos numerados na figura como Ser10, Pro11, Thr12, Ph13,
Leu21, Tyr22 e Gly23 correspondem a, respectivamente, Ser110, Pro111,
Thr112, Phe113, Leu121, Tyr122 e Gly123

Segundo Xu et al. (1997) apenas a metade superior da proteina, contendo o local de ligagdo ao DAG/PE, os
residuos hidrofébicos expostos em seu redor e um dos dois locais de coordenacgdo do zinco (local 2), possuem a
capacidade e deverao inserir-se na membrana (figura 4).

Em 2004, Nguyen et al., observaram que, no citoplasma, a PKCy se encontrava inactiva e ligada as proteinas 14-3-
3¢, tendo identificado dois locais de interacgdo no sub-dominio C1B. Cada um destes locais, possui uma de duas
sequéncias de consenso para reconhecimento pelas proteinas 14-3-3¢ (ArgSerXpSerXPro ou ArgXTyr/PheXpSerXPro),
em que X representa qualquer aminoacido, e pSer, um residuo de serina fosforilado. Num dos locais de ligagdo da
PKCy 14-3-3¢, correspondente aos residuos 106-111, Lauer et al. (2010) foi identificada a serina sujeita a fosforilagéo

(Ser109).

iii. Dominio C2

O dominio C2 permite a ligagéo aos fosfolipidos de uma forma dependente do ido Ca?*. Neste dominio existem dois
loops contendo residuos conservados de aspartato (Asp187, 193, 246, 248 e 254) responsaveis pela ligacdo do calcio
(Steinberg, 2008). De entre os fosfolipidos, o dominio C2 apresenta preferéncia pela ligagdo ao fosfatidilinositol-4,5-

difosfato (PIP2) (Newton, 2010).
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Dominio catalitico

i.Dominio cinase C3/C4

A estrutura do dominio catalitico é altamente conservada nas diferentes isoformas de PKC.

O nucleo catalitico da cinase apresenta dois l6bulos, N-terminal (ou dominio C3) e C-terminal (dominio C4). O
dominio C3 apresenta uma sequéncia consenso rica em residuos de glicina (Gly), GlyXGlyXXGly, (em que X
corresponde a qualquer um dos aminoacidos), que compreende os aminoacidos 358 ao 363 da PKCy, onde ocorre a
ligacdo do ATP (Steinberg, 2008). Este motivo permite, também, a interac¢do com o co-chaperone Cdc37 (Terasawa et
al., 2006). Na posi¢do 380 da PKCy encontra-se um residuo de lisina, conservado, que estrutura a enzima para a
transferéncia dos grupos fosfato para os substratos (Steinberg, 2008).

Em C4, para além da sequéncia de ligagao ao substrato, na posi¢do 460 da proteina existe um residuo conservado
de tirosina. Este residuo permite a ligacdo a uma sequéncia presente no dominio AGC-cinase C-terminal (o que, por
sua vez, possibilita a ligacdo dos chaperones HSP90 e Cdc37). Este lébulo C-terminal contém, ainda, uma sequéncia
conservada, o0 activation loop, sujeito a fosforilagdo na treonina (Thr) na posi¢do 514, primeiro passo da maturacdo da

enzima.

ii.AGC-cinase C-terminal

Neste dominio localizam-se dois motivos conservados de fosforilagdo da PKCy, o motivo hidrofobico (HM) e o turn
motif (TM), onde ocorre fosforilagéo, respectivamente, nos residuos de treonina Thr655 e Thr674.

Além destes motivos conservados, existe outro contendo uma sequéncia de consenso ProXXPro, em que X
representa qualquer aminoacido (Kannan et al., 2007), correspondente a sequéncia ProPheArgPro que se localiza na
posigao 630 a 633 da proteina. Este dominio forma um gancho molecular com o residuo Tyrd60 do dominio C3 da
cinase, 0 que permite que os chaperones Hsp90 e Cdc37 se liguem & PKCy recém sintetizada, evento necessario ao

processamento da proteina, por fosforilagdo (Gould et al., 2008).
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1.2.2.3 Ciclo de vida da PKCy: maturagdo, activagdo e degradagdo

Segundo Gould et al. (2008) o ciclo de vida das PKC é extremamente controlado através dos mecanismos de
maturagao, de reten¢do da activagdo das enzimas (num estado cataliticamente competente), e de degragao.

Apbs tradugdo, a PKCy é sujeita a processamento, através de varios passos de fosforilagdo sucessivos e
rigorosamente encadeados, o que permite que esta adquira, na presenca de mensageiros secundérios (DAG e Ca%) a
conformacdo adequada a fosforilagdo dos substratos (Figura 6).

De acordo com os estudos desenvolvidos por Gould e colaboradores (2008) ao gancho formado entre o dominio
AGC-cinase C-ter e 0 nucleo catalitico da PKCy recém-sintetizada e que se encontra associada a porgao da membrana,
ligam-se o chaperone HSP90 (proteina de Heat-shock 90) e o co-chaperone Cdc37 (Cell division cycle 37). Em seguida
da-se o primeiro passo, necessario ao processamento subsequente da proteina, que consiste na fosforilagio do residuo
Thr514 do activation loop. Esta fosforilagao, crucial para o enrolamento correcto da por¢éo C-terminal e estabilidade da
proteina, é catalizada pela proteina cinase-1 dependente de fosfatidilinositol (PDK1) que se liga a porcdo N-terminal da
PKCy (Steinberg, 2008; Newton, 2010). Apos, ocorre fosforilagdo do residuo Thr655 do turn motif (TM). Esta reacgéo
esta dependente do complex mTORC2 (complexo 2 do alvo da rapamicina de mamifero) (Newton, 2010). Este
complexo é constituido pela cinase mTOR (alvo da rapamicina de mamifero), Sin1 (Stress-activated map kinase-
interacting protein 1), Rictor (RPTOR independent companion of MTOR) e mLST8, também designada proteina G L
(Kim et al., 2003). O complex mTORC2 promove, igualmente, a fosforilagdo do residuo Thr674 no hidrofobic motif (HM).

Em resultado destas reacgdes de fosforilagdo a proteina sofre altera¢do na sua conformacéo, e 0 pseudo-substrato
passa a encontrar-se ligado ao sitio catalitico (Dutil et al., 1998). Apés estas modificagdes considera-se que a PKCy se
encontra funcional para responder aos seus mensageiros secundarios, o Ca?* e o DAG (Dutil et al., 1998). Na auséncia
destes mensageiros esta proteina “madura”, encontra-se ligada as proteinas scaffold 14-3-3¢, no citoplasma, que a
mantém num estado inactivo mas cataliticamente competente. As proteinas 14-3-3¢ regulam, assim, a actividade e
localizagéo da PKCy (Nguyen et al., 2004).

Apé6s um estimulo externo ha activagéo da fosfolipase C (PLC) que vai clivar o fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2)
em DAG e inositol-1,4,5-trifosfato (IPs). Os receptores do inositol-1,4,5-trifosfato tipo 1 (IPsR1) que formam os canais de

Ca?* no reticulo endoplasmatico véo interagir com o IP3 levando ao fluxo deste catido para o citoplasma.
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Por ligagao do Caz* ao dominio C2, ocorre uma interacgao inicial deste dominio com a membrana através do PIP,
0 que leva a que o dominio C1 se aproxime da face citosolica membranar facilitando a translocagao da PKCy (Newton &
Johnson, 1998; Medkova & Cho, 1999; Bittova et al., 2000; Johnson et al., 2000) ou seja, a sua inser¢édo na membrana.
Na presenca de DAG, da-se a libertagdo da PKCy das proteinas 14-3-3¢, a que se encontrava ligada no citoplasma

através do seu dominio C1B.

Sinais que causam hidrdlise lipidica

Membrana celular

Sinalizagdo

downstream

— —
hydrophobic motif — g Re-fosforilagdo ‘g
turn motif

\ > X <

< scaffold HSP70°

Degradagdo

Constitutivo Provocado por agonistas
Figura 6 - Ciclo de vida da PKCy
Figura adaptada de Newton, 2010. DG, diacilglicerol; IP3, inositol-1,4,5-trifosfato; PIP2, fosfoinositol-4,5-bifosfato; PLC, fosfolipase C;
PDK-1, proteina cinase-1 dependente de fosfoinositol; PS, fosfatidilserina; TORC2, complexo 2 do alvo da rapamicina de mamifero;
HSP70 e 90, proteinas de heat-shock (chaperones); PHLPP, proteina fosfatase contendo um dominio rico em repeticbes de leucina;

na PKCy as proteinas de scaffold deverdo ser 14-3-3¢. No entanto, pensa-se que apds translocagéo para a membrana, de forma a
ocorrer ligagdo ao DAG, estas proteinas se dissociem da PKCy

A interacgéo dos dominios C1 e C2 com a membrana, leva a que a proteina adquira uma conformacg&o aberta com
libertagdo do pseudo-substrato do dominio catalitico e, consequentemente, a activagdo da enzima, com a possibilidade

de ligagao dos substratos neste local e respectiva fosforilagéo.
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A conformagéo aberta da proteina, ligada @ membrana, é sensivel a desfosforilagdo do HM pela fosfatase PHLPP
(pleckstrin homology domain Leucine-rich repeat Protein Phosphatase), o que conduz a desfosforilagdes subsequentes
e a sua degradagéo. Se o chaperone HSP70 se ligar ao TM desfosforilado, a proteina é re-fosforilada, tornando-se, de
novo, cataliticamente competente (Newton, 2010).

Estes mecanismos de maturagdo e activagdo tém sido propostos ndo s6 para a PKCy como para as restantes
cPKC. No entanto, apenas a PKCy é activada na auséncia de Ca%, quando sujeita a stress oxidativo, actuando, assim,
como um sensor de stress (Barnett et al, 2007). Em células do epitélio do cristalino, verificou-se que, em condicdes
oxidativas, os atomos de zinco séo removidos dos dominios C1, levando ao estabelecimento de ligagdes dissulfureto
entre os residuos de cisteina e a alteragdo da conformagdo da proteina, de tal forma que esta se torna activa (Lin &

Takemoto 2005).

1.2.2.4 Variantes descritas no gene PRKCG

No gene PRKCG, encontravam-se descritas, no inicio desta dissertagdo, 28 mutagdes responsaveis pela SCA14.
Destas, 26 séo mutagbes missense; 25 resultam da substituicdo de um nucleétido por outro e, na outra mutagéo, apds
delecgdo de 2 nucledtidos de um cod&o, ocorre a insergdo do mesmo nimero de bases, embora diferentes, com
substituigdo do aminoécido original. Estdo também descritas duas delecgdes que alteram o nimero (e constituigao final)
de residuos na proteina mutada. Numa das deleccdes ha remogao de 2 coddes, sem alteragéo da grelha de leitura do
mRNA e na outra, hd remocdo de uma regido contendo o cod&o terminal, com substuicdo missense do ultimo

aminodcido da proteina e adigéo de 13 aminoécidos a extremidade C-terminal (Tabela 1).
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Tabela 1 - Mutagdes no gene PRKCG descritas, até ao momento, como responsaveis pela SCA14
Mutagbes no gene PRKCG/ SCA14

e PKCy Exao Dominio da proteina Referéncia
€.62C>T p.Arg21Lys 1 Pseudo-substrato do dominio regulador Rentschler, 2010
c.122G>C p.Arg41Pro 1 C1A do dominio regulador Chen et al., 2005
c.146G>T p.Cys49Tyr 2 C1A do dominio regulador Rentschler, 2010
c.188G>T p.Gly63Val 2 C1A do dominio regulador Nolte et al., 2007
c.197G>A p.Cys66Tyr 2 C1A do dominio regulador Rentschler, 2010
c.229T>A p.Cys77Ser 3 C1A do dominio regulador Wieczorek et al., 2007
c.del296-301acaaac  p.Lys100-His101del 4 C1B do dominio regulador Chen et al., 2005
c.301C>T p.His101Tyr 4 C1B do dominio regulador Chen et al., 2003
¢.303C>G p.His101GIn 4 C1B do dominio regulador Alonso et al., 2005
c.341G>A p.Cys114Tyr 4 C1B do dominio regulador Klebe et al., 2005
c.374A>C p.His116Pro 4 C1B do dominio regulador Rentschler, 2010
c.353G>A p.Gly118Asp 4 C1B do dominio regulador van de Warrenburg et al., 2003
¢.355T>C p.Ser119Pro 4 C1B do dominio regulador Chen et al., 2003
c.356C>T p.Ser119Phe 4 C1B do dominio regulador Seki et al., 2005
c.367G>A p.Gly123Arg 4 C1B do dominio regulador Klebe et al., 2005
c.368G>A p.Gly123Glu 4 C1B do dominio regulador Klebe et al., 2005
c.380A>G p.GIn127Arg 4 C1B do dominio regulador Yabe et al., 2003
c.383G>A p.Gly128Asp 4 C1B do dominio regulador Chen et al., 2003
c.391T>C p.Cys131Arg 4 C1B do dominio regulador Dalski et al., 2006
c.392G>A p.Cys131Tyr 4 C1B do dominio regulador Klebe et al., 2007
c.413T>A p.Val138Glu 5 C1B do dominio regulador Vlak et al., 2006
c.417C>A p. His139GIn 5 C1B do dominio regulador Koht et al., 2011
c.449,450gc>tt p.Cys150Phe 5 C1B do dominio regulador Fahey et al., 2005
c.1078G>A p.Gly360Ser 10 Cinase C3 do dominio catalitico Klebe et al., 2005
c.1081A>G p.Ser361Gly 10 Cinase C3 do dominio catalitico Chen et al., 2005
c.19277>C p.Phe643Leu 18 ACG-cinase C-terminal do dominio catalitico  Stevanin et al., 2004
c.2075T>G p.Val692Gly 18 Regido variavel V5 do dominio catalitico Klebe et al., 2005
c.2089_2192del p.Met697Ile_ex13 18 Regido variavel V5 do dominio catalitico Asai et al., 2009
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Na figura 7A pode observar-se a localizagdo das 28 mutagdes causadoras de SCA14 na proteina e, em 7B, no
transcrito. Como se pode verificar, a maioria destas mutagdes localiza-se no no dominio regulador C1. De um total de

22 mutagOes observadas neste dominio, 5 foram descritas no sub-dominio C1A (a que correspondem os exdes 1,2 e 3),

e 17 mutagdes em C1B (exdes 4 e 5).

Dominio Regulador Dominio Catalitico

A
s 13 55 Ra

17 22 38 85 101 150 172

NH,* M1 :i C1A ciB V2 c2 ] V3 Cinase C3IC4 IAGC-CinaSeC-ter VSCDOH’

p-Met697lle_ex13
pArg21Lys J J' p-CysT7Ser p SEF3EUG’!’J p.Phe643Leu
p.Val692Gly

p.CysB6Tyr p.Gly361Ser

p.Argd1Pro

B

p.Cysa9Tyr p.Gly63val 17 mutacdes

|5'UTR| 1 |2| 3 | 4 | 5 | 6 | 7 | 8 |9| 10 | 1" | 12 |13| 14 |15 | 16 | 17 | 18 |3'UTR|

Figura 7 - Localizagdo das mutages causadoras de SCA14 na proteina (A) e no cDNA (B)

A figura 8 indica a localizagéo precisa dos residuos onde foram observadas as mutagdes, nos sub-dominios C1A e
C1B.
Sub-dominio C1A

HKFTARFFKQPTFCSHCTDFIWGIGKQGLQCQVCSFVVHRRCHEFVTFEC

Lo L l

p.Arg41Pro p.Cys49Tyr p.Gly63Vval p.Cys66Tyr p.Cys77Ser

Sub-dominio C1B

HKFRUHSYSSP[TFCDHCGSLLYGLVHQGMKCSCCEMNVHRRCVRSVPISLC

p.His101GlIn p.Cys114Tyr b.Ser119Phe| p-GIn127Arg] p.Cys131Arg p.His139GIn p.Cys150Phe
p.His101Tyr p. Ser119Prg p.Cys131Tyr
p.dellys100-His101
vy
p.His116Pro  p.Gly118Asp p.Gly128Asp p.Val138Glu
v
p.Gly123Arg
p.Gly123Glu

Figura 8 - Localizagéo das mutagdes descritas nos sub-dominios C1A e C1B da PKCy, responsaveis pela SCA14
A cinzento encontram-se assinaladas as Cys e His que coordenam um dos atomos de zinco e, a azul os residuos que
constituem o local 2 de coordenagéo do zinco. As caixas localizam no domino C1B as sequéncias para ligagdo as proteinas

14-3-3¢
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Outros SNPs codificantes (p.Arg213GIn, p.Glu237Asp, p.Gly340Trp, p.Lys576Asn, Arg580GIn e Ser687Gly) foram
observados em diversos estudos de sequenciacdo genémica de populagdes (NCBI dbSNP). O estudo do gene PRKCG,
inicialmente associado a retinite pigmentosa tipo11 (RP11), em diversas familias afectadas por esta doencga, permitiu
observar os SNPs p.Arg141Cys, p.His415GIn, Ala523Asp e Arg659Ser (Al-Maghtheh et al., 1998; Dryja et al., 1999). As
mutagdes Arg141Cys, His415GIn, Ala523Asp, para além de presentes em alguns dos doentes indice estudados ndo
foram consideradas causadoras de doenga dado estarem, também, presentes em familiares saudaveis (Al-Maghtheh et
al., 1998). Recentemente, Koht et al. (2011) detectaram a mutac&o Lys335Arg num doente SCA14, néo partilhada por

outros dois elementos afectados da mesma familia.

1.2.2.5. Fungdo da PKCy e hipdteses para a patogénese na SCA14

A PKCy é uma proteina especifica do sistema nervoso central (SNC), nervos periféricos, retina e cristalino (Lin et al.,
2005; Doran et al., 2008). No SNC, é expressa em grande quantidade nas células de Purkinje (Saito ef al., 1988; Sakai
et al., 2004), sendo a degeneracdo destas células responsavel pela atrofia do cerebelo que se verifica, ndo s6 nos
doentes com SCA14, mas também nas outras SCAs.

Seki et al. (2009) observaram um menor crescimento e ramificacéo dendritica de células de Purkinje transfectadas
com PKCy mutada. No entanto, os ratinhos knockout (KO) para o gene PRKCG apresentam células de Purkinje com
dendrites maiores e mais ramificadas que as de tipo selvagem e, a nivel fenotipico, apenas uma ligeira descoordenagéo
e alteragdo na marcha. A atrofia do cerebelo e a perda das células Purkinje ndo se verifica, mas apenas uma
persisténcia anormal de enervagdo das células de Purkinje pelas fibras trepadoras. A PKCy podera ser, assim,
responsavel pela eliminacdo das fibras trepadoras durante o desenvolvimento do cerebelo (Abeliovich et al., 1993;

Chen et al., 1995; Kano et al., 1995).

Pelo facto de a SCA14 ser uma doenga dominante e de alguns dos doentes apresentarem um fen6tipo mais grave
que o dos ratinhos KO (que ndo apresentam atrofia do cerebelo), foi proposto por alguns autores, um ganho de fungéo
toxica para as proteinas mutantes. No entanto, nos ultimos anos, além de se manter esta proposta, tém sido reforgadas
as hipotese de perda de fungéo, por haplo-insuficiéncia da actividade da PKCy, bem como a de se verificar, ao mesmo

tempo, um ganho de fungdo da PKCy mutante e perda de fung&o da proteina normal.
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O resultado de alguns estudos funcionais desenvolvidos, tém permitido elaborar varias hipdteses para explicar a
patogenicidade das mutagdes na SCA14. As hipdteses principais centram-se na alteragao da capacidade fosforilativa
das proteinas mutantes com consequente desregulagcdo da homeostasia do calcio, diminuicAo na capacidade de
resisténcia ao stress oxidativo efou alteragdo nos restantes processos de sinalizagdo celular; e a formacgdo de

agregados proteicos toxicos para as células de Purkinje.

Em 2003, Chizhikov & Millen relacionaram a fosforilag&o alterada ao nivel do cerebelo, com doengas neurolégicas
tais como 0 autismo, atraso mental, epilepsia e ataxias.

Tal como as restantes PKCs, a PKCy controla numerosas cascatas de sinalizagéo por fosforilagdo de proteinas, tais
como receptores de neurotransmissores, proteinas G e canais ionicos (Shibasaki et al., 2009).

Ao estudar o efeito da mutagdo p.Met697Ile_ex13, Asai e colaboradores (2009), verificaram que a proteina
aprataxina (gene APTX), cuja auséncia nas células é responsavel por ataxia com apraxia ocular do tipo 1 (AOA1), seria
também um substrato para a PKCy. Foi observado um aumento na actividade e cinase deste mutante, bem como nas
proteinas contendo as mutagdes p.His101Tyr, p.Gly118Asp, p.Ser119Phe, p.GIn127Arg, p.Cys131Arg, p.Cys150Phe,
p.Gly360Ser, p.Phe643Leu e p.Val692Gly, em relagdo a apresentada pela proteina normal. Tal facto teria como
consequéncia a inibicdo da entrada da aprataxina no nicleo da célula, onde esta tem como fungéo reparar o DNA.
Assim, a fosforilagdo da aprataxina pelos mutantes PKCy inibiria a sua entrada no ntcleo, conduzindo a um aumento do
stress oxidativo, danos no DNA e morte celular. Nao foi observado pelos autores um efeito dominante negativo das
proteinas mutantes em relagdo a normal. Para determinagdo da actividade catalitica foram utilizados como substratos
um péptido artifical e o substrato endégeno MARCKS (Myristoylated alanine-rich C-kinase substrate) em culturas de

células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y).

Lin et al. (2005) e Lin & Takemoto (2007) verificaram que mutantes PKCy em C1B (p.His101Tyr, p.Ser119Pro e
p.Gly128Asp) também ndo possuiam capacidade de activagdo em resposta ao stress oxidativo com consequente
aumento da apoptose das células epiteliais do cristalino (de coelho). No entanto, verificaram que a actividade catalitica
basal (ndo estimulada por activadores) destes mutantes estava diminuida, e a sua presenga impedia que a proteina

normal fosse também activada (efeito dominante negativo). A auséncia de fosforilagdo das proteinas conexina Cx43 e

31



Cx50 pela PKCy, levaria a existéncia de maior numero de gap junctions, e em condi¢des de stress oxidativo, a um efeito
denominado bystander effect, em que os sinais apoptéticos passam de célula para célula (Lin & Takemoto, 2007).

Ueno et al. (2009), numa experiéncia muito semelhante, verificaram que as proteinas com as mutagdes
p.Ser119Phe, p.Cys150Phe, and p.Phe643Leu apresentavam actividade catalitica superior a da proteina selvagem e
que tanto esta, como as proteinas mutantes, apresentavam aumento da actividade por stress oxidativo. Assim,

propdem que o stress oxidativo possa ser, igualmente, um mecanismo patogénico na SCA14.

Verbeek et al., (2005) verificaram que PKCy contendo as mutagdes p.Gly118Asp e p.Cys150Phe, possuiam uma
translocacao do citoplasma para a membrana e actividade catalitica basal superior a da PKCy normal, utilizando como
substrato um péptido sintético em culturas de células Cos-7 (células epiteliais renais de macaco).

Ao co-transfectar células Hela (células epiteliais de carcinoma cervical humano) com plasmideos contendo PKCy
mutante (p.Gly118Asp p.Val138Glu e p.Cys142Ser) e normal, Verbeek et al. (2008) verificaram que, apesar da maior
translocagao apresentada pelas proteinas PKCy mutadas, a actividade catalitica apresentada revelou ser inferior a
proteina normal. Estes resultados foram obtidos em condigdes fisioldgicas, isto €, na presenga dos activadores naturais
da PKCy, por administracdo de histamina, dado que a activagéo dos receptores deste composto conduz a libertagdo de
Ca? pelo RE e a produgdo de DAG. A diminuigdo da actividade catalitica foi observada por utilizagdo de um substrato
sintético, ligado @ membrana, bem como em substratos endégenos (MARCKS e ERK2 ou extracellular signal-regulated
kinase). Também demonstraram que estas mutacdes em C1B alteram a conformacdo da proteina, tornando-a
semelhante a apresentada por uma PKCy cujo pseudosubstrato foi removido ou que apresenta uma mutagdo nesta
sequéncia auto-inibitéria da proteina, ou seja, muito possivelmente adquirindo uma conformagéo aberta. O efeito
dominante negativo das proteinas mutantes em relacdo & proteina normal observado seria devido & competigao entre
ambas pela ligagdo ao DAG (Verbeek et al., 2008). Segundo Verbeek et al., (2005, 2008) a transdugdo de sinal

andmala seria, entéo, responsavel pela SCA14.

No estudo efectuado por Alonso et al. (2005) foram observados niveis de proteina inferiores em células HEK
transfectadas com plasmideos contendo PKCy mutada (p.His101GlIn) face aos obtidos por transfecgdo com a proteina

normal. Os autores colocaram entdo as hipdteses de a proteina mutada possuir menor estabilidade relativamente a

32



normal, sendo degradada a uma taxa superior ou apresentar menor solubilidade sendo removida para agregados
citoplasmaticos.

Da mesma forma, no trabalho desenvolvido por Verbeek et al. em 2005 verificou-se uma quantidade de proteina
PKCy contendo a mutagdo p.Cys150Phe inferior a do mutante PKCy-p.Gly118Asp que, por sua vez, era idéntica a
apresentada pela proteina de tipo selvagem.

Para as SCAs causadas por expanséo da repeticdo de poliglutaminas, uma das hipéteses mais consensual para
explicar a patogénese é a formagéo de agregados proteicos que causam disfungéo celular.

Apesar da formacao de agregados nao ter sido observada no cérebro de um doente de SCA14 portador da mutagéo
p.His101Tyr (Chen, 2003), as experiéncias conduzidas por Seki et al. (2005) sugeriram a formagdo de agregados
citoplasmaticos, através de um efeito dominante negativo, em que as proteinas normais seriam, também, sequestradas
nestas inclusdes. Os agregados poderiam ser massivos ou apresentar a forma de ponto (dot-like). Estes agregados
comprometeriam o normal funcionamento do sistema ubiquitina - proteossoma (UPS), conduzindo a stress do RE e, por
fim, a apoptose em células CHO e SH-5SY (Seki et al. 2007), o que foi também confirmado em culturas primarias de
células de Purkinje (Seki et al., 2009). Para completar os estudos realizados em 2005, Seki et al. (2011) analisaram a
agregacdo, solubilidade e citotoxicidade de outros 11 mutantes e concluiram que todas as mutagbes conduziam a
toxicidade mas, com excepgdo das mutaces Ser119Phe e p.Val692Gly, as restantes induziam a formagéo de
agregados insoliveis em triton. Destes resultados, os autores concluiram que a agregagdo ndo seria 0 Unico
mecanismo a induzir neurodegeneragao.

Yamamoto ef al. (2010) sugerem que os dois sistemas proteoliticos da célula, o sistema ubiquitina-proteassoma
(UPS) e a autofagia, sejam responsaveis pela degradagéo das proteinas mutadas mais rapida que a das normais, bem
como pela eliminagdo dos agregados, cuja formagdo passaria a ser reversivel. A idade de inicio tardia para SCA14
seria devida a diminui¢do da actividade destes sistemas de degradagéo de proteinas ao longo do tempo.

Em 2010, o mesmo grupo, propde que a trealose, um dissacarido natural, actue como chaperone quimico, inibindo a
oligomerizag&o e agregacdo da PKCy mutante (Seki et al. 2010). Tal reverteria as disfungdes celulares causadas pelas
mutagdes nas células de Purkinje, tal como ja acontece noutras doengas causadas pela agregagao das proteinas, como
a doencga de Hungtington (DH) ou a doenga de Alzheimer (AD). A vantagem da trealose como meio terapéutico seria o

facto de, actualmente, ja ser utilizado a nivel alimentar.
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O corante vermelho do congo possui a capacidade para inibir a formagéo de oligomeros e fibras de amiléide,
compostos por proteinas com enrolamento incorrecto (misfolded). Em 2010 Seki et al. observam que este composto
inibe a oligomerizagao e formacéo de agregados de PKCy mutante em culturas de células de neurobastoma (SH-SY5Y)
e culturas primarias de células de Purkinje; verificam também que a adi¢do deste corante reverte o desenvolvimento
andmalo das células de Purkinje, inibindo a apoptose. Assim, os autores sugerem que tal apoie a hipotese de, tal como
noutras doencas neurodegenerativas, a proteina mutante (no caso da SCA14, a PKCy) formar estruturas do tipo

amildide e ser essa a via patogénica comum para as SCAs.

Os resultados de Doran et al. (2008) utilizando a PKCy com diferentes mutagdes (p.His101GIn, p.Ser119Pro,
p.Gly128Asp, p.Cys150Phe, p.Ser361Gly, p.Phe643Leu) e em diferentes tipos de células, sugerem que as proteina
mutantes sejam sequestradas dentro de endossoma primarios, responsaveis pela observagéo das inclusdes dot-like.
Assim, haploinsuficiéncia na fungéo da PKCy faria com que as células apresentassem menor capacidade de resposta
ao stress oxidativo. Estes autores propdem que as inclusbes observadas (em especial no caso das mutacdes
p.His101GIn, p.Ser119Pro e p.Cys150Phe) sejam devidas a problemas na via do endere¢amento endossomal e que as
inclusdes patogénicas observadas por Seki et al. (2005, 2007 e 2009) sejam devidas a sobre-expresséo das proteinas
em condigbes experimentais, a niveis muito superiores aos endégenos.

Da mesma forma, os trabalhos de Asai et al. (2010) parecem indicar que o stress do RE, induzido pela formagéo de
inclusbes, pode néo ser o principal mecanismo patogénico na SCA14.

As proteinas TRPC3 (transient receptor potential canonical type3), que formam canais na membrana celular
responsaveis pelo influxo de Ca?* na célula, séo reguladas por fosforilagdo da PKCy. Em 2008, Adachi et al.
demonstraram que as proteinas PKCy contendo mutagdes no dominio C1, assim como as mutagdes p.Ser361Gly e
p.Phe643Leu, possuiam uma actividade basal in vitro significativamente superior a da PKCy normal. No entanto, in vivo,
os mutantes no dominio C1 tinham menor capacidade de se ligar ao DAG e ficarem retidos na membrana, néo
fosforilando os canais TRPC3, o que levaria ao influxo permanente de ibes Ca?*. Os mutantes PKCy-p.Ser361Gly
apresentaram hiper-fosforilagdo destes canais, enquanto que niveis de fosforilagdo semelhantes foram obtidos para a
PKCy-p.Phe643Leu e a proteina de tipo selvagem. A actividade catalitica basal do mutante PKCy-Gly360Ser, inferior a
da proteina normal é consistente com a menor fosforilagdo apresentada pelas proteinas TRPC3 e com a incapacidade

em impedir o influxo de calcio na célula. Os autores colocam a hipétese de que a alteragdo na homeostasia do Ca?* e
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da sinalizagdo mediada por este i&o nas células de Purkinje possa contribuir para a neurodegenerag¢ao observada nos
doentes SCA14.

De facto, tem sido sugerido que a alteragdo na homeostasia do Ca?* é um passo importante na neurodegeneragéo
(Selvaraj, 2010).

Em ratinhos Moonwalker (Mwk), com uma muta¢do em heterozigotia no gene Trpc3, observa-se desenvolvimento
anormal das dentrites e degeneracao das células de Purkinje, bem como ataxia cerebelosa (Becker et al. 2009). Sabe-
se que a regulacdo da TRPC, essencial para a manutengio dos niveis de calcio no citosol, RE e mitocdndria, &

efectuada pela PKCy (Selvaraj et al., 2010).
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Figura 9 - Hipé6tese para a patogénese na SCA14 sugerida por Adachi et al. (2008)

Em resposta a estimulos fisiolégicos hd aumento de Ca2+ no citoplasma (por libertagdo do RE) e formagéo de DAG na célula (1,4).
O DAG activa os canais TRPC3 e induz o influxo de Ca2+ extracelular que, por sua vez, se ligam a PKCy, induzindo a sua
translocagdo. Nas proteinas normais ocorre ligagdo do dominio C1 ao DAG da membrana plasmatica, tornado-se activa. A
fosforilagdo do canal TRPC3 pela PKCy bloqueia o influxo de célcio extracelular através destes canais (2). Devido ao decréscimo no
calcio intracelular ha re-translocacéo rapida da PKC normal para o citosol (3). Por impossibilidade de se ligar ao DAG a PKC
mutante ndo consegue fosforilar o canal TRPC3. Assim, o influxo de célcio é mantido, e o mutante PKC ligado ao ides célcio
permanece mais tempo junto a membrana plasmatica (5 e 6) (Adachi et al., 2008).

Para além da SCA14 h4 outras ataxias cujos genes causadores estdo envolvidos na sinalizagao pelo célcio, como é
o0 caso das SCA2 (ATXN2), SCA6 e EA2 (causadas por diferentes tipos de mutagdes no gene CACNA1A) e SCA15/16
(ITPR1) (Durr, 2010; Kasumu & Bezprozvanny, 2010). A hipotese de que a patogénese na SCA1 e SCA3 esteja,

também, relacionada com a sinalizagéo do calcio tem sido, igualmente, colocada (Kasumu & Bezprozvanny, 2010).
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Leitch et al. (2009) verificaram a perda de canais de célcio no cerebelo de ratinhos mutantes stargazer
(apresentando ataxia e epilepsia), e foi também observada diminuigdo de células Purkinje no vérmis do cerebelo do
ratinho mutante fottering com ataxia (Sawada et al., 2009). Estes mutantes possuem mutagbes em genes que codificam
diferentes sub-unidades do canal de célcio do tipo P/Q dependente de voltagem (Leitch et al. 2009; Sawada et al.,
2009).

A ataxia SCA15/16 resulta de deleccdes no gene ITPR1, que codifica o receptor do IPs tipo1 (IPsR1), que funciona
como canal de calcio no RE, como ja referido anteriormente. Este gene é expresso em niveis elevados nas células de
Purkinje. Quanto & SCA2 é proposto que a proteina ATXN2 expandida se associe ao IPsR1 dos canais do Ca?* do RE,
causando a sua desregulacdo. O fluxo permanente deste catido do RE para o citoplasma iria provocar, por sua vez,
sobrecarga nos niveis de Ca?* na mitocdndria e, por fim, indugdo da morte das células de Purkinje (Kasumu &
Bezprozvanny, 2010)

N&o s6 as ataxias apresentam alteragdes no metabolismo do célcio, mas também outras doengas neuroldgicas.
Mutagdes nas proteinas presenilina 1 e 2 e na proteina percursora amildide, responsaveis pela doenca de Alzheimer
familiar, conduzem a um aumento da libertagdo de célcio, que s6 é revertido pela inibigéo da fosfolipase C (PLC) que,
por sua vez, controla a sintese das PKCs, incluindo a PKCy (Dehvari et al., em 2007).

Lim et al., (2006) propdem a existéncia de uma via bioldgica comum a todas as ataxias, critica para a sobrevivéncia
das células de Purkinje (Selvaraj et al., 2010); Kasumu & Bezprozvanny (2010) argumentaram que a patogénese das
SCAs seria resultado da disrupcdo na sinalizagdo do célcio nas células de Purkinje, que conduziria a disfun¢éo

cerebelosa e quadro clinico inicial e, eventualmente, a morte das células de Purkinje.

Apesar das varias hipbteses propostas, e como apresentando anteriormente, tem sido reforgada a idéia de que mais

do que apenas um destes mecanismos possa estar implicado na patogénese da SCA14, bem como nas restantes

SCAs.
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2.

Objectivos do trabalho

Este trabalho teve como objectivos:

1)
2)

3.

Pesquisar mutagdes no gene PRKCG numa série de individuos portugueses com ataxia espinocerebelosa

Avaliar a sensibilidade de varios programas bioinforméaticos na previséo do efeito de mutagbes missense no gene
PRKCG, por estudo das mutacbes descritas como responsaveis por SCA14 e de SNPs néo associados a doenga
Avaliar a patogenicidade das novas mutacbes identificadas (exdnicas efou intrénicas), através de programas
bioinformaticos. No caso das mutacdes missense os programas a utilizar foram os previamente validados pela
abordagem anterior

Sugerir uma explicagdo para o efeito patogénico das mutacdes encontradas, bem como as ja descritas,
provavelmente causadoras de doenga, e tentar relacionar o genétipo com o fenétipo apresentado

Determinar os possiveis haplétipos presentes na série de casos estudada e tentar inferir os haplétipos em que se

encontram as novas mutagdes identificadas

Amostras e metodogia
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3.1. Amostras estudadas

A série de individuos portugueses com ataxia espinocerebelosa, onde foi efectuado o rastreio de mutagdes no gene
PRKCG, foi seleccionada de entre 332 casos de ataxia ndo especificada, cujas amostras foram recebidas no Centro de
Genética Preditiva e Preventiva (CGPP) do Instituto de Biologia Molecular e Celular (IBMC), da Universidade do Porto, para
fins diagnostico e/ou investigagao, entre 1998 e 2010.

Dado o CGPP ser o laboratério de referéncia para o estudo das ataxias espinocerebelosas em Portugal, sdo recebidos
pedidos de diagnostico para as SCAs provenientes de todo o pais. Também na Europa este é um centro de referéncia,
sendo o responsavel pela organizagdo do esquema de qualidade externo (EQA) da EMQN (External Molecular Quality
Network) para as SCAs.

Nos 332 doentes, de naturalidade portuguesa, originarios de todo o territério nacional, tinha sido excluida anteriormente
a presenca das mutacdes responsaveis pelas SCAs de maior prevaléncia no pais (SCA1, 2, 3/DMJ, 6, 7, 17 e DRPLA).
Alguns individuos foram estudados, em contexto de investigagao ou de diagndstico, e feita a exclusao para outras ataxias
dominantes tais como as SCA8, 10, 12, 28 e FHM/EA-2 (enxaqueca hemiplégica familiar/ataxia episddica tipo 2). Em
alguns casos, foram requisitados pelos médicos assistentes outros testes de diagnéstico tais como ataxia de Freidreich
(FRDA), de transmiss@o autossomica recessiva, a doenga de Huntington (DH) e a polineuropatia amiloidética familiar

(PAF), doengas com modo de transmissao autossomico dominante.

Uma vez que a SCA14 é uma doenga transmitida de forma dominante, foram seleccionados do grupo inicial, 54 casos
indice de familias com ataxia espinocerebelosa, com ascendente(s) e/ou descendentes(s) directo(s) afectado(s), e cujo
quadro clinico fosse compativel com a SCA14, néo sugerindo outro tipo de patologia. Do grupo inicial foram também
estudados 6 casos sem, aparentemente, histéria dominante de doenga na familia, por pedido especifico do médico
assistente. Destes, ha 1 caso em que, de entre os familiares, a doenga se manifestou apenas no irmé@o (na mesma
geragao), e 5 casos isolados, sem qualquer histéria de doenga neuroldgica na familia. A justificagéo para a inclusao destes
individuos neste trabalho deve-se ao facto de haver casos de SCA14 de inicio muito tardio, a penetrancia ser incompleta, e

pela apresentagéo, em todos os casos, de um quadro clinico compativel com SCA14.
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O estudo molecular dos doentes incluidos neste trabalho foi efectuado apés o seu consentimento informado, para fins
de diagnéstico genético e/ou de investigagéo.
No capitulo “Anexos” encontra-se uma descrigdo mais exaustiva do quadro clinico apresentado por cada um dos

doentes estudados, bem como a idade de inicio da doenga e o0s testes anteriormente realizados (tabela 10).

3.2. Rastreio de mutac¢des no gene PRKCG

3.2.1. Extrac¢do do DNA gen6mico
O DNA dos doentes foi isolado a partir dos leucécitos do sangue periférico através do método de extraccdo salina
(Miller et al., 1988), pelos técnicos responsaveis por este procedimento no CGPP, entre 1998 e 2010.
De forma a determinar a qualidade e a concentragdo do DNA extraido, foram realizadas leituras da absorvancia a 230,
260 e 280nm em espectrofotometro (1ul em espectrofotometro Nanodrop da Thermo Scientific). Devido a sua qualidade, o
DNA de 5 das 60 amostras foi purificado seguindo o protocolo do kit “illustra™ DNA and Gel Purification Kit" da GE

Healthcare.

3.2.2. Estratégia para sequenciacao do gene PRKCG

3.2.2.1. Amplificagdo por PCR

Definicdo dos amplices

De forma a estudar as sequéncias dos 18 exdes, bem como das respectivas regides intrénicas adjacentes, que
constituem o gene PRKCG foram definidos 14 fragmentos de amplificagdo de acordo com o tamanho e distribuigdo dos

exdes no gene (Figura 3).
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Figura 10 - Localizagao e tamanho dos 18 exdes no gene PRKCG e dos 14 fragmentos de amplificacdo
Afigura (adaptada de atlasgeneticsoncology.org) n&o se encontra a escala.
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Desenho dos primers

Os primers para amplificacdo por PCR dos varios exdes e respectivas regides intrénicas adjacentes foram desenhados
utilizando software informatico apropriado. De acordo com a sequéncia do transcrito NM_002739, foram pesquisados quais
os pares de primers mais adequados para amplificagdo de cada um dos 14 fragmentos. As ferramentas biocinformaticas
utilizadas foram 0 PrimerQuest SciTool, da IDT (Integrated DNA Technologies;
http://eu.idtdna.com/Scitools/Applications/Primerquest/;,  Rozen &  Skaletsky, 2000) e o  Primer3Plus
(http://www.bicinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi; Untergasser et al., 2007). Os primers foram desenhados
de forma a que as sequéncias intronicas adjacentes a cada ex&o tivessem um tamanho minimo de 50pb.

Apobs selecgdo dos pares de primers, foi realizado o PCR In-Silico através do software disponibilizado pelo UCSC
Genome Browser, (UCSC In-Silico PCR; http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr?command=start; Kent et al., 2002). Este
procedimento teve por objectivo garantir que nao ocorressem amplificagdes inespecificas, bem como excluir a possibilidade
dos primers conterem SNPs, interferindo assim na eficiéncia de amplificagdo dos fragmentos, permitindo o “allele drop-out”,
ou seja, que alelos presentes na amostra ndo fossem amplificados.

Os primers foram construidos de forma a possuirem na extremidade 5° uma sequéncia nucleotidica do fago M13
(PM13). Aos primers Forward (F), que delimitam a jusante a sequéncia a amplificar, foi adicionada a sequéncia do ®M13
TGT AAA ACG ACG GCC AGT. A sequéncia a amplificar por PCR ¢ delimitada a montante pelo primer Reverse (R). Os
primers R foram construidos de forma a conter na sua extremidade 5° a sequéncia CAG GAA ACA GCT ATG ACC, do

PM13.
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Tabela 2 - Primers e fragmentos para amplificagdo do gene PRKCG e respectivas sequéncias intronicas flanqueantes

Amplicio Exio Nome Sequéncia Tam. do frag. Amplificado (pb) /
Tamanho do exao (pb)

1 1 SCA14_E1F 5 TTTCCCTGTGGCTCCTTTG 3' 343 /172
SCA14_E1R 5' TCGGCGTGATAGGAGTCT 3'

9 ” SCA14_E2F 5' GGCTGAACTCCAGTCTAAGGGAAGAA 3' 317 /32
SCA14_E2R 5" ACCAGAGAACACGTGTGTCAAGCA 3'

3 3 SCA14_E3F 5" CCGCTCTCTCTTTCCAAT 3' 24983
SCA14_E3R 5' GAAATTGGGACGGACGCC 3'

4 465 SCA14_E4_5F 5' TAGAGAGCAAGGCAGGAGGAAA 3 603/
SCA14_E4_5R 5 TGGGCGTGACCATAGAAAGA 3 112 (exdo 4) & 132 (exdo 5)

5 6 SCA14_E6F 5" ATTCACAGGATGGTCTCGATCT 3' 500/ 157
SCA14_E6R 5'CTCAATCACTCTATTCCCTTTTCC 3'

6 7 SCA14_ETF 5" ACCTCCAGCACCAAGGATGG 3' 282 /135
SCA14_ET7R 5" AGAGAGACCACACACAGATGGAGA 3'

7 869 SCA14_E8_9F 5" TCTCTCTTCCATCTCTGTGTCCGT 3' 610/
SCA14_E8_9R 5" GGGAATTGAAGACAGAAGTCAGAGG 3¥' 88 (exd0 8) e 30 (ex&0 9)

8 10 SCA14_E10F 5"ATTTCCTTATCGCTGTGTAAGGTCT 3' 270/ 153
SCA14_E10R 5' GAAATCTGACCTTCCCACAGACATCCTC 3'

9 11 SCA14_E11F 5" GTTTACAGATGTGGACACTCTCCT 3' 481/ 189
SCA14_E11R 5'CCACTCAGAGAGCACAAAGTT 3'

10 12,13 14 SCA14_E12_13_14F 5" AACCTTCCACGTCTGTCCTGAGTGAT 3' 674 /92 (exdo 12),
SCA14_E12_13_14R 5" TGGACCATCAGCTACACCCTCTAA 3 63 (exdo 13) e 139 (exao 14)

1 15 SCA14_E15F 5" AAAGCACTTAACGTGGGTAGCG 3' 263/ 81
SCA14_E15R 5 CACTTTCTAACTGGCTCCTCCTGAGA 3'

12 16 SCA14_E16F 5' TGAGGAGGGTGTGGAAGGTTT 3' 282 /108
SCA14_E16R 5' AGTGACTTCAGGAATGGGAGCA 3

13 17 SCA14_E1T7F 5" ATCTGCCTGTCTCTGTCCCTCTTT & 468/ 141
SCA14_E17R 5 GTGGGGGAGGGAAAGTTAAG 3’

1 18 SCA14_E18F 5" AGGAGACAGGAGATGAGACT 3' 385/ 189
SCA14_E18F 5' TGCAGGATCTAGAATGGGACAG 3'

Condigoes de amplificacdo por PCR

Os diferentes fragmentos foram amplificados numa mistura de reacgéo contendo HotStar Master Mix (Qiagen), 15pmol

de cada primer e 30ng de DNA gendémico num volume final de 12,5ul. Em cada reacgdo de amplificagéo foi utilizado um

controlo negativo (branco).

A reaccdo de PCR foi realizada em termocicladores Uno (Biometra), segundo o programa de amplificagéo:

desnaturacéo inicial de 5min (minutos) a 95°C, seguida de 30 ciclos de 45s (segundos) a 95°C, 1min a temperatura de
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emparelhamento dos primers ou de annealing (Tm), optimizada para cada par de primers, e 1 min a 72°C; o passo de
extensdo final foi de 10 min a 72°C. Para os exdes 1, 3, 6, 4 e 5, 11, a Tm utilizada na amplificacao foi de 55°C. Uma Tm de
58°C foi utilizada na amplificacdo dos exdes 10 e 17, enquanto que para os restantes exdes, foi utilizada uma temperatura
de 60°C como Tm. Para algumas amostras, os fragmentos correspondentes aos exdes 4 € 5, 11 e 17 foram amplificados

utilizando 35 ciclos de amplificagdo, com emparelhamento de 1min15s e tempo de extenséo de 1min30s, em cada ciclo.

Confirmacao da amplificacdo por PCR

Para confirmar a amplificacdo da reacgdo, bem como excluir a possibilidade de contaminag¢do, uma amostra de cada
reacgdo, bem como o respectivo branco, foram sujeitos a electroforese em gel de agarose a 1%, corado com brometo de

etidio (Merck) numa concentracao final de 0.5ug/ml. A electroforese decorreu durante 30-40min a 90Volts.

3.2.2.2. Purificacdo das cadeias amplificadas

Apbs PCR, a 4 pl de produto amplificado foi adicionado 1ul de Exo-SAP-IT (USB) de forma a remover o excesso de
primers e dNTPs, e as cadeias simples de DNA. Apds a reacgdo de digestdo, que decorreu durante 15min a 37°C, as
enzimas hidroliticas constituintes do Exo-SAP-IT (Exonuclease | e Fosfatase alcalina de camar&o), responsaveis pela

digestao, foram inactivadas a 80°C durante 15min.

3.2.2.3. Reacgdo de sequenciagdo

A sequenciagéo ¢ uma metodologia que permite detectar, de forma directa, alteragdes na sequéncia a estudar. Assim,
as cadeias amplificadas, tanto as de sentido 5-3" como as 3'-5° foram, submetidas a uma reacgéo de sequenciagéo,
utilizando o Big Dye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems).

Os primers utilizados na reacgéo de sequenciagao sdo complementares a sequéncia nucleotidica do fago M13, (que se
encontra em cada extremidade das cadeias amplificadas anteriormente por PCR). A 5pmol de cada um destes primers de
sequenciagdo sdo adicionados 2ul de Premix Big Dye® (previamente diluidos 1:1 em tamp&o do kit de sequenciagéo) e
2,5ul de DNA amplificado, e agua, até perfazer o volume final de 10ul. O programa de sequenciagao € iniciado por uma

desnaturacg&o inicial de 5min a 95°C, seguida de 35 ciclos, cada um composto por 10s a 96°C, 5s a 50°C e 4 min a 60°C.
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Purificacdo dos produtos sequenciados

A totalidade do produto de amplifificagdo foi colocado em placas DyeEx 96 Kit (QIAGEN), adaptadas a placas de 96
pogos MicroAmp (Applied Biosystems), e sujeito a centrifugacdo. Ao passar através das colunas, os terminadores em

excesso, em solugéo, vao ser removidos, de forma a nao interferirem com a leitura das bases no sequenciador.

Electroforese

Os fragmentos foram sujeitos a electroforese capilar no ABI 3130x/ Genetic Analyzer da Applied Biosystems (polimero

POP7, capillar de 36¢cm, 16s de injeccao).

3.2.3. Andlise dos resultados

Os resultados foram analisados com o programa Segscape version 2.6 (Applied Biosystems).
As sequéncias amplificadas foram comparadas com a sequéncia consenso do cDNA do gene PRKCG (NM_002739.3),
através do programa informatico Seqscape version 2.6 (Applied Biosystems). A verificacdo de um valor de qualidade igual

ou superior a 40 nas sequéncia das cadeias de sentido 5°-3'e 3'-5°, permitiu a validacdo da sequéncia respectiva.

3.3. Estudo bioinformatico das alteragdes detectadas

3.3.1. Avaliacdo da possivel patogenicidade das substitui¢des ndo-sindnimas

Na populagdo humana é estimado existirem 67,000-200,000 SNPs ndo sindnimos (nsSNP), (Cargill et al., 1999;

Halushka et al, 1999; Livingston et al., 2004). Com a generalizagéo da sequenciagédo, o nimero de nsSNPs conhecidos tem
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aumentado, havendo necessidade de determinar o seu impacto na proteina. Nos Ultimos anos, tém sido desenvolvidas

varias ferramentas bioinformaticas de forma a prever o efeito deste tipo de mutagdes.

Os programas de andlise para previséo do efeito de mutagbes missense observadas baseiam-se na sequéncia e/ou
estrutura da proteina, e/ou domino funcional a que pertencem, tendo como fundamento as observagdes de que: 1)
mutagdes causadoras de doengas ocorrem com maior probabilidade em posi¢bes conservadas ao longo da evolugéo
(Miller et al., 2001) ou, de acordo com Gribskov et al. (1987), amino&cidos conservados em proteinas relacionadas, com
longo tempo de divergéncia, provavelmente serdo criticos para o seu funcionamento; 2) substituicdes de aminoacidos, com
efeito deletério, tém caracteristicas estruturais distintas das substituicdes com efeito neutro (Sunyaev et al., 2000; Wang et
al., 2005; Ng & Henikoff, 2006); 3) substituicdes em residuos que integram um dado dominio funcional, dever&o provocar
alteragéo na func&o da proteina (Ng & Henikoff, 2006).

Para avaliar a sensibilidade de 5 dos programas bioinformaticos mais utilizados (Polyphen-2, PANTHER 7.0, SNPs3D,
SIFT e PoPMuSiC), em conjunto com a distancia de Grantham, foram analisadas, inicialmente, as 26 mutagdes missense
descritas até a0 momento como causadoras de SCA14. Em paralelo, foram também analisadas as 10 mutacdes missense
identificadas em populagdes controlo e em doentes com RP11, ou seja, ndo associadas a SCA14.

Apobs avaliagdo dos programas quanto a previséo do efeito das mutagbes missense no gene PRKCG, descritas até ao

momento, as mutagdes identificadas neste trabalho foram, entéo, estudadas.

Em seguida apresenta-se uma breve descrigdo dos programas bioinformaticos utilizados:

Polyphen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/)

O Polymorphism Phenotyping v2.1.0 (Polyphen-2) é um software criado pela Universidade de Harvard que prevé o
possivel impacto de substitugdes missense na estrutura e funcéo de proteinas humanas . Esta previsdo tem como base a
sequéncia da proteina e as suas relagdes filogenéticas, bem como a informagao estrutural do local onde ocorre a
substituigdo (Adzhubei et. al., 2010), caso se encontre disponivel. Para prever se, em comparagao com a restante variagao

humana, as mutagdes podem ter um efeito drastico na proteina, estas foram testadas pelo Polyphen-2 no modelo HumVar.
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O Polyphen-2 calcula a probabilidade (0-1) de uma dada mutag&o ser deletéria, sendo também classificada, de forma
qualitativa como “benigna”, “possivelmente deletéria” ou “provavelmente deletéria” (Adzhubei et. al., 2010).

O programa considerou as proteinas presentes nas bases de dados de proteinas UniProtkB/UniRef100 e as estruturas
constantes na PDB/DSSP em Abril de 2011.

O Polyphen-2 ndo apresentou resultados quanto a alteragdo da estrutura em C1 por efeito das mutagbes neste
dominio, apesar de na base de dados considerada pelo software constarem os dados estruturais das proteinas 1ton e
2e73. Também, como as mutagbes para as quais foram apresentados resultados, as proteinas para comparagdo ndo

apresentavam 100% de homologia, optou-se por ndo considerar os resultados estruturais obtidos pelo programa Polyphen-

2.

PANTHER 7.0 (http://www.PANTHERdb.org/)

A ferramenta ¢cSNP tools (http://lwww.PANTHERdb.org/tools/csnpScoreForm.jsp) do programa PANTHER (Protein
ANalysis THrough Evolutionary Relationships) estima a probabilidade de um nsSNP causar impacto funcional na proteina.
Esta probabilidade, subPSEC (substitution position-specific evolutionary conservation), € calculada apartir do alinhamento
de proteinas relacionadas evolutivamente (Thomas et al., 2003; Thomas & Kejariwal, 2004; Thomas et al., 2006), e pode
ter um valor entre 0 (neutro) e -10 (muito provavelmente deletério). Sabendo-se que o ponto a partir do qual ha impacto
funcional é -3, foi determinado que este valor subPSEC seria equivalente a um Pdeletério de 0.5. O Pdeletério estima

assim a probabilidade de uma dada mutagéo causar um efeito funcional deletério na proteina, podendo variar entre 0 e 1.

SNPs3D (htto.//www.SNPs3D.org/)

Neste programa, o impacto funcional de um nsSNP é calculado por 2 modelos elaborados de acordo com hipéteses
distintas (Yue et al., 2005, 2006; Yue & Moult, 2006):

1) Modelo de estabilidade — utiliza varios factores da estrutura da proteina para determinar quais as substituicbes que
destabilizam o folding (ou o enrolamento) da proteina. O resultado é obtido através de uma aplicagdo (Support Vector
Machine (SVM)), que tem em consideragao varios factores da proteina para prever qual o efeito de um dado nsSNP na sua
estabilidade. Valores SVM positivos indicam variantes ndo-deletérias, e valores negativos, variantes deletérias
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2)  Modelo de Perfil — baseia-se na homologia de sequéncias, e calcula a extensao e natureza da conservagéo de um
aminodcido na sequéncia (através do software SVM).
O SNPs3D calculou apenas os valores SVM perfil para as mutagdes missense do gene PRKCG, nao apresentando

valores para a estabilidade da estrutura.

SIFT (http://SIFT.jcvi.org/www/SIFT seq submit2.html)

O algoritmo do programa SIFT (Sorting Tolerant From Intolerant) baseia-se na homologia entre sequéncias para prever
o efeito de todas as substituicbes possiveis na sequéncia da proteina (Ng & Henikoff, 2001, 2002, 2003; Kumar et al.,
2009). O valor de probabilidade obtido para cada substituicdo é normalizado pela probabilidade do aminoacido mais
frequente e convertido num valor SIFT; se este SIFT score se encontrar abaixo de um certo valor residual (0.05), a

substituicdo devera afectar a fun¢éo da proteina.

PoPMuSIiC v2.1 (http://babylone.ulb.ac.be/PoPMuSiC/)

O programa informatico PoPMuSiC (Prediction of Protein Mutant Stability Changes) permite avaliar a estabilidade de
uma dada proteina ou péptido por introdugdo de uma mutagéo missense, com base na estrutura da proteina (Dehouck et
al., 2009, 2010). Este software calcula a alteragdo da energia livre (AAG) de enrolamento entre a proteina (ou péptido)
normal e a mutada. Valores negativos de AAG sugerem que a mutagao seja estabilizadora.

Dado néo se conhecer a estrutura 3D completa para a PKCy, as estruturas PDB 2e73 e PDB 1tbn foram utilizadas para
estudar o efeito das mutagdes nos sub-dominios C1A e C1B, respectivamente. Ao contrario destas proteinas, cujas
sequéncias sé@o idénticas as dos sub-dominios referidos, para as sequéncias dos dominios onde estdo descritas as
restantes 6 mutagdes, ndo se encontram descritas estruturas 3D. Assim, foram apenas estudadas as mutanues missense

observadas no dominio C1.

Distancia de Grantham

A distancia de Grantham reflecte a diferenga quimica (composicéo, polaridade e volume molecular) entre dois

aminoacidos. Segundo Grantham (1974) a fixagdo de mutagdes entre aminoacidos dissemelhantes €, geralmente, rara, ou
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seja, quanto maior for a distancia quimica entre os residuos, menor é a probabilidade para que um substitua o outro na
proteina, por mutagao.

Consoante a distancia de Grantham entre 0 aminoacido original e o mutante, as substituigdes podem classificar-se em:
1) conservadora (0-50), 2) moderadamente conservadora (51-100), 3) moderadamente radical (101-150) ou radical (=151)

(Lietal., 1984).

O alinhamento da PKCy humana com as restantes isoformas de PKC, e algumas das suas proteinas ortélogas, foi

obtido pelo programa ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/services/web_clustalw2/toolform.ebi).

3.3.2. Avaliacdo da possivel alteracdo no mecanismo de splicing do mRNA

A maioria das mutagdes patogénicas que afectam o mecanismo de splicing localizam-se de 1 a 10 nucledtidos da
jung@o intrdo-exao (Hellen, em 2009). No entanto, outras mutagdes, mais afastadas deste local, tanto nos exdes, como nos
intrdes, podem criar novos locais de splicing, directa ou indirectamente, reprimindo ou activando sequéncias (ESE-exonic
splicing enhancers; ESS - exonic splicing silencers; ISE- intronic splicing enhancers; ISS - intronic splicing silencers).
Assim, para avalia¢do da alteracéo, directa e/ou indirecta, do normal mecanismo de splicing, as mutagdes foram analisadas

por diversos programas bioinformaticos:

A) A avaliagcdo das mutacdes missense descritas e identificadas, como passiveis de alterar o normal mecanismo de

splicing, foi efectuada através do software ALAMUT™ (Mutation Interpretation Software) constituido pelos programas

Human Splicing Finder (HSF), MaxEnt, NNSplice e GeneSplicer.

B) A alteracdo do mecanismo de splicing pelas novas mutacdes intrénicas foi pesquisada pela utilizagdo dos

programas bioinformaticos, disponiveis e de livre acesso nos locais da internet indicados:
- NNSplice (http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html)
- GeneSplicer (http://www.cbcb.umd.edu/software/GeneSplicer/gene_spl.shtml)
- NetGene2 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2/)
- Spliceport (http://Spliceport.cs.umd.edu/)

- Human Splicing Finder v.2.4.1(http://www.umd.be/HSF/)
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3.4. Estudo haplotipico

Dado néo se dispor do DNA dos progenitores foi utilizado o software PHASE 2.1, de forma a determinar a fase
gameética para cada um dos doentes. Este programa informatico, que permite a reconstru¢do de haplétipos e a obtencéo de
uma estimativa da taxa de recombinacéo a partir de dados populacionais (Stephens et al., 2001; Stephens & Donnelly,
2003; Crawford et al, 2004; Stephens & Scheet, 2005) pode ser obtido através da pégina da infernet
http://stephenslab.uchicago.edu/software.html.

Para averiguar diferencas entre o nimero estimado de haplotipos na série estudada, e fases gaméticas possiveis para
cada um dos doentes, foram elaborados 5 grupos:

1) total de individuos (60) considerando 16 SNPs (total de mutagdes intrénicas e exdnicas, incluindo as novas mutagdes
missense);

2) total de individuos (60) considerando 13 SNPs (mutages intrénicas e exonicas, sem as novas mutacdes missense);

3) doentes com histéria familiar autossémica dominante (54), considerando 16 SNPs (total de mutagdes intronicas e
exonicas, incluindo as novas mutagdes missense);

4) doentes com histéria familiar autossémica dominante (54), considerando 13 SNPs (mutages intrénicas e exdnicas,
excluindo as novas mutagdes missense);

5) total de doentes com ataxia ndo SCA14 (57) considerando as novas mutagbes missense como SNPs (total de
mutagdes intrénicas e exdnicas, incluindo as novas mutagdes missense).

Os 5 ficheiros foram sujeitos a andlise pelo programa PHASE 2.1, com os parametros padrdo (nUmero de iteracgoes
100, thinning interval 1, e burn-in de 100) e o algoritmo aplicado por 5x (para verificar a variabilidade entre os resultados
obtidos em cada anélise).

A aplicacdo do pardmetro —X100, para aumentar em 100 vezes o numero de iteracgdes para cada ficheiro, permitiu
obter resultados um pouco diferentes dos iniciais, quanto ao numero haplétipos e frequéncias dos pares gaméticos. A
aplicagéo do pardmetro —X1000 e —X10000 conduziu a resultados idénticos aos obtidos por aplica¢do do parametro —X100,

sendo, entdo, estes, os resultados finais considerados.
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4. Resultados

4.1. Andlise molecular do gene PRKCG

Na série de doentes Portugueses estudada foram detectadas, na regido codificante do gene PRKCG, 3 novas
mutagdes missense e 5 mutagdes silenciosas j& descritas; na regido intronica flanqueante foram observados 10 SNPs (8

substituicdes, 1 inser¢do e 1 duplicagdo de um nucleétido), trés dos quais ainda néo descritos.

4.1.1. Novas mutag¢des missense identificadas

4.1.1.1. Descrigdo das mutagdes, histéria familiar e clinica dos doentes portadores

Nos 60 doentes estudados nao foi observada qualquer uma das 28 mutagdes descritas previamente como responsaveis

pela SCA14. No entanto, foram identificadas novas mutacdes em trés familias:

Familia 1 - ¢.234C>A/ p.His78GIn

Nesta familia, com histéria de ataxia cerebelosa em trés geragdes sucessivas, existem, pelo menos, 5 individuos

afectados pela doenga, embora apenas para dois tenha sido possivel obter DNA para os estudos moleculares (Figura 11).
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Figura 11 - Arvore genealdgica da familia com ataxia espinocerebelosa, em que foi detectada a mutagéo c.234C>A (p.His78GlIn)
no gene PRKCG.O caso indice esta indicado com uma seta. Os simbolos preenchidos a negro indicam os elementos
afectados, e a cinzento, os elementos em que ha suspeita clinica da doenga.
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O caso indice desta familia (Ill:3) apresentava, aos 68 anos de idade, um quadro clinico de ataxia cerebelosa
progressiva pura (sem outros sinais extracerebelosos), com inicio aos 60 anos, tendo sido a disartria o sintoma inicial.

A doenga foi clinicamente confirmada no pai (II:5) e tio por parte paterna (11:8), ja falecidos, num dos irmaos (l1l:2) e no
filho mais novo do doente (IV:5) que apresenta, desde os 40 anos, disartria e alteragdo do equilibrio ligeiras. Alteragdes no
exame neurologico dos individuos II1:5 e II:7, também irmdos do doente indice, levaram a suspeita de que possam ser
também afectados pela doenga, embora se encontrem numa fase muito inicial. No pai do caso indice (I1:5) a doenga
manifestou-se aos 60 anos de idade, tendo este vivido, no entanto, até aos 80 anos. Os pais deste individuo foram
descritos como assintomaticos, tendo a mae (I:2) falecido aos 95 anos e o pai, aos 50 (I:1), com carcinoma ocular.

Como se pode observar na figura 5, a sequenciacdo do exdo 3 do gene PRKCG no caso indice desta familia revelou,
num dos alelos, uma substituicdo de uma citosina por uma adenina na posi¢do 234 do transcrito (c.234C>A), resultando na
substituicdo de uma histidina por uma glutamina na posigdo 78 da proteina (p.His78GlIn). Esta muta¢do, nunca antes

observada, localiza-se no sub-dominioc C1A do dominio regulador da proteina, onde se encontram descritas, até ao

ot

CCAC G AA CCACAGAA

His Glu His/GIn  Glu

momento, outras 5 mutagdes.

Figura 12 - Electroferograma representativo da sequéncia do ex&o 3 do gene PRKCG (c.234C>A/ p.His78GIn)
Na figura da esquerda, encontra-se a sequéncia normal (observada em 59 dos doentes com ataxia estudados); a direita,
a sequéncia observada no caso indice (bem como no seu filho afectado) onde, se pode verificar a substituicio da
citosina por uma adenina, na posi¢do ¢.234 do transcrito, do que resulta, ao nivel da proteina, na substituicdo de uma
histidina por uma glutamina, na posi¢ao 78
Apbs a identificacdo da mutagdo no doente, o DNA do filho afectado (IV:5) foi testado, tendo sido confirmada a sua
presenga. Embora a nivel clinico todos os elementos estejam a ser acompanhados, ainda n&o foi possivel realizar o estudo

molecular para os restantes elementos (afectados e nédo afectados) desta familia de forma a averiguar se se confirma a

segregacao da mutacdo com a doenca.
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Familia 2 - ¢.319A>G/ p.Ser107Gly

O caso indice desta familia (figura 6; 11:2), com 4 elementos afectados em 2 geragdes seguidas, foi observado aos 65
anos de idade, apresentando um quadro de ataxia e disartria, com inicio aos 55 anos e evolugéo progressiva. O pai (I:3) e
tio (I:1) por parte paterna s&o, igualmente, afectados pela doenga.

Quanto ao individuo II:4, irm&o do doente, com, aproximadamente, 20 anos ja sentiria desequilibrio da marcha; aos 53
anos, além deste sintoma, passa a também a apresentar dificuldades na escrita (ataxia dos membros superiores). Na
ultima observacéo clinica, aos 65 anos, demonstrava marcha ataxica e sindrome cerebeloso estatico, disartria, nistagmo
(horizonto-rotatério), aumento dos reflexos, mas reflexos cutdneos normais (flexores), ou seja, ndo apresentava sinal de

Babinsky. A ressonancia magnética nuclear (RMN) efectuada revelou atrofia no cerebelo.
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Figura 13 - Arvore genealdgica da familia com ataxia espinocerebelosa, em que foi detectada a mutagéo ¢.319A>G
(p-Ser107Gly) no gene PRKCG.
O caso indice esta indicado com uma seta. Os simbolos preenchidos a negro indicam os elementos afectados.

A sequenciacéo do ex&o 4 do gene PRKCG no caso indice (11:2) revelou, num dos cromossomas, a substituicdo de uma
adenina por uma guanina na posi¢do 319 do transcrito (c.319A>G) o que conduz a substituico de uma serina por uma
glicina na posicéo 107 da PKCy (p.Ser107Gly), no sub-dominio C1B do dominio regulador da proteina (figura 7). A mutagéo
foi, igualmente, observada em heterozigotia no irm&o afectado (I1:4). Além destes dois individuos, nenhum outro elemento

da familia foi estudado (a nivel clinico e/ou molecular).
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GCATAGC T GCATAIGGC T
His Ser His  Ser/Gly

Figura 14 - Electroferograma representativo da sequéncia do ex&o 4 do gene PRKCG (c. ¢.319A>G/ p.Ser107Gly)
A esquerda na figura, encontra-se a sequéncia normal (observada em 59 dos doentes com ataxia estudados); a direita, a

sequéncia observada no caso indice (e no irmao afectado) onde, se pode verificar a substituigdo da guanina por uma adenina,
na posi¢ao ¢.319 do transcrito, e na proteina, de uma serina por uma guanosina, na posi¢ao 107

Embora, tenham sido observadas diversas mutagbes no exdo 4 do gene PRKCG, estando descritas neste ex&o 17 das

28 mutagbes encontradas até a data, a mutacdo ¢.319A>G/ p.Ser107Gly néo tinha sido observada anteriormente.

Familia 3 - ¢.349T>A/ p.Cys117Ser

0O caso indice comegou a apresentar sintomas da doenca aos 70 anos de idade, tendo sido observado aos 82 anos,
com um quadro acentuado de ataxia. Nao foi possivel ter acesso a uma descrigéo clinica mais exaustiva, sabendo-se

apenas, a nivel familiar, que o pai tera também sido afectado pela patologia (figura 8).

Figura 15 - Arvore genealdgica da familia com ataxia espinocerebelosa, em que foi detectada a mutagéo p.Cys117Ser na PKCy.
O caso indice esta indicado com uma seta. Os simbolos preenchidos a negro indicam os elementos afectados.
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Na sequenciacdo do exao 4 do gene PRKCG no doente (figura 9) observou-se, num dos alelos, uma mutag¢&o nunca
antes descrita, a substituicdo de uma timina por uma adenina na posicdo 349 do transcrito (c.349T>A). Consequentemente,

na posi¢édo 117 da proteina PKCy (no sub-dominio C1B do dominio regulador) ha substituicdo de uma cisteina por uma

N st

CGACCACTGTGGC CGACCACTIAGT GG C
Asp His Cys Gly Asp His Cys/Ser Gly

serina (p.Cys117Ser).

Figura 16 - Electroferograma representativo da sequéncia do ex&o 4 do gene PRKCG (c349T>A/. p.Cys117Ser)
A esquerda, encontra-se a sequéncia normal (observada em 59 dos doentes com ataxia estudados); a direita, a sequéncia

observada no caso indice onde, se pode verificar a substituigdo da timina por uma adenina, na posi¢é&o ¢.349 do transcrito
correspondente a substitui¢do no residuo 117 de uma cisteina por uma serina

Apbs a realizagdo do presente trabalho, do total de 31 mutagdes conhecidas, 19 localizam-se no sub-dominio C1B. A
este sub-dominio da proteina correspondem, ao nivel gene PRKCG, os exdes 4 e 5. Das mutagdes observadas em C1B,

16 localizam-se no exao 4, e 3 no exdo 5.

Cada uma das trés novas mutagcdes tem uma frequéncia de 0,9% nos casos familiares (1/54) e 0,8% no total de

doentes estudados (1/60). A frequéncia de SCA14 é de 5,6% nos casos familiares (3/54) e 5% no total de doentes (3/60).

4.1.1.2 Avaliagdo da patogenicidade por andlise bioinformdtica

De forma a avaliar a sensibilidade dos programas bioinformaticos Polyphen-2, PANTHER 7.0, SNPs3D, SIFT sequence
e PoPMuSiC na previsao do efeito das novas mutagdes missense foi analisado o efeito previsto das 26 mutagdes descritas
como causadoras de SCA14. A Disténcia de Grantham entre o residuo original e o mutante foi, igualmente, averiguada

para estas mutagdes (tabela 3) .
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Tabela 3 - Analise bioinformatica dos 26 nsSNPs descritos no gene PRKCG responsaveis pela SCA14 e previsdo da possivel
patogenicidade da PKCy mutante
A vermelho encontram-se os valores obtidos para as mutagdes missense detectadas neste trabalho

Distancia
Polyphen-2 PANTHER 7.0 SNPs3D SIFT sequence PoPMusSiC v2.1 de
Software
Grantha
m

Var Efeito Pdeletério Efeito SVM Efeito Resultado Efeito AAG Efeito (0-215)
(0-1) previsto (0-1) previsto perfil previsto (0-1) Previsto  (Kcal/mol) Previsto
- 0.996 provavelmente 0.974 deletério -0.97 deletério 0.00 afecta Nd Nd conserv.
patogénica fungdo (26)
- 1.000 provavelmente 0.958 deletério nd Nd 0.02 afecta 1.33 destabilizador + radical
patogénica fungdo (103)
- 1.000 provavelmente 0.988 deletério nd Nd 0.00 afecta 1.09 destabilizador radical (194)
patogénica fungdo
- 1.000 provavelmente 0.982 deletério -3.02 deletério 0.00 afecta -0.12 neutro + radical
patogénica fungdo (109)
0.988 provavelmente 0.990 deletério -1.30 deletério 0.00 afecta 1.69 destabilizador  radical (194)
patogénica fungdo
- 1.000 provavelmente 0.672 deletério -2.31 deletério 0.00 afecta 1.38 destabilizador + radical
patogénica fungdo (112)
- 0.996 provavelmente 0.934 deletério -0.54 deletério 0.02 afecta 0.58 destabilizador conserv.
patogénica fungdo (24)
- 0.999 provavelmente 0.960 deletério -2.50 deletério 0.00 afecta 1.94 destabilizador conserv.
patogénica fungdo (24)
- 0.999 provavelmente 0.985 deletério -1,81 deletério 0.00 afecta 0.70 destabilizador + conserv.
patogénica fungdo (83)
0.301 benigna 0.911 deletério -0.81 deletério 0.00 afecta 0.80 destabilizador * conserv.
fungdo (56)
- 0.996 provavelmente 0.996 deletério -3.32 deletério 0.00 afecta 1.56 destabilizador radical (194)
patogénica fungdo
1.000 provavelmente 0.986 deletério -2.34 deletério 0.00 afecta 1.35 destabilizador tconserv.
patogénica fungdo (76)
0.999 provavelmente 0.988 deletério -3.05 deletério 0.00 afecta 0.12 destabilizador * radical
patogénica fungdo (112)
- 1.000 provavelmente 0.978 deletério -1.44 deletério 0.00 afecta 1.42 destabilizador + conserv.
patogénica fungdo (94)
1.000 provavelmente 0.932 deletério 0.33 ndo 0.03 afecta 1.69 destabilizador + conserv
patogénica deletério fungdo
- 1.000 provavelmente 0.662 deletério -0.70 deletério 0.02 afecta 0.50 destabilizador radical (155)
patogénica fungdo
1.000 provavelmente 0.967 deletério -2.38 deletério 0.00 afecta 0.27 destabilizador + conserv.
patogénica fungdo (98)
1.000 provavelmente 0.960 deletério -2.38 deletério 0.00 afecta 0.27 destabilizador + radical
patogénica fungdo (125)
- 0.968 provavelmente 0.825 deletério -1.45 deletério 0.01 afecta 0.13 destabilizador conserv.
patogénica fungdo (43)
1.000 provavelmente 0.904 deletério -1.80 deletério 0.00 afecta 1.73 destabilizador + conserv.
patogénica fungdo (94)
1.000 provavelmente 0.977 deletério -3.62 deletério 0.00 afecta 2.44 destabilizador radical (180)
patogénica fungdo
- 1.000 provavelmente 0.979 deletério -3.28 deletério 0.00 afecta 1.69 destabilizador radical (193)
patogénica fungdo
0.988 provavelmente 0.921 deletério -1.85 deletério 0.00 afecta 3.68 destabilizador + radical
patogénica fungdo (121)
- 1.000 provavelmente 0.971 deletério -2.67 deletério 0.00 afecta 1.66 destabilizador conserv.
patogénica fungdo (24)
- 1.000 provavelmente 0.850 deletério -3.32 deletério 0.00 afecta 0.87 destabilizador radical (204)
patogénica fungdo
0.997 provavelmente 0.997 deletério -2.49 deletério 0.00 afecta Nd Nd tconserv.
patogénica fungdo (56)
- 0.989 provavelmente 0.838 deletério -1.18 deletério 0.01 afecta Nd Nd tconserv.
patogénica fungdo (56)
- 0.983 provavelmente 0.983 deletério -2.67 deletério 0.00 afecta Nd Nd conserv.
patogénica fungdo (22)
0.006 benigna 0.107 ndo Nd Nd Nd Nd Nd Nd + radical
deletério (109)
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Com excepgao do resultado obtido pelo software PoPMuSiC para a mutagéo p.Gly63Val, pelo programa SNPs3D para

a p.Ser119Pro, e os obtidos para a p.Val692Gly pelo Polyphen-2 e PANTHER, as restantes mutagdes missense descritas

até a data como causadoras de SCA14 obtiveram, para todos os programas, resultados que corroboram a sua

patogenicidade.

Assim, considerando que as 26 mutagdes missense descritas sdo causadoras da doenga, a percentagem de resultados

falsos negativos obtidos pelo software SIFT foi de 0%, 3,8% (1/26) para os programas Polyphen-2 e PANTHER, enquanto

que o programa SNPs3D obteve 4,3% (1/23) e 0 PoPMuSIC, 4,8% (1/21).

Para comparagdo com os resultados anteriores, foi efectuada a analise das 11 mutagdes missense detectadas em

populagdes controlo ou estudos de outras patologias, i. e., a partida consideradas como nédo causadoras de SCA14 (tabela

4).

Tabela 4 - Analise bioinformatica dos 11 nsSNPs descritos no gene PRKCG, nao associados a SCA14, e previsdo da possivel

patogenicidade da PKCy mutante

Polyphen-2 PANTHER 7.0 “

Software

HumVar
(0-1)

0.938
0.005
0.000
0.004
0.513
0.052
1.000
0.974
0.322
0.115

0.542

Efeito
previsto

provavelmente
patogénica
benigna

benigna
benigna

possivelmente
patogénica
benigna

provavelmente
patogénica
provavelmente
patogénica
benigna

benigna

possivelmente
patogénica

Pdeletério
(0-1)

0.965
0.448
Nd
0.807
0.905
0.722
0.995
0.780
0.722
0.440

0.412

Efeito
previsto

deletério
ndo
deletério
nd
deletério
deletério
deletério
deletério
deletério
deletério
ndo
deletério

nao
deletério

SVM
perfil

-1.10
111
2.90

1.77

-2.46

-3.47

0.00

0.35

2.00

Nd

Efeito
previsto

deletério

nao
deletério
ndo
deletério
nao
deletério
ndo
deletério
deletério

deletério

ndo
deletério
nao
deletério
ndo
deletério
nd

Distancia

de
Grantham

(0-215)

radical (180)
conserv. (43)
conserv. (45)
conserv. (26)
radical (184)
conserv. (24)
+ radical (126)
conserv. (23)
+ conserv. (43)
+ radical (110)

+ conserv. (56)

SIFT sequence
resultado Efeito
(0-1) previsto
0.01 afecta
fungdo
0.02 ndo afecta
fungdo
1.00 ndo afecta
funcdo
0.51 ndo afecta
fungdo
0.07 ndo afecta
fungdo
0.19 ndo afecta
fungdo
0.00 afecta
fungdo
0.15 ndo afecta
fungdo
0.07 ndo afecta
fungdo
0.38 ndo afecta
fungdo
0.06 ndo afecta
fungdo

PoPMusSiCv2.1
MM G Efeito
(Kcal/mol) Previsto
0.00 neutra
0.03 neutra
0.40 neutra
Nd/nd Nd
Nd/nd Nd
Nd/nd Nd
Nd/nd Nd
Nd/nd Nd
Nd/nd Nd
Nd/nd Nd
Nd/nd Nd

Os resultados obtidos para as mutagdes p.Arg213GIn, p.Glu237Asp, p.Arg580GIn e p.Ser687Gly, identificadas em

diversos estudos populacionais de individuos controlo (NCBI dbSNP), séo coerentes entre os diversos programas

bioinformaticos, indicando que a proteina mutada resultante néo tera um efeito patogénico. O mesmo se passa para a
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mutagdo p.Lys335Arg, observada num doente SCA14, mas ausente em dois dos seus familiares afectados, e para a
mutagéo Arg659Ser, identificada em doentes com retinite pigmentosa tipo11 (RP11).

As mutagdes p.Arg141Cys, p.His415GlIn, p.Ala523Asp foram detectadas em doentes RP11, como em seus familiares
saudaveis. O impacto das mutacdes p.Arg141Cys e p.Ala523Asp na proteina foi previsto como deletério pelo conjunto de
programas utilizado. A analise bicinformatica das mutagdes p.Gly340Trp, p.His415GIn, p.Lys576Asn conduziu a resultados
contraditérios. Com excepgdo do programa PANTHER, os restantes indicaram um resultado ndo deletério (SNPs3D e
SIFT) e apenas possivelmente deletério (Polyphen-2) para a mutagdo p.Gly340Trp, 0 que sugere que possa ser um
polimorfismo. No entanto, tal ndo se pode afirmar para as mutagées p.His415GIn e p.Lys576Asn, dado que metade dos
programas indicaram um resultado patogénico, enquanto a outra metade, um efeito ndo-deletério.

De acordo com os resultados obtidos nas tabelas 3 e 4 (mutagdes causadoras de doenca vs. SNPs “ndo-SCA14”) pode
considerar-se o conjunto de programas informaticos utilizado como eficiente na previsao do efeito de mutagbes missense
no gene PRKCG.

Os resultados da andlise para as 3 novas mutagfes missense identificada (tabela 3), apesar do efeito (benigno) previsto
para a mutagao Ser107Gly pelo programa Polyphen-2, sugerem que terdo, muito provavelmente, um efeito deletério.

A analise das 28 mutagdes missense (incluindo as 3 novas mutagdes descritas) através do software ALAMUT, que
congrega em si 0s programas Human Splicing Finder (HSF), MaxEnt, NNSplice e GeneSplicer, permitiu concluir que, muito
provavelmente, as substituices nucleotidicas nao criam novos locais dadores ou aceitadores de splicing, de tal forma que
os locais originais deixem de ser os utilizados. Ou seja, ndo devera ocorrer splicing alterativo do transcrito.

A possivel activagdo ou inactivagao de sequéncias, intronicas ou exonicas, cuja fun¢éo é a de activagao (enhancers) ou
silenciamento (silencers) de locais de splicing, em consequéncia das 3 novas mutacdes, foi estudada com recurso ao
programa HSF (utilizado como software isolado). Os resultados obtidos ndo sugerem que as alteragbes nucleotidicas,

resultante das mutacdes, interfiram no mecanismo normal de splicing do transcrito.

Assim, os resultados bioinforméaticos obtidos, e a analise de segregagéo nos familiares disponiveis, sugerem que as

trés novas mutagbes missense no gene PRKCG, descritas no presente trabalho, sdo causadoras de ataxia

espinocerebelosa tipo14 nestas familias.
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4.1.1.3 Aspectos evolutivos: conservacdo dos residuos substituidos

De forma a averiguar a conservagéo dos residuos onde foram identificadas as mutagdes, foi feito o alinhamento da

PKCy humana com as diferentes isoformas de PKC humanas, e algumas das suas proteinas ortélogas, através do

programa ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/services/web_clustalw2/toolform.ebi).

As figura 17 e 18 correspondem ao alinhamento das sequéncias C1A e C1B, respectivamente, onde foram observadas

as novas missense descritas.

No alinhamento do dominio C1A da PKCy (residuos 36 ao 85) com as restantes isoformas PKC (Figura 17A) verifica-se

que o residuo His78 se apresenta conservado nas PKC convencionais e em algumas das isoformas novel.

PKCy
PKCa
PKCRI
PKCRII
PKCd
PKCe
PKCn
PKCO
PKC(
PKC{/XA

sapiens
taurus
cuniculus
norvegicus

. musculus

. melanogaster
elegans

SRR

His78

His36 l Cys85

HKFTARFFKQP-TFCSHCTDFIWG-IGKQGLQ----CQVCSFVVH--RRCHEFVTFEC
HKFIARFFKQP-TFCSHCTDFIWG-FGKQGFQ----CQVCCFVVH--KRCHEFVTFESC
HKFTARFFKQP-TFCSHCTDFIWG-FGKQGFQ----CQVCCFVVH--KRCHEFVTFSC
HKFTARFFKQP-TFCSHCTDFIWG-FGKQGFQ----CQVCCFVVH--KRCHEFVTFESC
HEFIATFFGQP-TFCSVCKDFVWG-LNKQGYK----CRQCNAAIH--KKCIDKIIGRC
HKFMATYLRQP-TYCSHCRDFIWGVIGKQGYQ----CQVCTCVVH--KRCHELIITKC
HKFMATYLRQP-TYCSHCREFIWGVEFGKQGYQ----CQVCTCVVH--KRCHHLIVTAC
HEFTATFFPQP-TFCSVCHEFVWG-LNKQGYQ----CRQCNAAIH--KKCIDKVIAKC
HPLTLKWVDSEGDPCTVSSQMELE-—---EAFRLARQCRDEGLIIHVFPSTPEQPGLPC
QLFTMKWIDEEGDPCTVSSQLELE----EAFRLYELNKDSELLIHVFPCVBERPGMPC

His78

His36 l Cys85

HKFTARFFKQPTFCSHCTDFI--—-————— W-GIGKQGLQCQVCSFVVHRRCHIZFVTFEC
HKFTARFFKQPTFCSHCTDFI-—-—-————— W-GIGKQGLQCQVCSFVVHRRCHEFVTFEC
HKFTARFFKQPTFCSHCTDFI--—-————— W-GIGKQGLQCQVCSFVVHRRCHIZFVTFEC
HKFTARFFKQPTFCSHCTDFI-—-—-————— W-GIGKQGLQCQVCSFVVHRRCHEFVTFEC
HKFTARFFKQPTFCSHCTDFI--—-————— W-GIGKQGLQCQVCSFVVHRRCHIZFVTFEC
HCFIARFFKQPTFCSHCKDFICGYQSGYAWMGFGKQGFQCQVCSYVVHKRCHIYVTFEIC
HKFIARFFKOQPTFCSHCKDFL-—-—-————— W-GITKQGFQCQVCTLVVHKRCHZFVNFAC

NP _002730.1
NP_002728.1
NP 997700
NP 002729
NP _997704.
NP 005391.
NP 006246.
NP 006248.
NP _002735.
P41743.2

W N e

NP _002730.1

NP_001159974.
NP _001075742.

NP 036760
NP _035232.1
P05130.2
P90980.2

Figura 17 - Alinhamento do dominio C1A da PKCy humana com as restantes isoformas PKC (fig.A) e proteinas ort6logas (fig.B)
em boi (Bos taurus), coelho (Oryctolagus cuniculus), ratazana (Rattus norvegicus), ratinho (Mus musculus), mosca da fruta
(Drosophila melanogaster) e nematode (Caenorhabditis elegans). A vermelho esta indicada a localizagéo e conservagédo do
residuo His78, para o qual foi detectada a mutagéo p.His78GIn neste trabalho.

O alinhamento da sequéncia de C1A da PKCy humana com a correspondente em varias proteinas ortélogas presentes

no boi, coelho, rato, ratinho, mosca da fruta e nematode (Figura 17B), permite observar que a conservagéo destas

sequéncias é superior a apresentada entre as isoformas da PKC humanas. A histidina na posi¢éo 78, apresenta 100% de

conservagdo no sub-dominio C1A da PKCy entre as espécies consideradas.
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No sub-dominio C1B, onde, neste trabalho, foram identificadas as mutagdes p.Ser107Gly e p.Cys117Ser, 0 motivo do
tipo zinc-finger é constituido pelos aminoacidos compreendidos entre as posi¢oes 100 e 150 da PKCy.

Como se pode observar no alinhamento obtido pelo software ClustalW (figura 18A), o residuo Cys117 € conservado
entre as 10 isoformas de PKC. O aminoacido serina na posi¢do 107 ndo &, no entanto, um residuo conservado nesta
familia de proteinas, estando apenas presente na PKCA. As restantes cPKC apresentam na posi¢do homéloga um residuo

de treonina (T), enquanto que as novel um residuo de asparagina (N), e as PKC atipicas, 0 aminoacido arginina (R).

Ser107 Cys117

) b

His101 Cys150
PKCy HKFRLHSYSSPTFCDHEGSLLYGLVHQGMKCSCCEMNVHRRCVRSVPSLC NP 002730.1
PKCot HKFKIHTYGSPTFCDHEGSLLYGLIHQGMKCDTCDMNVHKQCVINVPSLC NP 002728.1
PKCBT HKFKIHTYSSPTFCDHEGSLLYGLIHQGMKCDTCMMNVHKRCVMNVPSLC NP_997700
PKCRII HKFKIHTYSSPTFCDHEGSLLYGLIHQGMKCDTCMMNVHKRCVMNVPSLC NP 002729
PKCS HRFKVHNYMSPTFCDHEGSLLWGLVKQGLKCEDCGMNVHHKCREKVANLC NP 997704.1
PKCe HKFGIHNYKVPTFCDHEGSLLWGLLROGLQCKVCKMNVHRRCETNVAPNC NP 005391.1
PKCn HKFSTHNYKVPTFCDHEGSLLWGIMRQGLOCKICKMNVHIRCQANVAPNC NP 006246.2
PKCB HRFKVYNYKSPTFCEHEGTLLWGLARQGLKCDACGMNVHHRCQTKVANLC NP 006248.1
PKC{ HLFQAKRFNRRAYCGQESERIWGLARQGYRCINCKLLVHKRCHGLVPLTC NP 002735.3
PKC{/A HTFQAKRFNRRAHCATCTDRIWGLGRQGYKCINCKLLVHKKCHKLVTIEC P41743.2

Ser107 Cys117

B

His101 l l Cys150
H. sapiens HKFRLHEYSSPTFCDHEGSLLYGLVHQGMKCSCCEMNVHRRCVRSVPSLC NP 002730.1
B. taurus HKFRLHSYSSPTFCDHEGSLLYGLVHQGMKCSCCEMNVHRRCVRSVPSLC NP 001159974.1
0. cuniculus HKFRLHSYSSPTFCDHEGSLLYGLVHQGMKCSCCEMNVHRRCVRTVPSLC NP 001075742.1
R. norvegicus HKFRLHSYSSPTFCDHEGSLLYGLVHQGMKCSCCEMNVHRRCVRSVPSLC NP 036760
M. musculus HKFRLHSYSSPTFCDHEGSLLYGLVHQGMKCSCCEMNVHRRCVRSVPSLC NP 035232.1
D. melanogaster HNFEPFEYAGPTFCDHEGSLLYGIYHQGLKCSACDMNVHARCKENVPSLC P05130.2
C. elegans HKWKVQEYSSPTFCDHEGSLLYGILHQGMKCQSCDTNVHHRCVKNVPNMC P90980.2

Figura 18 - Alinhamento do dominio C1B da PKCy humana com as restantes isoformas PKC (fig.A) e proteinas ortologas (fig.B)
ortélogas em boi (Bos taurus), coelho (Oryctolagus cuniculus), ratazana (Rattus norvegicus), ratinho (Mus musculus), mosca da fruta
(Drosophila melanogaster) e nematode (Caenorhabditis elegans); na fig.B a localizagéo e conservagéo dos residuo Ser107 e Cys117,
nos quais foram detectadas as mutagdes p.Ser107Gly e p.Cys117Ser esta indicada a vermelho

Na figura18B pode observar-se o alinhamento da sequéncia do dominio C1B da PKCy humana com a correspondente
em proteinas ortdlogas em varias espécies (boi, coelho, ratazana, ratinho, mosca da fruta e nematode) verificando-se que o

residuo Cys117 é conservado entre as espécies consideradas, 0 que néo acontece com a Ser107.
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4.1.2. Mutacgoes silenciosas observadas

4.1.2.1. Descrigdo e frequéncia observada na série de doentes estudada

Na tabela seguinte encontram-se as frequéncias alélicas das 18 mutagGes silenciosas descritas até ao momento no

gene PRKCG, na série de doentes estudada.

Tabela 5 - Frequéncias alélicas dos SNPs sindénimos nos doentes estudados

Frequéncias alélicas na série de doentes estudada

- doentes com transm. AD total de doentes
- Polimorfismo Ref. SNP Freq. alélicas noutras populagdes N=108 cromossomas N=120 cromossomas
- €.72C>T/ p.Ala24Ala rs2547362 0.043¢/0.957T" 0.074C/ 0.926T 0.083C/ 0.917T
- €.207C>T/ p.Cys69Cys rs307955 0.983¢/0.017T" 0.991C/ 0.009T 0.992C/ 0.008T
- ¢.285C>T/ p.Asp95Asp rs17854523 0.994C/ 0.006T * 0.972C/ 0.028T 0.975C/ 0.025T
“ €.297C>T/p.Asn99Asn rs115666590 0.995C/ 0.005 1.000C/ 0.000T 1.000C/ 0.000T
- ¢€.567T>C/ p.Asn189Asn rs3745406 0.598A/ 0.402G * 0.606A/ 0.394G 0.617A/ 0.383G
n €.642G>A/ p.Thr214Thr rs77550964 ndo determinado 1.000G/ 0.000A 1.000G/ 0.000A
BN c897C>T/p.leu29gleu  rs114319337 0.995C/ 0.005T* 1.000C/ 0.000T 1.000C/ 0.000T
- ¢.924C>G/ p. Pro308Pro rs56387214 ndo determinado 1.000C/ 0.000A 1.000C/ 0.000A
€.1222C>A/ p.Arg408Arg  rs62637711 ndo determinado 1.000C/ 0.000A 1.000C/ 0.000A
- €.1404C>G/ p.Leud68leu  rs35079513 0.989C/0.011G * 1.000C/ 0.000G 1.000C/ 0.000G
BTN 1449G>A/ p.levds3leu  rs56184534 ndo determinado 1.000G/ 0.000A 1.000G/ 0.000A
- c.1497T>C/ p.Phe499Phe  rs2242244 0.9897/0.011C" 0.991T/ 0.009C 0.992T/ 0.008C
- ¢.1524C>A/ p.Pro508Pro rs115736276 0.995C/ 0.005A 4 1.000C/ 0.000A 1.000C/ 0.000A
- €.1722C>T/ p.Tyr574Tyr rs34616316 0.995C/ 0.005T" 1.000C/ 0.000T 1.000C/ 0.000T
- c.1794G>A/ p.Leu598Leu  rs116220749 0.995G/ 0.005A ° 1.000G/ 0.000A 1.000G/ 0.000A
- c.1836C>T/ p.Gly612Gly rs56211557 ndo determinado 1.000C/ 0.000T 1.000C/ 0.000T
- €.1941C>T/ p.Phe647Phe  rs2242243 0.950G/ 0.050A° 1.000C/ 0.000T 1.000C/ 0.000T
- €.2043G>C/ p.Val681Val rs55803951 nao determinado 1.000G/ 0.000C 1.000G/ 0.000C

Nota: As frequéncias alélicas indicadas correspondem as populagdes 1) pilot_3_CEU_exon_capture_panel, 2) pilot_3_CHB_exon_capture_panel 3)

pilot_3_CHD_exon_capture_panel, 4) pilot_3_YRI_exon_capture_panel, 5) AGI-ASP e 6) pilot_3_LWK_exon_capture_panel

Como se pode verificar na tabela, 0 SNP que apresenta maior heterozigotia € o ¢.567T>C (p.Asn189Asn),  seguindo-

se-lhe o0 ¢.72C>T (p.Ala24Ala). Ambos os alelos, tanto em ¢.567T>C (p.Asn189Asn) como em ¢.72C>T (p.Ala24Ala), séo

observados nos doentes em situagdo de heterozigotia e homozigotia. O SNP ¢.285C>T (p.Asp95Asp) foi detectado (em

heterozigotia) em 3 dos doentes indice de familias com ataxia. Cada uma das mutagdes silenciosas p.Cys69Cys e

p.Phe499Phe foi observada, em heterozigotia, em apenas um doente. Os restantes 13 SNPs apresentam homozigotia para

o alelo mais frequente.
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4.1.2.2. Andlise bioinformdtica

De forma a prever qual o efeito da substituico nucleotidica no mecanismo de splicing do transcrito, os 5 SNPs
sinénimos, que apresentaram heterozigotia na série de doentes estudada, foram analizados a nivel bicinformatico.

A variante ¢.285C>T, inicialmente descrita como patogénica, dado que a substitui¢do de uma citosina por uma timina
neste nucledtido, o ultimo do ex&o 3, poderia interferir no mecanismo de splicing, foi entretanto detectada em 18
cromossomas de 70 individuos controlo do Norte de Africa (Klebe et al., 2005), bem como em outros estudos de
sequenciacdo em varias populagbes (dbSNP, NCBI). De acordo com a andlise efectuada através do programa
bioinformatico ALAMUT, h& uma ligeira diminui¢do na forca deste local como dador de splicing. Nao obstante, tal como os
resultados obtidos para as mutagbes silenciosas p.Ala24Ala, p.Cys69Cys, p.Asn189Asn e p.Phe499Phe, a andlise
efectuada parece sugerir que, muito provavelmente, estes SNPs nao criam novos locais dadores ou aceitadores,

alternativos aos locais normais de splicing.

4.1.3. Mutagdes intrénicas identificadas

Com excepcao de 4 intrdes (4, 8, 10 e 11) que, devido a sua reduzida dimenséo, foram totalmente sequenciados, para
os restantes, foram estudadas porgdes das sequéncias (contendo entre 62 a 239pb) que flanqueiam cada um dos exdes.
Nestas regides intronicas, encontravam-se descritas 13 variantes polimérficas (12 SNPs e uma insergéo), ja descritas na
dbSNP do NCBI. Na série de doentes estudada, observou-se que 7 destas variantes eram polimérficas enquanto que as
restantes apresentavam apenas o0 alelo mais frequente. Para além destes polimorfismos, foram observadas 3 novas

variantes, 2 mutagOes pontuais e uma duplicagdo de um nucleétido, ainda ndo descritas a data deste estudo.
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4.1.3.1 - Variantes descritas anteriormente

Na tabela seguinte (tabela 6) encontram-se as frequéncias para as variantes alélicas das 13 mutagdes intrénicas,

descritas nas sequéncias estudadas no ambito deste trabalho, na série de doentes em estudo.

Tabela 6 - Frequéncias alélicas das variantes intronicas nos doentes estudados

H-.- no doentes - no tOtaI doentes
transm. AD
N=108 cromossomas N=120 cromossomas
m €.286-66A>C rs307945 0.982A/ 0.018C" 1.000A/ 0.000C 1.000A/ 0.000C
S c398-40G>A rs45459891 n3o determinado 1.000G/ 0.000A 1.000G/ 0.000A
[ c529+296>A rs73599970 n3o determinado 0.018G/ 0.982A 0.017G/ 0.983A
e c530-1121>A rs10418087 n3o determinado 1.000A/ 0.000T 1.000A/ 0.000T
m .686+14T>G rs3745405 0.345T/ 0.655G " 0.394T/ 0.606G 0.383T/0.617G
PEBN c1093-92G6>C rs41311973 0.017G/0.983C> 0.056G/ 0.944C 0.055G/ 0.950C
m €.1281+26G>T rs41303043 0.042G/ 0.958T 0.018G/ 0.982A 0.017G/ 0.983A
- €.1437-64T>C rs2242245 0.987T/0.013C"* 0.991T/0.009C 0.992T/0.008C
FEEN ci1s76-1856 rs59309543 n3o determinado 1.000G/ 0.000A 1.000G/ 0.000A
- c.1764+40_1764+41insT  rs72463754 n3o determinado 0.982-/0.018T 0.983 -/ 0.007T
T €.1765-59T>G rs45548139 0.983G/0.017T" 1.000G/ 0.000T 1.000G/ 0.000T
- ¢.1905+72G>C rs73603631 0.767G/ 0.233C*2 0.926G/ 0.074C 0.933G/ 0.067C
m ¢.1906-11G>A rs12462083 1.000G/ 0.000A * 1.000G/ 0.000A 1.000G/ 0.000A

=
—

ota: As frequéncias alélicas indicadas correspondem as populagdes 1) HapMap-CEU, 2) pilot_1_CEU_low_coverage_panel e 3) pilot_1_CEU

De todos os polimorfismos, 0 SNP ¢.686+14T>G € o que apresenta maior percentagem de heterozigotia, tendo sido
observados individuos heterozigéticos, bem como homozigéticos, para cada um dos alelos. O mesmo acontece para o SNP
¢.1905+72G>C, em que a maioria dos doentes é homozigética para o alelo mais comum, mas 4 sdo heterozigéticos, e 2
doentes apresentam homozigotia para o alelo mais raro. No caso do SNP ¢.1093-92G>C, o alelo C é observado, em
heterozigotia, em 6 doentes. Nas variantes ¢.529+29G>A, ¢.1281+26G>T e ¢.1764+40_1764+41insT foi observado, para
cada uma, o alelo menos frequente em 2 doentes, em heterozigotia. Apenas um alelo C é apresentado por um doente na

posigao c.1437-64 do genoma.
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4.1.3.2. Novas variantes

4.1.3.2.1 Descricio das trés novas variantes intréonicas identificadas e frequéncias observadas

i.c.285+38dup

No caso indice de uma das familias com ataxia foi observada, pela primeira vez, a duplicagdo de uma timina na

posigao 38, num dos alelos, na sequéncia intronica a juzante do ex&o 3 (porgéo 5° do intréo 3).

GTGCCCCCGCCCTCACCCCCTCGGCGTCCGTC GTGCCCCCGCCC TCACCCCC TCGGCGT CCGTC
GTGCCCCCGCCCTCACCCCCTCGGCGTCCGTC GTTGCCCCCGCCCTCACCCCCTCGGCGTCCGT

Figura 19 - Electroferograma representativo da sequéncia intrnica a juzante do ex&o 3 do gene PRKCG (c.285+38dup)
a esquerda, a sequéncia normal observada em 59 dos doentes estudados; a direita, observa-se a duplicagdo da timina na
posi¢do 38 da porgdo 5° do intrdo 3, num dos doentes estudados

ii.c.397+55G>A

A substituigdo de uma guanina por uma adenina, 55 nucledtidos a juzante do exao 4, foi observada no genoma do caso

indice de uma familia com ataxia, em heterozigotia. Esta é a primeira referéncia a este SNP.

CCGGGAA C C GGAG A A

Figura 20 - Electroferograma representativo da sequéncia intrénica 4 do gene PRKCG (c.397+55G>A)
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a sequéncia normal observada em 59 dos doentes estudados; a direita, pode observar-se a substituicdo da guanina por uma
adenina, 55 nucledtidos a juzante do ex&o 4, num dos casos familiares de ataxia

iii.c.1575+28C>T

A substituicdo de uma citosina, no nucleétido 28 da por¢do 5° do intrdo 14, por uma timina, foi observada em duas
familias, aparentemente nao relacionadas por parentesco. Numa das familias, a mutagdo foi também observada no irmao,

igualmente afectado pela doenga. Em todos os individuos, o novo SNP foi observado em heterozigotia (figura 24).

TCAC GCT T CACMG C T

Figura 21 - Electroferograma representativo da sequéncia intronica 14 do gene PRKCG (c.1575+28C>T)
A esquerda na figura, encontra-se a sequéncia normal observada em 58 dos doentes estudados; a direita, pode observar-se a
substituicdo de uma citosina por uma timina, 28 nucleétidos a juzante do exdo 14, em trés doentes (de duas familias com
ataxia)

As frequéncias alélicas para os dois novos SNPs e duplicacdo intrénicas observadas nos doentes estudados
encontram-se na tabela 7.

Tabela 7 - Frequéncias alélicas para as mutagdes intronicas descritas neste trabalho
Frequéncias alélicas na série de doentes estudada

n° doentes com transm. AD n° total doentes
N=108 cromossomas N=120 cromossomas
Intrédo Polimorfismo
35 €.285+38dup 0.991 -/ 0.009T 0.992 -/ 0.008T
4 5 c.397+55G>A 0.991G/ 0.009A 0.992G/ 0.008A
14 5 €.1575+28C>T 0.982C/ 0.018T 0.983C/ 0.007T

4.1.3.2.2. Analise bioinformatica das novas variantes intrénicas observadas
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A possivel patogenicidade das trés novas mutagBes intronicas foi pesquisada pela utilizacdo dos programas
bioinformaticos NNSplice, GeneSplicer, NetGene2, Spliceport € Human Splicing Finder (HSF), este ultimo contendo
também o soffware para andlise da criagio ou eliminagdo de sequéncias ESE/ ESS/ ISE e ISS.

Para as variantes ¢.285+38dup e ¢.1575+28C>T todos os programas indicam que ndo devera ocorrer qualquer
alterag&o no splicing do transcrito.

A mutagdo ¢.397+55G>A altera a sequéncia descrita CCGGGAA para CCGAGAA (figura 11) criando um local criptico
de splicing entre os exdes 4 e 5, que distam apenas 136pb. Os programas NNSplice e NetGene2 nao previram qualquer
alteragdo no mecanismo de splicing enquanto que os valores previstos pelos programas GeneSplicer e Spliceport, tanto
para o local dador original (¢.397, exdo 4) como para o aceitador (¢.398, exdo 5), sofreram uma ligeira reducdo. O novo
local aceitador passa a ter 64,4% mais probabilidade de ser reconhecido como aceitador, embora o valor continue a ser
bastante inferior (73.87) ao obtido para o local original (97.97), de acordo com o programa HSF. Desta forma, conclui-se

que, muito provavelmente, esta mutacdo nao influencia o splicing normal do transcrito.

4.2. Anilise haplotipica

Apesar da possibilidade de existirem 6,6x10'8 haplotipos possiveis para os 16 SNPs observados (8 intrénicos e 8
exonicos e, de entre estes ultimos, 3 sdo ndo-sindnimos e 5 sindnimos) no total de doentes estudado, o programa PHASE
2.1 estimou a possibilidade de existirem, somente até 52 haplétipos. Ao serem considerados apenas 0s SNPs
fenotipicamente “ndo deletérios”, foi estimado um numero maximo de 45 haplétipos, sendo as 3 mutagles associadas a
doenga, responsaveis pela possibilidade de se observarem os restantes 7 haplétipos (tabela 8). Dado que a analise pelo
programa PHASE n&o permite considerar outras mutagdes que néo as pontuais, e dado terem sido também observadas
uma inser¢do e uma duplicacdo, o numero de haplétipos possivel devera ser superior se se considerarem todas as
variantes polimérficas observadas neste estudo (18).

Quando se aplica um nimero de iteragdes 100x superior ao default do programa PHASE, o nimero de haplétipos

estimado para o total de doentes com SCA (60 elementos), casos familiares (54) e doentes com ataxia ndo-SCA14 (57), é
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muito semelhante (tabela 8). A homogeneidade na série estudada, sugerida por estes resultados, pode ser devida ao facto

de o nimero de doentes, em cada grupo, ser relativamente pequeno.

Tabela 8 - Estimativa do nimero de haplétipos obtido através do programa PHASE 2.1, para os grupos considerados e nimero
diferente de iteracdes

Doentes SNPs N° haploétipos estimado
) v 6
N° estudado Observagdes N (PHASE) 100 (PHASE) 1x10 (PHASE) 1x10
estudado iteracdes iteracoes iteragcdes
Total de doentes Intrénicos + exénicos
60 com SCA 16 (sSNPs e nsSNPs) 51 52 52
Casos de SCA Intrénicos + exénicos
54 familiar 16 (sSNPs e nsSNPs) 49 51 51
Total de doentes Intrénicos + exdnicos
60 com SCA 13 39 45 45
54 Casos (_J_e SCA 13 Intrénicos + exénicos 47 24 a4
familiar
Doentes com _ Intrénicos + exénicos
57 ataxia ndo-SCA14 16 (=13) (sSNPs e nsSNPs) 42 43 43

A sequéncia TCCCATGGTGGTTTCG corresponde ao haplotipo mais frequente, estando presente em aproximadamente

metade dos cromossomas estudados. A estrutura deste haplétipo pode ser observada na tabela 9.

Tabela 9 - Estrutura do haplétipo mais frequente estimado pelo programa PHASE, para o total de doentes estudados

C.72C>T/ p.A24A/
€.207C>T/ p.C69C
€.234C>A/ p.H78Q
€.285C>T/ p.D95D
€.319A>G/ p.S107G
€.349T>A/ p.C117S
€.397+55G>A
€.529+29G>A
¢.567T>C/ p.N189N
€.686+14T>G
€.1093-92G>C
c.1281+26G>T
€.1437-64T>C
€.1497T>C/ p.F499F
c.1575+28C>T
€.1905+72G>C

QoA 4004 4> 0 004

alelo ancestral e mais frequente T
alelo ancestral e mais frequente C
alelo A associado a doenca (descrito neste estudo)
alelo mais frequente C
alelo G associado a doencga (descrito neste estudo)
alelo A associado a doenca (descrito neste estudo)
novo SNP; alelo G (descrito neste estudo)
sem informacao
alelo ancestral A (T)
alelo ancestral C (G)
sem informacao
alelo mais frequente C
alelo ancestral G (C) mas menos frequente
alelo ancestral G (C) mas menos frequente
novo SNP; alelo T (descrito neste estudo)
alelo mais frequente G
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Para 46 dos 60 doentes, foi estimado, com elevada probabilidade (99,9-100%), o haplétipo presente em cada um dos

cromossomas. Dos restantes, em 8 doentes ha um genédtipo com 80 a 99,8% de probabilidade de ser observado.
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5. Discussao

5.1. Previsdo da patogenicidade das muta¢des missense identificadas: analise bioinformatica, conservacio e

funcido dos residuos mutados, e sua localizagio na estrutura da PKCy

A previsao do efeito na proteina PKCy nos dois conjuntos de mutagdes missense descritos no gene PRKCG (mutagdes
associadas a SCA14 versus ndo associadas) permitiu avaliar, e validar, a eficiéncia dos programas biocinformaticos
utilizados neste trabalho.

Das 26 mutagbes missense descritas até ao momento como causadoras de SCA14, apenas para uma, p.Val692Gly, o
efeito foi previsto como nao deletério. Esta mutagdo localiza-se numa posigao ndo conservada do dominio variavel V5, na
extremidade amina da proteina, apds o dominio AGC-cinase C-terminal. Este residuo ndo esta presente em nenhuma das
proteinas cinase C humanas homdlogas da PKCy, bem como na maioria das suas ortdlogas noutras espécies. Devido a
este facto, apenas para dois dos programas, Polyphen-2 e PANTHER, foi possivel obter uma previsdo quanto ao efeito
desta mutacdo. Dado que a andlise destes programas se baseou na conservacao dos residuos em sequéncias homélogas,
o resultado tera indicado, como seria de esperar, um efeito ndo patogénico.

De acordo com os resultados das experiéncias realizadas para a proteina mutante (actividade enzimatica e
concentragdo de Ca?* semelhantes as da proteina do tipo selvagem), Adachi e colaboradores (2008) propdem que nos
doentes afectados, portadores da p.Val692Gly, haja outra mutagéo responsavel pelo fenétipo SCA. Na base de dados de
SNPs da NCBI ha indicacdo que os 2 alelos deste SNP codificante (rs78437096) foram observados numa populagao
controlo, embora as frequéncias alélicas ndo estejam indicadas. No entanto, noutra populagdo controlo, de origem
norte-americana, em que foram estudados 4172 cromossomas, foi apenas observado o alelo normal (dbSNP, NCBI) e os
resultados de dois estudos funcionais sugerem um efeito patogénico para a mutacéo. Asai et al. (2008) observaram uma
actividade catalitica aumentada para a p.Val692Gly, em relacdo a proteina normal, e Seki et al. (2011) verificaram que
embora ndo induzissem a formag&o de agregados, estas proteinas mutantes causavam toxicidade celular.

Assim, com excepgado desta mutagdo, que é a que mais suscita dividas quanto ao facto de ser causadora de SCA14,

para as restantes, a previsdo do efeito pelos programas utilizados revelou ser coerente quanto a um efeito deletério.
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No grupo das mutag¢des nédo associadas a SCA14, 4 dos 6 SNPs observados em estudos de genotipagem de vérias
populagdes controlo (dbSNPs, NCBI), o SNP identificado numa familia com SCA14 por Koht e colaboradores (2011) e uma
das quatro mutacbes observadas em familias RP11 (Al-Maghtheh et al., 1998), obtiveram resultados inequivocos, e
congruentes entre os diferentes programas, quanto a um efeito nao patogénico.

Trés mutagbes obtiveram, no entanto, resultados ndo coerentes entre os varios programas, embora para uma
(p.Gly340Trp), observada numa populagéo controlo, seja possivel colocar a hipétese de o seu efeito ndo ser deletério. Os
resultados incongruentes obtidos para as outras duas mutagdes (p.His415GIn e p.Lys576Asn) ndo permitem concluir
quanto ao seu efeito. Para as mutagdes p.Arg141Cys e p.Ala523Glu, detectadas em familias RP11, tanto em doentes como
em familiares saudaveis, foi previsto um impacto deletério na proteina por todos os programas. Tal sugere a necessidade
de realizar outros estudos, de forma a esclarecer quanto a patogenicidade destas mutagdes.

Dado a SCA14 ser uma doenca rara, de inicio tardio e penetrancia incompleta, foi inicialmente colocada a hipétese de
alguma das mutagdes missense deste grupo de SNPs poder ter um efeito deletério e causar SCA14. No entanto, tal como

esperado, a maioria destas “mutagdes ndo-SCA14” devera corresponder a polimorfismos.

Assim, ap6s validagao da eficacia dos programas bioinformaticos utilizados nestes dois grupos de SNPS, os resultados
obtidos para as trés novas mutagdes missense do gene PRKCG (c.234C>A/ p.His78GIn, ¢.319A>G/ p.Ser107Gly,
.349T>A/ p.Cys117Ser) identificadas neste trabalho, sugerem que estas sdo, muito provavelmente, patogénicas, e a

causa da ataxia espinocerebelosa observada nos individuos portadores.

A analise bioinformatica de novas mutagbes missense, no caso do gene PRKCG, recorrendo a combinagdo de
programas utilizado, devera conduzir a uma previsdo fiavel quanto a sua patogenicidade. Esta necessidade é
especialmente importante aquando da detec¢do de uma mutacdo missense no dmbito de um teste de diagndstico,
sobretudo quando o nsSNP ndo se encontra descrito e ndo puder ser efectuado um estudo de segregagao familiar da
doenga e mutagéo, ou quando o resultado deste estudo for inconclusivo.

Outra forma de averiguar quanto a patogenicidade das novas mutagdes seria a realizagdo de estudos funcionais, e

populacionais (de uma amostra controlo representativa da populagdo), ambos morosos. Assim, podera, recorrer-se ao

68



conjunto de programas bioinforméticos utilizado, para previsdo do efeito da mutagéo, de forma a dar ao doente uma
resposta ndo so rapida mas, sobretudo, fiavel.

Para além da analise bioinformatica, podera ser Util localizar o residuo na estrutura e observar a sua conservagdo em
proteinas homélogas, averiguar o dominio funcional a que pertence e se esta localizado em alguma sequéncia com
significado funcional.

No caso da mutagdo p.Ser107Gly, dos cinco programas, apenas o algoritmo utilizado pelo soffware Polyphen-2 néo
sugere um efeito patogénico. Este resultado dever-se-&, muito provavelmente, & conservagao do residuo de serina nesta
posicao da proteina apenas entre as PKCy de mamiferos, ndo sendo observado nas restantes proteinas ortologas e nas
outras isoformas de PKC humanas. No entanto, em vez de ser apenas considerado um residuo ndo conservado
evolutivamente, este facto pode indicar uma especificidade da PKCy nos mamiferos como talvez, por exemplo, a sua
localizagdo numa das sequéncias de consenso do dominio C1B de ligacdo as proteinas 14-3-3¢. Esta mutacéo &, até ao

momento, e tal como referido anteriormente, a Unica mutagéo identificada nestas sequéncias consenso.

N&o sé a mutacédo p.Ser107Gly, mas todas as restantes mutagdes observadas no gene PRKCG, muito provavelmente
causadoras de SCA14, se localizam em locais estrutural e/ou funcionalmente importantes para a proteina.

A maioria das mutagdes descritas localiza-se no dominio regulador da proteina (83,9% ou 26 do total de 31) e, neste,
apenas no dominio C1 (6 mutages em C1A e 19 em C1B) e na regido do pseudo-substrato (1 mutacdo). No dominio
cinase C3, AGC-cinase C-terminal e regido varidvel V5, encontram-se descritas as restantes 5 mutag6es no gene PRKCG,
associadas a SCA14.

Ao observar a sequéncia dos dominios homélogos C1A e C1B verifica-se que 21 dos 50 residuos que os constituem
s&o conservados (figura 15). Dos 14 residuos em que se localizam as 19 mutagdes de C1B, 11 podem ser observados na
mesma posi¢do no dominio C1A, e 4 das 6 mutagbes de C1A localizam-se em residuos conservados nos 2 dominios.
Cerca de metade das mutagdes observadas nos dois dominios homélogos C1 (12 de 25) localiza-se nos residuos de His e

Cys conservados dos motivos Zn-finger.
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Sub-dominio C1A

HKFTARFFKQPTFCSHCTDFIWGIGKQGLQCQVCSFVVHRRCHEFVTFEC

Lo L l

p.Arg41Pro p.Cys49Tyr p.Gly63Vval p.Cys66Tyr p.Cys77Ser

p.His78GIn

Sub-dominio C1B

() 000000 0000 & 00000000 o o 00000000
HKFREHSYSSHTFCDHCGSLLYGLVHQGMKCSCCEMNVHRRCVRSVPASLC

l U .

p-His101Gln p.Cys114Tyr b.Ser119Phe| p-GIN127Arg| p.Cys131Arg 0.His139GIn b.Cys150Phe
p.His101Tyr p. Ser119Pro p.Cys131Tyr
p.dellys100-His101
v JV
p.His116Pro | p.Gly118Asp p.Gly128Asp p.Val138Glu
v
p.Gly123Arg
JV v p.Gly123Glu
p.Ser107Gly p.Cys117Ser

Figura 22 - Localizagao das mutagdes descritas até ao momento nos sub-dominios C1A (residuos 36-85) e C1B
(aminoacidos 101-150) da PKCy, responsaveis pela SCA14

As mutagdes identificadas no presente trabalho estdo assinaladas a vermelho. A cinzento encontram-se indicadas as Cys e
His que constituem o local 1 de coordenagéo do zinco, a azul, os residuos que coordenam o segundo &tomo de zinco, e a
amarelo os residuos essenciais a estrutura do local de ligagdo do PE/DAG. Os residuos a verde estabelecem a ligagdo aos
PE. As duas caixas indicam os motivos de consenso para ligagdo as proteinas 14-3-3 no sub-dominio C1B. Os fosfolipidos
da membrana deverdo interactuar com os residuos assinalados com um circulo cinzento.

O dominio C1A da PKCy, como motivo Zn-finger, possui residuos responsaveis pela coordenagdo de dois atomos de

Zn2+; os residuos His36, Cys66, Cys69 e Cys85 coordenam um dos atomos, enquanto que os residuos Cys49, Cys52,

His74 e Cys77 fazem a coordenag&o do segundo (Figura 15). Em C1A foram observadas mutacées em 3 dos 8 possiveis

residuos His e Cys dos nucleos de coordenagéo do zinco (Cys nas posigdes 49, 66 e 77).

Quanto a mutagéo identificada no sub-dominio C1A, p.His78Gln, verifica-se que o residuo His78 da proteina, assim

como o de Cys77 envolvido na coordenacdo do Zn#, se localizam numa hélice a, como se pode observar na estrutura

3D deste dominio (Figura 20). Embora a distancia de Grantham indique que a substitui¢do da histidina (aminoacido polar



basico) pela glutamina (aminoacido polar neutro) seja conservada, o programa PoPMuSiC prevé que esta seja
destabilizadora para o dominio C1A (tabela 3). Tal pode ter como consequéncia, a alteragao da conformacéo da hélice e

comprometer, assim, esta estrutura de coordenacao dos atomos de Zn2*,

Figura 23 - Estrutura 3D da PDB id 2e73 (bem como do sub-dominio

C1A da PKCy).

Na figura encontra-se assinalada a hélice a €, nesta, a localizagao do
His78 residuo His78. Os circulos a azul correspondem aos atomos de Zn2*,

coordenados na estrutura. (Figura adaptada de PDBsum, Protein

Data Bank)

No dominio C1B da PKCy os residuos His101, Cys131, Cys134 e Cys150 coordenam um dos atomos de Zn2,
enquanto que os aminoacidos Cys114, Cys117, His139 e Cys142 sdo responsaveis pela coordenagdo do outro atomo.
Com excepgado da Cys150, as restantes Cys e His parecem ser essenciais para a alta afinidade da ligagdo da PKCy aos
PE (e DAG) (Xu et al, 1997). Estes residuos parecem, de facto, desempenhar um papel importante para o
funcionamento normal da PKCy, pois estdo, até agora, descritas 9 mutagbes em 6 destes 8 aminoacidos: p.Cys117Ser,
identificada no presente estudo; p.His101GIn, p.His101Tyr e p.Lys100-His101del; p.Cys114Ser; p.Cys131Arg e
p.Cys131Tyr; p.His139GIn e p.Cys150Phe. As mutacdes p.Cys114Tyr e p.Cys131Tyr em C1B deveréo ser equivalentes
em termos de localizagao no Zinc-finger, respectivamente, as mutagdes p.Cys49Tyr e p.Cys77Ser em C1A.

O residuo Cys117, onde foi identificada uma das mutagbes no presente estudo, p.Cys117Ser, devera ser, entéo,
essencial para a estrutura de um dos nlcleos de coordenagdo do zinco em C1B. De acordo com a distancia de
Grantham entre a cisteina e a serina, a substituicdo entre estes aminoacidos é considerada moderadamente radical, e o
efeito no dominio C1B, destabilizador, como previsto pelo software PoPMuSiC (tabela 3). Assim, a mutagao p.Cys117Ser
poderd alterar a conformacéo da estrutura de um dos nucleos de coordenagéo do zinco, no dominio C1B (figura 21).
Muito provavelmente, a mutagao descrita no residuo adjancente His116 devera, também, influenciar a ligagdo do atomo

de zinco neste nucleo de coordenagao.
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Gly123

Ser119 Ser107
Gly118 GIn127
Gly128
Val138

His116

Figura 24 - Estrutura do dominio C1B da PKCy

(adaptado de Xu et al., 1997). A posicao dos residuos de cisteina (C) e histidina (H) (a amarelo) que coordenam os 2 atomos de
zinco (circulos a vermelho) esta assinalada. Os residuos de ligagdo ao DAG estdo indicados a amarelo na sequéncia, e 0s
aminodacidos envolvidos na interacgdo com a membrana, a azul.A localizagdo dos residuos Ser107 e Cys117 esta indicada na
estrutura, a vermelho. A localizagao dos residuos onde se encontram descritas as restantes mutagdes esta assinalada na estrutura
em C1B, embora numa caixa a vermelho se encontrem os residuos envolvidos na coordenagéo do zinco.

Segundo Kazanietz et al., (1995) os aminoacidos Phe103, Leu120, Met129, Met136 e Val138 contribuem para o
caracter hidrofébico do nucleo do Zinc-finger e folding do dominio C1B. De facto, a fenilalanina e a valina encontram-se,
também, nas posi¢des homélogas em C1A, respectivamente Phe38 e Val72. Quanto aos residuos Leu120, Met129 e
Met136, embora nao conservados em C1A, nas posi¢des homologas podem encontrar-se aminoacidos neutros nao-
polares, ou seja, possuindo as mesmas caracteristicas. Este facto sugere, igualmente, que estes residuos desempenhem
a mesma fungéo nos dois dominios. De entre estes residuos, esta descrita uma mutagéo no dominio C1B, na valina da

posicdo 138 da PKCy (p.Val138Gly).

Dois loops em C1B (residuos 106-114 e 123-129) estdo envolvidos na estrutura do “bolso de ligagdo” ao DAG

embora apenas 7 destes residuos estabelegam interacgbes intramoleculares que permitem a formagdo e manutengdo
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desta estrutura (Xu et al., 1997; Hritz et al., 2004). Destes, 3 sdo conservados em C1A e C1B: a treonina nas posigoes 47
e 112, a glutamina 62 e 127 e a glicina nas posi¢des 63 de C1A e 128 de C1B. De facto, estdo descritas mutagdes nas
Gly63 e 128 que ocupam posi¢des homologas nos dois dominios C1, bem como na GIn127. Apesar dos restantes 4
aminodacidos de C1B n&do serem conservados em C1A, apresentam caracteristicas semelhantes. Assim, pode colocar-se
a hipétese de a mutagéo na Arg41 estar também implicada na manutencéo da estrutura do local de ligagdo aoc DAG no
sub-dominio C1A, tal como acontece com o aminoacido na posicdo homdloga em C1B (His106). Embora n&o
responsaveis pelo estabelecimento de interagbes intramoleculares, os residuos Ser107 e Cys114 onde foram,

igualmente, identificadas mutagdes neste estudo, pertencem também a um dos loops acima referidos.

Novamente, ao considerar os 6 aminoacidos envolvidos na interacgdo com o DAG verifica-se que 4 s&o conservados
entre os dois dominios (Pro46 e 111, Thrd7 e 112, Phe48 e 113, Gly58 e 123) e os outros dois apresentam
caracteristicas semelhantes aos do seu homologo no outro dominio (lle56 e Leu121, Trp57 e Tyr122). Nestes 6 residuos
de ligagdo ao DAG, estéo descritas duas mutagdes no residuo Gly123, p.Gly123Asp e p.Gly123Glu.

Embora ndo localizados em nenhuma das sequéncias ou motivos acima referidos, os residuos Gly118 e Ser119
parecem desempenhar uma fung¢do importante quanto ao enrolamento e estrutura do dominio C1B, de acordo com o
padrdo dos residuos que interactuam com os fosfolipidos da membrana, como se pode verificar na figura 21. Nestes 2

residuos estdo descritas 3 das mutagdes observadas em C1B.

A conservacdo da sequéncia dos dominios C1 e a localizagdo das mutagdes em C1A e C1B estdo em acordo com a
hipdtese de estes dominios serem redundantes, ambos essenciais para a ligagao ao DAG e, consequentemente, para a
activagao da proteina. No entanto, a maioria das mutagdes localizam-se em C1B. Talvez a ligacdo deste dominio ao

DAG permita a PKCy adquirir a conformagédo final, activa

Quanto as mutagdes nos restantes dominios, na pequena sequéncia consenso de 13 aminoacidos que constitui o
dominio do pseudosubstrato foi descrita a mutagéo p.Arg21Lys, que se localiza préximo do residuo Ala24, Unico residuo

diferente entre esta sequéncia e a do substrato. A integridade desta sequéncia permite que, ap6s processamento pds-
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traducional por fosforilagao, esta se ligue ao dominio catalitico da enzima, inibindo a actividade da enzima, na auséncia

de agonistas, ou seja, é essencial para a correcta regulagdo da proteina.

No dominio catalitico foram observadas 5 das 31 mutagdes descritas, duas no nucleo catalitico C3 (p.Gly360Ser e
p.Ser361Gly), uma no dominio AGC-cinase C-terminal (p.Phe643Leu), e duas muta¢des no dominio variavel V5
(p.Val692Gly e p.Met6971le_ex13).

Ambas as mutages em C3 localizam-se no padrdo conservado GlyXGlyXXGly, do aminoacido 358 ao 363, cuja
funcéo ¢ a ligagao do ATP. A mutagéo p.Gly360Ser envolve uma das glicinas conservadas neste padrao, enquanto que o
residuo de serina na posigdo 361 pode corresponder a qualquer aminoacido. Nao obstante este facto, o residuo de
serina é muito conservado entre as isoformas PKC. Este dominio permite, também, a ligagdo do co-chaperone Cdc37.

Por sua vez, a mutagio p.Phe643Leu localiza-se entre duas regides muito conservadas do dominio AGC-cinase
C-ter, a sequéncia ProXXPro (aminoacidos 630-633), essencial a formagdo do gancho molecular com o nicleo catalitico,
e a Thr655, sujeita a fosforilagdo no tfurn-motif. Neste dominio C-terminal das diferentes isoformas PKC, para além
destes motivos e do motivo hidrofébico, existem numerosos locais de interacg@o com outras proteinas (Steinberg, 2008).
Ou seja, esta mutagao podera encontrar-se numa sequéncia cuja fungéo ainda esteja por determinar na PKCy.

Por fim, na regido variavel V5 encontram-se descritas as mutagdes p.Val692Gly e p.Met6971le_ ex13. A possivel
patogenicidade da primeira é discutivel, como foi ja abordado. A mutagdo p.Met697Ile_ ex13 envolve a perda do cod&o

stop e incorporagao de 13 novos residuos na extremidade carboxilo da proteina.

Em conclusdo, as mutagbes descritas parecem localizar-se em sequéncias essenciais para a proteina. Estas
mutagdes podem conduzir a alteragdo em sequéncias de reconhecimento ou interacgdo com outros 4tomos ou moléculas

e/ou na estrutura (enrolamento ou folding) de um dado dominio, ou mesmo, da proteina.

Assim, um teste de diagndstico de SCA14 devera iniciar-se pelo rastreio de mutagdes na sequéncia correspondente

ao dominio C1 (exdes 1 a 5). Em seguida, poderéo ser estudadas sequéncias tais como 0 pseudo-substrato (exdo 1), a

sequéncia rica em glicinas localizadas em C3 (ex&o 10), e o dominio AGC-Cinase C-terminal, que contém o HM, 0 TM e

74



a sequéncia de prolinas (exdo 18). Por fim, e dado que na proteina existem outros motivos conservados, deverdo ser
estudados os restantes exdes do gene PRKCG.

5.2. Relacdo genétipo-fenoétipo

Quanto aos doentes portadores das mutagdes observadas neste trabalho, localizadas no dominio C1 (p.His78GIn,
p.Ser107Gly e p.Cys117Ser), verifica-se que apresentam, exclusivamente, sintomas cerebelosos. Quando a idade média
de inicio da doenca, pode considerar-se que as apresentadas para os individuos portadores das mutagdes p.His78GIn e
p.Ser107Gly s&do comparaveis (aproximadamente 50 anos), enquanto que a apresentada pelo doente, portador da
mutacao p.Cys117Ser, é uma das mais tardias entre os doentes SCA14 descritos. Até ao momento, apenas doentes com
as mutacdes p.Cys66Tyr e p.Ser119Pro na proteina PKCy, apresentam idades de inicio de 66 e 70 anos,
respectivamente. E interessante verificar que a mutagdo homéloga de p.Cys66Tyr no dominio C1B, p.Cys131Tyr, conduz
a um inicio mais precoce da doenca, aos 18 e 50 anos, para os dois doentes afectados. No entanto, ndo é possivel
comparar os fenétipos dado que néo se encontra disponivel o quadro clinico e histéria familiar para o doente portador da

mutacdo p.Cys66Tyr.

Mutagdes no mesmo residuo, ou a mesma mutagdo em diferentes familias, podem provocar diferentes quadros
clinicos (Chen et al., 2011). N&o obstante, sera feita uma tentativa para relacionar os gendtipos dos doentes aos
fendtipos por eles apresentado.

Como exposto no ponto anterior, as mutagdes no gene PRKCG nao se distribuem, de forma homogénea, por todo o
gene. Ao analisar o quadro clinico dos doentes portadores das diferentes mutagdes descritas (tabela 11, no capitulo
“Anexos”), parece haver uma correspondéncia entre a localizagdo das diferentes mutagdes e os sintomas apresentados,

sendo possivel definir 4 grupos:
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A) Mutagdes na regido do pseudo-substrato (1 mutagdo)

Embora n&o tenha sido apresentada a descrigao clinica da mutagéo p.Arg21Lys, na regido do pseudo-substrato, o
doente analisado aos 15 anos, teria tido inicio dos sintomas aos 5, 0 que poderd indicar um quadro clinico grave da
doenga (Rentschler, 2010).

B) Mutagdes nos residuos envolvidos na coordenagao directa dos atomos de zinco, nos dominios C1 (14 no total)

Em C1A os residuos sdo a Cys49, Cys66, Cys77 e a His78 e, em C1B, a His101, Cys114, His116, Cys117, Cys131,
His139 e Cys150.

Os doentes portadores de mutagdes nestes residuos apresentam sindrome cerebeloso (ataxia, disartria e, nalguns
casos, alteragdo dos movimentos oculares e dismetria) e, raramente, tremor. A apresentagéo de outros sintomas é rara.
O intervalo da idade de inicio da doenga varia entre a infancia e os 70 anos.

C) Mutagdes nos residuos responsaveis pela geometria do local de ligagdo ao DAG, e interaccdo com este
activador, bem como noutros residuos envolvidos na geometria geral dos dominios C1 (13 no total)

Os residuos correspondentes em C1A s&o a Arg41 e Gly63 e, no dominio C1B, a Ser107, Cys114, His116, Gly118,
Ser119, Gly123, GIn127, Gly128, e Val138. Considerando os doentes com mutacdes nestes residuos verifica-se que
apresentam um quadro clinico mais heterogéneo que o do grupo anterior. No entanto, € interessante verificar que a
excepcdo do residuo Arg41 em C1A, mutagBes nos restantes conduzem ao aparecimento de um ou mais sintomas
extrapiramidais (tremor, mioclonia, distonia e epilepsia). A mioclonia esta presente em alguns doentes apresentando as
mutagdes p.Gly118Asp, p.Gly123Glu, p.GIn127Arg e p.Val138Glu, em residuos importantes em C1B para a estrutura do
local de ligagéo ao DAG, bem como na interacg&o directa com este composto. O mesmo acontece em relagdo a distonia,
associada a mutagdes em Gly118, e nos residuos de glicina homédlogos, nas posi¢des 63 e 128, em C1A e C1B,
respectivamente. A presenca de um défice cognitivo esta igualmente associada a mutagdes em alguns destes residuos,
Cys114, Ser119, Gly123 e Gly128.

A mutagéo p.Ser107Gly € a Unica descrita até ao momento nos residuos de ligagdo as proteinas 14-3-3¢. No entanto,
o fenétipo apresentado é semelhantes ao apresentado por algumas das mutagao neste grupo, que também néo causam

sintomas extrapiramidais e/ou diminuicéo cognitiva.
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Embora se possa dividir os residuos dos sub-dominios C1A e C1B por localizagdo/fungédo, a nivel fenotipico os
resultados ndo parecem ser muito diferentes. No entanto, alteracdes mais drasticas na estrutura geral do dominio ou do
do local do DAG, ou substituicio dos residuos envolvidos na ligagéo a este composto, podem, talvez, conduzir a uma
menor capacidade de fosforilagdo da proteina mutante (por incapacidade parcial ou total de ligacdo ao DAG) elou a
sobrecarga mais rapida dos sistemas proteoliticos da célula. Desta forma, outros sistemas extracerebelosos podem ser
afectados, observando-se nos doentes sintomas como a distonia, mioclonia, diminuigdo cognitiva, entre outros.

D) Mutagdes descritas no dominio catalitico (5 mutagdes)

Os doentes portadores destas mutagdes apresentam ataxia e disartria, e, em alguns casos, tremor. O intervalo de
idades para inicio de idades varia entre a infancia e os 60 anos. Mutagdes em alguns residuos conduzem a apresentagéo
de sintomas extrapiramidais, como é o caso do residuo conservado Gly360 (tremor e fasciculagdes), Phe643 (tremor,
miocimia facial e défice cognitivo) e Met697 (mioclonia). Talvez ndo seja possivel considerar a mioclonia causada pela
mutacao p.Met697lle_ ex13 dado ter sido observada num doente que apresentava esta mutagcdo em homozigotia, com
um fendtipo considerado grave. Os pais deste individuo sao portadores assintomaticos e a doenga manifestou-se na ave,

que apresenta a mutagao em heterozigotia, aos 60 anos de idade (Asai et al., 2009).

Pode colocar-se a hipotese de que o efeito de uma dada mutagao é tanto mais patogénico, quanto maior o nimero de
sistemas extra-cerebelosos afectados, e logo mais diversos os sintomas apresentados, bem como a idade de inicio da

doenga.

5.3. Hipéteses sobre os mecanismos patogénicos das novas mutagdes missense identificadas

Ao gancho formado entre o0 dominio AGC-cinase C-ter e o nucleo catalitico da PKCy, recém-sintetizada, ligam-se os
chaperones Hsp90 e Cdc37 (Newton, 2009); como o pseudo-substrato se encontra exposto, permite o0 acesso da PDK1
ao local de fosforilagdo do activation loop (Gao et al, 2001). Sabe-se que a inibicdo farmacolégica da Hsp90 conduz a

destabilizagdo e a degradagéo, pela via ubquitina-proteassoma, das suas proteinas “cliente” (Gould et al., 2009; Whitesell
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& Lindquist, 2005; Kamal et al., 2004) e que mutagdes nas duas prolinas na sequéncia ProXXPro ou na Tyr na posi¢éo
460, impedem a fosforilagéo e a actividade da PKC (Gould et al., 2009).

Assim, poderdo as mutagdes num dos sub-dominios C1, alterar a estrutura da PKCy recém-sintetizada de tal forma
que seja impossivel a ligacdo ou dos chaperones Hsp90 e Cdc37? Sem ligagao aos chaperones a PKCy seria, muito
provavelmente, sujeita a degradacao, pela via UPS. No entanto, este sistema pode n&o ser suficiente para remover estas

proteinas recém-sintetizadas, com enrolamento incorrecto.

Segundo Seki et al (2005), as proteinas mutantes C1 néo fosforiladas (no activation loop, TM e HM) formam
agregados massivos no citoplasma das células, insolUveis, que deverao ser degradados pelos sistemas de autofagia
(lisosomal) e UPS (Seki et al., 2007; Yamamoto et al., 2010). Outros autores, no entanto, ndo observam a formagéo
destes agregados (Verbeek et al., 2005, 2008) e Doran e colaboradores (2008) afirmam que os agregados massivos se
devem a sobre-expressao das proteinas mutantes, a um nivel superior ao endogeno.

Seki et al, 2005, verificaram, igualmente, que proteinas contendo as mutagbes p.His101GIn p.Gly118Asp,
p.Ser119Pro, p.Ser119Phe, p.GIn127Arg e p.Gly128Asp eram também suijeitas a fosforilagdo no activation loop, TM e
HM, embora a niveis inferiores aos apresentados pelas proteinas normais. Ou seja, uma fracgéo das proteinas mutantes,
podera completar o processamento pos-traducional. Assim, para algumas proteinas devera ocorrer ligagdo dos
chaperones Hsp90, Cdc37, possibilitando a fosforilagdo pela PDK1 e, posteriormente, a ligagdo do complexo mTORC2.
De facto, a Hsp90, tem como func&o facilitar o enrolamento das suas proteinas “cliente”, como € o caso das proteinas
cinase, regulando o controlo de qualidade e o seu turnover de forma a manter a homeostasia (Hartl & Hayer-Hartl, 2002;
Whitesell & Lindquist, 2005; Caplan, et al., 2007; Gould et al., 2009).

Foi demonstrado que o stress oxidativo pode conduzir a activagdo da PKCy, devido ao estabelecimento de ligagdes
dissulfureto entre as cisteinas que coordenam os atomos de zinco, nos dominios C1A e C1B. Esta alteragéo leva a que a
PKCy adquira uma conformagdo aberta, com translocagdo para a membrana, ligando-se ao DAG e tornando-se
cataliticamente activa (Lin et al., 2007).

Mutacdes que impedem a capacidade de ligagdo dos ides zinco estdo previstas conduzir a uma alteragdo na
estrutura do dominio C1B, aproximando-a da estrutura apresentada sob stress oxidativo (Doran et al., 2008); modelos

das estruturas do dominio C1B contendo as mutagdes p.His101Tyr, p.Ser119Pro e p.Gly128Asp revelaram disrupgéo
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dos Zn-fingers e colapso do local de ligagdo do DAG/PE, de forma a que os autores colocaram a hipétese de a gravidade
dos efeitos das mutagdes estar relacionada com a extensdo da perda da estrutura de C1B (Lin et al., 2007). Da mesma
forma, por estudos de FRET, Verbeek et al. (2008) verificaram que ha altera¢éo da conformagdo da PKCy contendo as
mutacdes p.Gly118Asp, p.Val138Glu e p.Cys142Ser, para uma conformagdo muito provavelmente aberta. Estas
proteinas, contendo mutaces em C1B, apresentam uma taxa de translocagdo superior a da proteina normal. No
entanto, a transfeccdo de, apenas, os dominios C1B contendo as mesmas mutagdes, ndo conduz a sua translocagéo
para a membrana (Verbeek et al. 2008). Tal apoia a hipotese de os dominios C1A e C1B serem, de facto, redundantes,
tal como sugerido por alguns autores (Verbeek et al., 2008; Adachi et al., 2008).

Numa proteina normal, apds processamento pos-traducional, por fosforilagdo, o pseudo-substrato passa a ocupar o
dominio catalitico. No entanto a alteragdo do sub-dominio C1A ou C1B (consoante a localizagdo da mutagéo) faz com
que a proteina passe a apresentar uma conformagao aberta e ocorra translocacdo para a membrana sem necessidade
de sinalizacdo pelos mensageiros secundarios. A ligacdo da proteina a membrana dever-se-a efectuar através do outro
dominio C1, cuja estrutura ndo tera sido afectada mas, a ndo ligagdo ao DAG do dominio mutado, leva a que a
conformacao final da enzima ndo seja activa. A translocagéo constitutiva das proteinas mutantes devera dificultar a
ligacdo ao DAG por parte da proteina normal.

De acordo com Adachi et al., 2008, os mutantes C1 possuem um tempo superior junto @ membrana, face ao
observado para a proteina normal, mas um tempo de retencdo menor na membrana plasmatica. Este facto, para além de
poder estar relacionado com a concentragdo de calcio (Adachi et al., 2008), talvez também possa dever-se a dificuldade
ou mesmo impossibilidade de, devido a sua conformagéo alterada, se ligarem ao DAG. Esta localiza¢do prolongada junto
a membrana podera levar ao seu sequestro em endossomas primarios, tal como observado por Doran, em vesiculas dot-
like. Apesar de Seki et al. (2005) terem também observado estas vesiculas, ndo conseguiram associa-las a marcadores
do endossoma, lisosoma ou complexo de Golgi. No entanto, para alguns mutantes observaram um fenémeno que apoia
a hipbétese da formagéo de endossomas. Por re-translocagdo, algumas proteinas retornam ao citoplasma formando
agregados dot-like.

Assim, tal como constatado por Adachi e Verbeek e previsto por Doran, a actividade catalitica dos mutantes

diminuiria. Ndo s6 pode haver menor quantidade de proteina, como observado para as proteinas mutantes p.His101GIn
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(Alonso et al., 2005) e p.Cys150Phe (Verbeek et al., 2005), como a que se encontra funcional, pode ter adquirido uma
conformagao em que a actividade catalitica € menor, ou mesmo, nula.

A haploinsuficiéncia da proteina pode, entdo, conduzir & alteragdo na homeostasia do calcio, menor resposta ao
stress oxidativo e desregulagao de todos os processos de transdugéo de sinal em que a PKCy possa estar envolvida. No
entanto, ao considerar os ratinhos KO para o gene PRKCG, e o seu fendtipo menos grave que o apresentado pelos
doentes SCA14, pode considerar-se que para além da inexisténcia da proteina, responsavel pela apresentagdo de
alguns sintomas, nos doentes, devera haver algum mecanismo patogénico adicional.

Assim, e como sugerido por Yamamoto e colaboradores, em 2010, devido a sua sobrecarga, pode ocorrer
comprometimento dos sistemas de protedlise da célula a partir de dada altura, o que esta de acordo com o facto de a
SCA14 ser uma doenga de inicio tardio. Idades de inicio da doenca, bem como sintomatologia, diferentes para a mesma
mutacdo podem estar relacionadas com diferentes capacidades do sistema proteolitico do individuo lidar com a
sobrecarga de moléculas, neste caso, proteinas.

A favor desta hipétese encontra-se o facto da patogénese de muitas outras doengas neurolégicas de inicio tardio se
dever a sobrecarga das vias proteoliticas (sistemas ubiquitina-proteassoma e autofagossoma-lisossoma) ou defeitos em
componentes destas vias (Mittal & Ganesh, 2010).

Portanto, para os mutantes em C1, como é o caso de duas das mutacdes identificadas neste trabalho, p.His78GIn e
p.Cys117Ser, propde-se que o conjunto de mecanismos acima descrito seja responsavel pela SCA14, ou seja, possivel
formagé&o de agregados (massivos ou do tipo dot-like) com sobrecarga dos sistemas proteolitico, stress do RE. A menor
quantidade de proteina funcional teria, como consequéncia, desregula¢do das vias de sinaliza¢do da proteina, alteragéo
na homeostasia do calcio e incapacidade de lidar com o stress oxidativo.

Quanto a mutagéo p.Ser107Gly, identificada neste trabalho e também localizada em C1, mas desempenhando uma
fung@o de ligagdo as proteinas de scaffold 14-3-3¢, poderao, talvez, suceder uma de duas situagdes. Se ndo alterar a
estrutura do dominio e impedir apenas a ligagéo as proteinas 14-3-3¢, a sua activagao passa a ser constitutiva, assim
como a fosforilagdo. No entanto, o programa PoPMuSiC indica que, muito provavelmente, é uma mutagdo
destabilizadora do dominio C1 e assim devera apresentar os mesmos mecanismos patogénicos que os restantes

mutantes C1.
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A localizagdo das mutagdes em C1 e a proposta de um possivel mecanismo patogénico faz com que se concorde
com a afirmagdo de Verbeek et al (2008) para as mutacdes em C1B estudadas (p.Gly118Asp, p.Val138Glu e

p.Cys142Ser), de que parecem afectar a activagdo da PKCy por vias diferentes, embora com resultados semelhantes.

A mutag&o p.Arg21Lys é a unica descrita na regido do pseudosubstrato. Dado ter sido reportada recentemente néo
ha qualquer estudo funcional desta mutagéo (Rentschler, 2010).

Sabe-se que mutagdes nesta regido ddo origem a uma enzima cataliticamente constitutiva, in vitro. Na célula é
provavel que o efeito seja 0 mesmo. Assim, apds processamento por fosforilagdo da proteina, o pseudosubstrato ndo se
ira ligar ao dominio catalitico e a enzima ira adquirir, muito provavelmente, uma conformagao aberta. Tal facto faz com
que a proteina mutante néo se ligue as proteinas scaffold, nem responda aos mensageiros secundarios, mas esteja
constitutivamente activa. Devido a integridade dos dominios C1 e C2, espera-se que a liga¢do da proteina & membrana e
ao DAG se faga sem problemas e a proteina passa a apresentar fosforilagdo constitutiva, provavelmente superior a
normal. Neste caso seria interessante verificar o que aconteceria quanto a formagéo de agregados, especialmente os
dot-like, em que segundo a hipotese que se esta a colocar, seria reduzida. De acordo com o efeito na alteragéo da
estrutura da proteina, a formagdo de agregados do tipo massivo, poderia ser ou nao observado, com todas as

consequéncias que dai poderiam advir para a patogénese.

Duas das mutagdes descritas, p.Gly360Ser e p.Ser361Gly, localizam-se no motivo rico em residuos de glicina de C3
que, ndo s6 possibilita a ligagdo do ATP, como a do co-chaperone Cdc37.

Como ja referido anteriormente a mutagdo p.Gly360Ser incide numa das glicinas conservadas do motivo de ligagéo
ao ATP. Assim, o grupo fosfato ndo é transferido da proteina para os substratos e a enzima é inactiva. Tal é constatado
nas experiéncias de Adachi, em que as proteinas com esta mutagdo ndo possuem actividade, quer na fosforilagcdo de
substratos in vitro, quer na célula. A alteragdo na estrutura também pode conduzir a formagdo de agregados massivos e
tal como os mutantes em C1, pode sofrer fosforilagdo. Este mutante pode completar a maturagédo, e até ligar-se as
proteinas 14-3-3 no citoplasma, mas ao sofrer translocagédo para a membrana, ap6s sinalizagdo pelos mensageiros
secundarios, ndo conseguira fosforilar os substratos. Embora a proteina ndo seja funcional, dado a integridade dos

dominios C1, a ligacdo ao DAG far-se-ia sem problema. Esta idéia é confirmada por tempos de retengdo na membrana

81



semelhantes para a proteina contendo a mutagdo p.Gly360Ser e a de tipo selvagem (Adachi et al, 2008). Esta enzima
ndo funcional pode, tal como os restantes mutantes C1, ser sequestrada em endossomas primarios por forma a
proceder-se a sua degradagao ou reciclagem.

A mutagao p.Ser361Gly, embora também se localize neste motivo de ligagdo ao ATP, incide num dos residuos néo
conservado. Assim, se esta mutagéo interferisse, tal como a anterior na capacidade de ligacdo do ATP, os resultados
obtidos por Adachi et al. (2008) para estas 2 mutagbes seriam semelhantes, o que ndo se verificou. Neste estudo
verificou-se que a actividade intrinsica da proteina contendo a mutacdo p.S361G é constitutiva tanto in vitro, como na
célula. No entanto, caso esta mutagéo ndo permita ou dificulte a ligagdo do co-chaperone Cdc37 podera ndo se formar o
gancho intramolecular entre os residuos ProXXPro (630 ao 633) e a Tyrd60, deixando o sitio activo da proteina
disponivel para fosforilagdo dos substratos, dado que os residuos de glicina estéo intactos para ligagdo ao ATP. Devido a
conformacdo aberta desta proteina mutante, a sua activagdo e translocagéo para o citoplasma seriam constitutivas, e
assim, tal poderia explicar a observacdo de um nivel de fosforilagdo superior deste mutante em relagdo a proteina
normal. Doran et al. (2008) verificaram que se formam em numero reduzido inclusdes do tipo dot-like, ou seja, como a
ligagdo dos dominios C1 ao DAG se deverd efectuar de forma correcta, néo hé formagédo de tantos endossomas para

sequestro da proteina.

O residuo de Phe643 encontra-se entre os motivos conservados, o motivo ProPheArgPro que se localiza na posi¢ao
630 a 633 da proteina, e o turn motif (TM) onde a Thr na posi¢ao 655 ¢ fosforilada no segundo passo de processamento
pés-traducional, por intermédio do complex mTORC2.

Caso a mutagéo p.Phe643Leu altere a conformagéo do turn motif (TM) e impega a fosforilagdo da Thr655, a proteina
n&o completa o seu processamento pds-traducional. Além da auséncia da actividade enzimatica, hé provavelmente neste
caso, uma enzima nao funcional, fosforilada de forma incompleta e logo, instavel, que sera degradada pela célula. De
facto, estas proteinas revelaram grande insolubilidade, com formag&o de agregados massivos no citoplasma.

Considerando a hipétese de a mutagao interferir na formagao do gancho intramolecular entre a sequéncia ProXXPro
e a Tyr460 do dominio catalitico, o local catalitico poderia ficar disponivel e logo, a fosforilagdo intrinsica da enzima seria
superior ao normal, tal como constatado nos trabalhos de Adachi et al. (2008). De acordo com este trabalho estes

mutantes apresentariam na célula uma actividade semelhante a do tipo normal. Tal seria possivel se a menor quantidade
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de proteina funcional fosse compensada por uma actividade constitutiva, superior a da proteina normal. Tal como para os
mutantes p.S361G, a formacg&o de vesiculas dot-like é reduzida (Seki et al., 2005), o que se pode, talvez, explicar pela

integridade dos dominios C1 e correcta ligagdo ao DAG membranar.

De acordo com os mecanismos patogénicos, que parecem ser responsaveis pela SCA14, podera ser vantajoso, de
forma a impedir a progressao da doenca, a terapéutica com anti-oxidantes e compostos, como a trealose, que permitam
a degradacéo dos agregados de proteinas misfolded. Assim, para o tratamento desta doenga a investigagdo podera
passar pela procura de outros compostos para degradacgdo dos agregados, incluindo os de tipo amiléide (como Seki et al.
(2010) propdem que sejam formados na SCA14); a adi¢éo de péptidos com sequéncia complementar & das de consenso
para ligacdo das proteinas 14-3-3¢ em C1B, de forma a “aprisionar” proteinas mutantes no citoplasma, com maior taxa de
translocacdo que as proteinas normais, possibilitando maior ligago destas Ultimas a DAG membranar, como proposto
por Lin & Takemoto (2007); a pesquisa de chaperones que impegam a formacdo de agregados, e permitam que um
maior nimero de proteinas adquira uma conformagéo que lhes permita serem sujeitas a processamento pds-traducional

por fosforilagao e, activas.

5.4. Analise haplotipica

O haplétipo de maior frequéncia é constituido pelos alelos considerados ancestrais ou, caso nao haja esta indicagéo,
os alelos mais frequentes nas populagdes estudadas.Tal pode sugerir que este haplétipo seja partilhado pela maior parte
das populagdes humanas.

Para as mutagéo p.His78GIn e p.Ser107Gly, embora o programa PHASE tenha indicado uma maior probabilidade de
se encontrarem em determinados haplotipos, seria importante estudar outros elementos da familia de modo a inferir a
fase gamética.

No caso indice da familia 1, existem 4 haplétipos possiveis onde a mutagéo ¢.234C>A/ p.His78GlIn se pode localizar,
embora dois tenham maior probabilidade de ocorréncia. Em ambos os casos, a mutagdo ¢.234C>A/ p.His78GIn (a

vermelho) encontra-se associada ao SNP ¢.207C>T (p.Cys69Cys, a verde), TTACATGGCTGTTTCG e
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TTACATGGTGGTTTCG. O primeiro indicado tera derivado do haplétipo mais frequente na série estudada, e assim, com
maior probabilidade de ser o haplétipo onde tera ocorrido a mutagdo ¢.234C>A/ p.His78GIn (bem como o polimorfismo
p.Cys69Cys).

Quanto & mutagdo ¢.319A>G/ p.Ser107Gly (a vermelho) podera estar associada a um de 2 haplétipos, com
probabilidade semelhante de ocorrer, TCCCGTGGCTGTTTCC ou TCCCGTGGTGGTTTCC. Para além deste Ultimo
haplétipo ter uma probabilidade ligeiramente superior de ser observado, a mutagéo teria tido origem no haplétipo mais
frequente.

No caso da mutagdo ¢.349T>A/ p.Cys117Ser (a vermelho) indentificada no caso indice da familia 3, o nucleétido
mutado possui 100% de probabilidade de ter surgido no haplétipo mais frequente, TCCCAAGGTGGTTTCG

Quanto as novas variantes intronicas identificadas, o SNP ¢.397+55G>A foi observado em apenas um doente,
existindo 100% de probabilidade de o haplétipo ser TCCCATAGTGGTTTCG. Este SNP teria, também, tido origem no
haplétipo com maior frequéncia entre os individuos estudados. O SNP ¢.1575+28C>T, observado em 2 doentes (e no
irmé@o afectado de um deles), parece ter maior probabilidade de, nos 2 individuos, se encontrar no haplétipo
CCCCATGGTGGTTTTG. Quanto a duplicagdo ¢.285+38dup, ha 2 hipéteses quanto ao haplétipo onde esta possa ter
ocorrido, TCCCA(T)TGGTGGTTTCG ou CCCCA(T)TGGTGGTTTCG. A nivel de frequéncias, o primeiro haplotipo € cerca de
10x mais frequente, nos individuos estudados neste trabalho, o que representa uma maior probabilidade de a duplicagao
ter ocorrido neste haplétipo.

Assim, as novas mutagdes (exdnicas e intronicas) parecem ter sido originadas por mutagéo pontual de um dos SNPs
do haplétipo mais frequente, com excepgéo da variante ¢.1575+28C>T. Nesta mutagao, a hipétese de tal ter acontecido
é baixa, mas possivel. Caso venha a ser observado outro individuo portador de qualquer uma das novas mutagdes (bem
como das restantes, para as quais foi feita a andlise haplotipica) poder-se-a averiguar se se trata de uma mutagéo de

novo ou se, eventualmente, podera constituir uma mutagao fundadora, por determinagéo do seu haplétipo.

Da mesma forma, para as variantes ja descritas, verifica-se que o nucledtido T se encontra em 36 dos haplotipos
mais frequentes observados para 0 SNP ¢.72C>T (p.Ala24Ala); quanto ao SNP ¢.285C>T (p.D95D) o nucledtido T esta
presente em 3 dos doentes estudados. Para dois dos doentes o haplétipo TCCTATGATGGTTTCG € o mais frequente (o

alelo menos frequente do SNP ¢.529+29G>A (a laranja), é, também, observado, e apenas, nestes dois doentes). Para o
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outro doente, o haplétipo mais provavel é o TCCTATGGTGGTTTCG. Este haplétipo existe também, como hipdtese, nos 2
doentes acima embora com uma probabilidade de ocorréncia muito baixa

As duas variantes com maior heterozigotia, ¢.567T>C (p.Asn189Asn) no ex&o 6, e ¢.686+14T>G, na por¢do 5  do
intrdo 6, encontram-se sempre em ligagcdo (TG ou CT) em 118 cromossomas. Um doente, no entanto, possui a
combinagdo CG num dos cromossomas e, outro, a associagdo TT. Tal devera ter ocorrido por transversdo de
nucledtidos, quer na posigao ¢.567, quer em ¢.686. No entanto, dado que a associa¢do TG é mais frequente que CT,
pode considerar-se que ha maior probabilidade de, no primeiro doente ter ocorrido uma transversdo e T>C na posicéo
€.567, e no segundo caso, uma tranversdo G>T na posicdo c.687. A probabilidade de ter ocorrido um evento de
recombinagao, embora néo seja nula, é extremamente reduzida pois estes dois SNPs distam entre si de apenas 134pb.

Embora o alelo C do SNP ¢.1093-92C>G seja observado em 6 doentes, para todos, o haplétipo mais provavel de
ocorrer € TCCCATGGCTCTTTCG. Dois doentes possuem o alelo menos frequente do SNP ¢.1281+26G>T (a verde),
partilhando o haplétipo CCCCATGGTGGGTTCG. Para além do SNP anterior, um dos doente apresenta, também, os SNPs
¢.1437-64 e ¢.1497T>C, sendo dificil inferir a fase gamética, e portanto, associa-los a determinado haplétipo. O alelo C, o
menos frequente do SNP ¢.1905+72G>C, foi observado em 8 cromossomas de 6 doentes estando presente em 6
haplétipos diferentes, embora dois deles sejam mais frequentes que os restantes, TCCCATGGTGGTTTCC e
TCCCATGGCTGTTTCC. Por fim, nos dois doentes que apresentam a mutagéo c.1764+40_1764+41insT ha um haplétipo (o

mais frequente na série de individuos) partilhado entre os 2 individuos, no qual, provavelmente, tera ocorrido a insergéo,

TCCCATGGTGGTTTC(T).

5.5. Consideracdes finais e perspectivas futuras

Este foi o primeiro trabalho em que a totalidade da sequéncia codificante do gene PRKCG foi estudada em
individuos Portugueses. O efeito de todas as mutagdes descritas no gene, associadas ou ndo a SCA14, foi avaliado /n
Silico, tendo sido validada a previsao do efeito das ferramentas bioinformaticas utilizadas.

Os resultados deste trabalho sdo importantes na medida em que indicam que individuos com historia familiar
dominante de ataxia, com fenétipo enquadravel ao ja reportados para casos de SCA14, e nos quais ndo foi detectada

nenhuma das mutagdes responsaveis pelas ataxias mais frequentes, deverdo ser testados para a SCA14.
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De acordo com os resultados deste estudo e distribuicdo no gene PRKCG das mutagdes conhecidas, o rastreio das
mutagdes podera seguir uma ordem sequencial em que, inicialmente, se testem os exdes 4 e 5 (correspondentes ao sub-
dominio C1B), seguidos do estudo dos exdes 1, 2 e 3 (sub-dominio C1A, incluindo a regido do pseudosubstrato); o
estudo passara depois pelo estudo do exé@o 10 (dominio C3) e 18 (dominio AGC-cinase C-terminal e regido variavel V5)
e, por fim, o estudo dos restantes 10 exdes (6 a 9 e do exdo 11 ao 17), onde ainda néo foram encontradas mutagdes

associadas a SCA14.

Para as mutagdes descritas pela primeira vez neste trabalho e de forma a confirmar o efeito patogénico previsto pelos
programas bioinformaticos, seria vantajoso realizar em seguida os seguintes estudos:

A) Estudos de genotipagem dos elementos das 3 familias afectadas.

De forma a confirmar se ha co-segregacdo da mutagdo com a doenga, dever-se-a completar o estudo, por analise do
DNA dos restantes elementos, doentes e saudaveis, das 3 familias.

B) Estudos funcionais

Estes estudos, com vista & caracterizagdo das PKCy-mutantes, ja foram iniciados. O DNA plasmidico, onde foi
inserido cDNA do gene PRKCG fundido com o tag GFP , foi sujeito a mutagénese dirigida. O DNA plasmidico contendo
as mutagdes identificadas (p.His78GIn, p.Ser107Gly, p.Cys117Ser), mutagdes noutros dominios (p.His101Tyr,
p.Ser361Cly, p.Phe643Leu) bem como contendo o cDNA normal serdo transfectados em células HEK (que nado
expressam PKCy).

A comparagao da taxa de transcricdo dos mRNAs, expresséo das proteinas e determinagdo da actividade catalitica
para as diferentes proteinas mutantes face a PKCy normal, irdo ser realizadas. Poder-se-a também determinar a
viabilidade celular face a presenca de cada um dos tipos de proteinas. A localizagdo da proteina podera ser, também,
estudada nas culturas de células, ao longo do tempo, com auxilio a microscopia, bem como a formagao e localizagao de
eventuais agregados proteicos.

C) Estudos populacionais

O rastreio das 3 mutagbes deveria ser efectuado numa série de individuos saudaveis, com caracteristicas

semelhantes as dos individuos estudados ou, numa populagdo controlo representativa da popula¢do Portuguesa.
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Uma vez que ndo ha qualquer estudo nesse ambito, e dado que ha casos de doentes de SCA14 cujos sintomas se
desenvolveram muito tardiamente, ou mesmo casos de portadores assintomaticos de idade avangada, seria interessante
estimar a prevaléncia de mutagdes no gene PRKCG numa populagéo controlo representativa da populagao Portuguesa.
Quanto as novas variantes intrénicas observadas, este estudo poderia ajudar a confirmar ou excluir o seu possivel efeito
fundador, especialmente para o SNP ¢.1575+28C>T, em que foram observados 3 casos portadores da mutacdo, em 2

familias.

87



6. Bibliografia

Abeliovich A, Chen C, Goda Y, Silva A, Stevens C & Tonegawa S. Modified hippocampal long-term potentiation in PKCgamma-
mutant mouse. Cell 1993; 75:1253-1262.

Abeliovich A, Paylor R, Chen C, Kim J, Wehner J. & Tonegawa. PKCgamma mutant mice exhibit mild deficits in spinal and contexual
learning. Cell 1993; 75:1263-1271.

Adachi N, Kobayashi T, Takahashi H, Kawasaki T, Shirai Y, Ueyama T, Matsuda T, Seki T, Sakai N, Saito N. Enzymological analysis
of mutant protein kinase Cgamma causing spinocerebellar ataxia type 14 and dysfunction in Ca2+ homeostasis. J Biol
Chem 2008; 283:19854-63.

Adzhubei IA, Schmidt S, Peshkin L, Ramensky VE, Gerasimova A, Bork P, Kondrashov AS, Sunyaev SR. A method and server for
predicting damaging missense mutations. Nat Methods 2010; Apr;7(4):248-9.

Al-Maghtheh M., Vithana E.N., Inglehearn C.F., Moore T., Bird A.C., Bhattacharya S.S. Segregation of a PRKCG mutation in two
RP11 families. Am J Hum Genet 1998; 62:1248-1252.

Alonso |, Costa C, Gomes A, Ferro A, Seixas Al, Silva S, Cruz VT, Coutinho P, Sequeiros J, Silveira I. A novel H101Q mutation
causes PKCGamma loss in spinocerebellar ataxia type 14. J Hum Genet 2005; 50:523-9.

Ananthanarayanan B, Vtahelin R, Digman M, Cho W. Activation mechanisms of conventional protein kinase C isoforms are
determined by the ligand affinity and conformational flexibility of their C1 domains. J Biol Chem 2003; 278(47):46886-4698.

Apps R & Garwicz M. Anatomical and physiological foundations of cerebellar information processing. Nat Rev Neurosci 2005;
Apr;6(4): 297-311.

Asai H, Hirano M, Shimada K, Kiriyama T, Furiya Y, lkeda M, lwamoto T, Mori T, Nishinaka K, Konishi N, Udaka F, Ueno S. Protein
kinase C gamma, a protein causative for dominant ataxia, negatively regulates nuclear import of recessive-ataxia-related
aprataxin. Hum Mol Genet 2009; 18(19):3533-43.

Barnett ME, Madgwick DK, Takemoto DJ. Protein kinase C as a stress sensor. Cell Signal 2007; 19(9):1820-9.

Basri R, Yabe I, Soma H, Sasaki H. Spectrum and prevalence of autosomal dominant spinocerebellar ataxia in Hokkaido, the northern
island of Japan: a study of 113 Japanese families. J Hum Genet 2007; 52(10):848-55.

Becker EB, Oliver PL, Glitsch MD, Banks GT, Achilli F, Hardy A, Nolan PM, Fisher EM, Davies KE. A point mutation in TRPC3 causes
abnormal Purkinje cell development and cerebellar ataxia in moonwalker mice. Proc Natl Acad Sci USA 2009; Apr
21;106(16):6706-11.

Bell, R. & Burns, D. Lipid activation of protein kinase C. J Biol Chem 1991; 226:4661-4664.

Bird TD. Hereditary Ataxia Overview . In: Pagon RA, Bird TD, Dolan CR, Stephens K, editors. GeneReviews [Internet]. Seattle (WA):
University of Washington, Seattle; 1993-1998 Oct 28 [updated 2011 Jul 21].

Bittova L, Stahelin RV, Cho W. Roles of ionic residues of the C1 domain in protein Kinase C-alpha activation and the origin of
phosphatidylserine specificity. J Biol Chem 2000; 11:11.

Basri R, Yabe I, Soma H, Sasaki H. Spectrum and prevalence of autosomal dominant spinocerebellar ataxia in Hokkaido, the northern
island of Japan: a study of 113 Japanese families. J Hum Genet 2007; 52(10):848-55.

Brkanac Z, Bylenok L, Fernadez M, Matsushita M, Lipe H, Wolff J, Nochlin D, Raskind WH, Bird TD. A new dominant spinocerebellar
ataxia is linked to chromosome 19q13.4. Arch Neurol 2002; 59:1291-1295.

Burns DJ, Bell RM. Protein kinase C contains two phorbol ester binding domains. J Biol Chem 1991; 266(27):18330-8.

Cargill, M., Altshuler, D., Ireland, J., Sklar, P., Ardlie, K., Patil, N., Shaw, N., Lane, C.R., Lim, E.P., Kalyanaraman, N., et al.
Characterization of single-nucleotide polymorphisms in coding regions of human genes. Nat Genet. 1999; 22: 231-238.

88



Chen DH, Raskind W, Bird T (2005a). Spinocerebellar Ataxia Type 14. Genereviews at Genetests: medical genetics information
resource (database online). Disponivel em: www.genetests.org.

Chen D, Cimino PJ, Ranum LP, Zoghbi HY, Yabe |, Schut L, Margolis RL, Lipe HP, Feleke A, Matsushita M, Wolff J, morgan C, lau D,
Fernandez M, Sasaki H, Raskind WH, Bird TD. The clinical and genetic spectrum of spinocerebellar ataxia 14. Neurology
2005; 64:1258-1260.

Chen D, Brkanac Z, Verlinde CLMJ, Tan X, Bylenoc L, Nochlin D, Matsushita M, Lipe H. Wolff J, Fernandez M, Cimino PJ, Bird TD,
Raskind WH. Missense mutations in the regulatory domain of PKCy: A new mechanism for dominant nonepisodic ataxia. Am
J Hum Genet 2003; 72:839-849.

Chen C, Kano M, Abeliovich A, Chen L, Bao S, Kim JJ, Hashimoto K, Thompson RF, Tonegawa S. Impaired motor coordination
correlates with persistent multiple climbing fiber innervation in PKC gamma mutant mice. Cell 1995; 83(7):1233-42.

Chizhikov V, Millen KJ. Development and malformations of the cerebellum in mice. Mol Genet Metab 2003; 80(1-2):54-65.
Cho W. Membrane Targeting by C1 and C2 domains. J Biol Chem 2001; 276(35):32407-32410.

Cho W, Digman M, Ananthanarayanan B, Stahelin RV. Bacterial expression and purification of C1 and C2 domains of protein kinase C
isoforms. Methods Mol Biol. 2003; 233:291-8.

Chung HJ, Xia J, Scannevin RH, Zhang X, Huganir RL. Phosphorylation of the AMPA receptor subunit GIuR2 differentially regulates
its interaction with PDZ domain-containing proteins. J Neurosci 2000; 20(19):7258-67.

Coussens L, Parker P, Rhee L, Yang-Feng T, Chen E, Waterfield D & Ullrich A. Multiple, distinct forms of bovine and human protein
kinase C suggest diversity in cellular signalling pathways. Science 1986; 859-886.

Crawford DC, Bhangale T, Li N, Hellenthal G, Rieder MJ, Nickerson DA, Stephens M. Evidence for substantial fine-scale variation in
recombination rates across the human genome. Nat Genet 2004; 36(7):700-6.

Dalski A, Mitulla B, Burk K, Schattenfroh C, Schwinger E, Zuhlke C. Mutation of the highly conserved cysteine residue 131 of the
SCA14 associated PRKCG gene in a family with slow progressive cerebellar ataxia. J Neurol 2006; 253: 1111-2.

Dehouck Y, Kwasigroch JM, Gilis D, Rooman M. PoPMuSiC 2.1: a web server for the estimation of protein stability changes upon
mutation and sequence optimality. BMC Bioinformatics. 2011;12:151.

Dehouck Y, Grosfils A, Folch B, Gilis D, Bogaerts Ph, Rooman M. Prediction of protein stability changes upon mutations using
statistical potentials and neural networks: PoPMuSiC 2.0. Bioinformatics 2009; 25:2537-2543.

Dehvari N, Cedazo-Minguez A, Isacsson O, Nilsson T, Winblad B, Karlstrém H, Benedikz E, Cowburn RF. Presenilin dependence of
phospholipase C and protein kinase C signaling. J Neurochem 2007; 102(3):848-57.

Doran G, Davies KE, Talbot K. Activation of mutant protein kinase Cy leads to aberrant sequestration and impairment of its cellular
function. Biochem Biophys Res Commun 2008; 372(3): 447-53.

Dryja T.P., McEvoy J., McGee T.L., Berson E.L. No mutations in the coding region of the PRKCG gene in three families with retinitis
pigmentosa linked to the RP11 locus on chromosome 19q. Am J Hum Genet 1999; 65:926-928.

Durr A. Autosomal dominant cerebellar ataxias: polyglutamine expansions and beyond. Lancet Neurol. 2010; 9(9):885-94.

Dutil EM, Toker A, Newton AC. Regulation of conventional protein kinase C isozymes by phosphoinositide-dependent kinase 1 (PDK-
1). Curr Biol 1998; 8(25):1366-75.

Edwards A, Faux M, Scott J & Newton A. Carboxyl-terminal phosphorylation regulates the function and subcellular localization of
PKCBII. J Biol Chem 1999; 274:6461.

Epand RM. Diacylglycerols, lysolecithin, or hydrocarbons markedly alter the bilayer to the hexagonal PHASE transition temperature of
phosphatidylethanolethanolamines. Biochemistry 1998; 37:12068.

89



Fahey MC, Knight MA, Shaw JH, Gardner RJ, du Sart D, Lockhart PJ, Delatycki MB, Gates PC, Storey E. Spinocerebellar ataxia type
14 study of a family with an exon 5 mutation in the PRKCG gene. J Neurol Neurosurg Psychiatry 2005; 76:1720-2.

Fogel BL, Perlman S. An approach to the patient with late-onsetcerebellar ataxia. Nat Clin Pract 2006; 2: 629-35.

Foncke EM, Beukers RJ, Tijssen CC, Koelman JH, Tijssen MA (2009) Myoclonus-dystonia and spinocerebellar ataxia type 14
presenting with similar phenotypes: Trunk tremor, myoclonus, and dystonia. Parkinsonism Relat Disord 2010; 16(4):288-9.

Fernandes CMRS (1988), A Evolugéo do cerebelo. Dissertagdo de Doutoramento em Medicina, area de especializagdo em Ciéncias
Morfolégicas. Porto: Faculdade de Medicina da Universidade do Porto.

Geraldes P, King GL. Activation of protein kinase C isoforms and its impact on diabetic complications. Circ Res 2010; 106(8):1319-31.

Gould CM, Kannan N, Taylor SS, Newton AC. The chaperones Hsp90 and Cdc37 mediate the maturation and stabilization of protein
kinase C through a conserved PXXP motif in the C-terminal tail. J Biol Chem. 2009; 284(8):4921-35.

Grantham R. Amino acid difference formula to help explain protein evolution. Science 1974;185(4154):862-4.

Gribskov M, McLachlan AD, Eisenberg D. Profile analysis: detection of distantly related proteins. Proc Natl Acad Sci USA 1987,
84(13):4355-8.

Grimwood J, Gordon LA, Olsen A, Terry A, Schmutz J, Lamerdin J, Hellsten U, Goodstein D, Couronne O, Tran-Gyamfi M, Aerts A,
Altherr M, Ashworth L, Bajorek E, Black S, Branscomb E, Caenepeel S, Carrano A, Caoile C, Chan YM, Christensen M,
Cleland CA, Copeland A, Dalin E, Dehal P, Denys M, Detter JC, Escobar J, Flowers D, Fotopulos D, Garcia C, Georgescu
AM, Glavina T, Gomez M, Gonzales E, Groza M, Hammon N, Hawkins T, Haydu L, Ho I, Huang W, Israni S, Jett J, Kadner
K, Kimball H, Kobayashi A, Larionov V, Leem SH, Lopez F, Lou Y, Lowry S, Malfatti S, Martinez D, McCready P, Medina C,
Morgan J, Nelson K, Nolan M, Ovcharenko I, Pitluck S, Pollard M, Popkie AP, Predki P, Quan G, Ramirez L, Rash S,
Retterer J, Rodriguez A, Rogers S, Salamov A, Salazar A, She X, Smith D, Slezak T, Solovyev V, Thayer N, Tice H, Tsai M,
Ustaszewska A, Vo N, Wagner M, Wheeler J, Wu K, Xie G, Yang J, Dubchak I, Furey TS, DeJong P, Dickson M, Gordon D,
Eichler EE, Pennacchio LA, Richardson P, Stubbs L, Rokhsar DS, Myers RM, Rubin EM & Lucas SM. The DNA sequence
and biology of human chromosome 19. Nature 2004; 428:529-535.

Halushka, M.K., Fan, J.B., Bentley, K., Hsie, L., Shen, N., Weder, A., Cooper, R., Lipshutz, R., and Chakravarti, A. Patterns of single-
nucleotide polymorphisms in candidate genes for blood-pressure homeostasis. Nat Genet. 1999; 22: 239-247.

Hellen B (2009), Splice site tools, a comparative analysis report. Splice Site Tools Analysis Report. Manchester:National Genetics
Reference Laboratory.

Hiramoto K, Kawakami H, Inoue K, Seki T, Maruyama H, Morino H, Matsumoto M, Kurisu K & Sakai N. Identification of a new family of
spinocerebellar ataxia type 14 in the Japanese spinocerebellar ataxia population by the screening of PRKCG exon 4. Mov
Disord 2006; 21:1355-1360.

Hritz J, Ulicny J, Laaksonen A, Jancura D, Miskovsky P. Molecular interaction model for the C1B domain of protein kinase C-gamma
in the complex with its activator phorbol-12-myristate-13-acetate in water solution and lipid bilayer. J Med Chem 2004,
47(26):6547-55.

Kamal A, Boehm MF, Burrows FJ. Therapeutic and diagnostic implications of Hsp90 activation. Trends Mol Med. 2004; 10(6):283-90.

Kannan N, Haste N, Taylor SS, Neuwald AF. The hallmark of AGC kinase functional divergence is its C-terminal tail, a cis-acting
regulatory module. Proc Natl Acad Sc U S A 2007; 104,1272-1277.

Kano M, Hashimoto K, Chen C, Abeliovich A, Aiba A, Kurihara H, Watanabe M, Inoue Y, Tonegawa S. Impaired synapse elimination
during cerebellar development in PKC gamma mutant mice. Cell. 1995; 83(7):1223-31.

Kasumu A, Bezprozvanny |. Deranged Calcium Signaling in Purkinje Cells and Pathogenesis in Spinocerebellar Ataxia 2 (SCA2) and
Other Ataxias. Cerebellum 2010 May 18. [Epub ahead of print]

90



Kazanietz MG, Wang S, Milne GW, Lewin NE, Liu HL, Blumberg PM. Residues in the second cysteine-rich region of protein kinase C
delta relevant to phorbol ester binding as revealed by site-directed mutagenesis. J Biol Chem. 1995; 270(37):21852-9.

Kent WJ, Sugnet CW, Furey TS, Roskin KM, Pringle TH, Zahler AM, Haussler D. The human genome browser at UCSC. Genome
Res 2002; 12(6):996-1006,

Kim DH, Sarbassov DD, Ali SM, Latek RR, Guntur KV, Erdjument-Bromage H, Tempst P, Sabatini DM. G fL, a positive regulator of
the rapamycin-sensitive pathway required for the nutrient-sensitive interaction between raptor and mTOR. Mol Cell. 2003;
11(4):895-904.

Klebe S, Faivre L, Forlani S Dussert C, Tourbah A, Brice A, Stevanin G, Durr A. Another mutation in cysteine 131 in protein kinase Cy
as a cause of spinocerebellar ataxia type 14. Arch Neurol 2007; 64: 913-4.

Klebe S, Durr A, Rentschler A, Hahn-Barma V, Abele M, Bouslam N, Schols L, Jedynak P, Forlani S, Denis E, Dussert C, Agid Y,
Bauer P, Globas C, Wullner U, Brice A, Riess O, Stevanin G. New mutations in protein kinase Cgamma associated with
spinocerebellar ataxia type 14. Ann Neurol 2005; 58: 720-9.

Klement IA, Skinner PJ, Kaytor MD, Yi H, Hersch SM, Clark HB, Zoghbi HY, Orr HT. Ataxin-1 nuclear localization and aggregation:
role in polyglutamine-induced disease in SCA1 transgenic mice. Cell 1998; 95(1):41-53,

Klockgether T. Sporadic ataxia with adult onset: classification and diagnostic criteria. Lancet Neurol 2010; 9: 94-104.

Kumar P, Henikoff S & Ng PC. Predicting the effects of coding non-synonymous variants on protein function using the SIFT algorithm.
Nature Protocols 2009; 4:1073-81.

Koh JY. Zinc and disease of the brain. Mol Neurobiol 2001; 24:99-106.

Koht J, Stevanin G, Durr A, Mundwiller E, Brice A, Tallaksen CM. SCA14 in Norway, two families with autosomal dominant cerebellar
ataxia and a novel mutation in the PRKCG gene. Acta Neurol Scand. 2011 Acta Neurol Scand. 2011 Mar 21. doi:
10.1111/j.1600-0404.2011.01504 x. [Epub ahead of print].

Jaken S, Parker PJ. Protein C binding partners. Bioessays 2000; 22:245-254.

Johnson JE, Edwards AS, Newton AC. A putative phosphatidylserine binding motif is not involved in the lipid regulation of protein
kinase C. J Biol Chem 1997; 272:30787-30792.

Johnson JE, Zimmerman ML, Daleke DL, Newton AC. Lipid structure and not membrane structure is the major determinant in the
regulation of protein kinase C by phosphatidylserine. Biochemistry 1998; 37:12020-12025.

Johnson JE, Giorgione J, Newton AC. The C1 and C2 domains of protein kinase C are independent membrane targeting modules,
with specificity for phosphatidylserine conferred by the C1 domain. Biochemistry 2000; 39:11360-11369.

Lauer J, Banerjee D, Shanks D, Dai H, Gong YX, Prakash O & Takemoto D. NMR structure/function relationships of peptides
corresponding to the C1B1 region of PKC. Protein & Peptide Letters 2010; 17:1-10.

Leitch B, Shevtsova O, Guévremont D, Williams J. Loss of calcium channels in the cerebellum of the ataxic and epileptic stargazer
mutant mouse. Brain Res 2009; 7;1279:156-67.

Li WH, Wu ClI, Luo CC. Nonrandomness of point mutation as reflected in nucleotide substitutions in pseudogenes and its evolutionary
implications. J Mol Evol. 1984; 21(1):58-71.

Lin D & Takemoto DJ. Oxidative activation of protein kinase Cgamma through the C1 domain. Effects on gap junctions. J Biol Chem.
2005; 280(14):13682-93.

Lin D &Takemoto DJ. Protection from ataxia-linked apoptosis by gap junction inhibitors. Biochem Biophys Res Commun 2007; 362:
982-7.

Lin D, Shanks D, Prakash O, Takemoto DJ. Protein kinase C gamma mutations in the C1B domain cause caspase-3-linked apoptosis
in lens epithelial cells through gap junctions. Exp Eye Res 2007; 85(1):113-22.

91



Lim J, Hao T, Shaw C, Patel AJ, Szabo G, Rual JF, Fisk CJ, Li N, Smolyar A, Hill DE, Barabasi AL, Vidal M, Zoghbi HY. A protein-
protein interaction network for human inherited ataxias and disorders of Purkinje cell degeneration. Cell 2006; 125:801-814.

Livingston RJ, von Niederhausern A, Jegga AG, Crawford DC, Carlson CS, Rieder MJ, Gowrisankar S, Aronow BJ, Weiss RB,
Nickerson DA. Pattern of sequence variation across 213 environmental response genes. Genome Res. 2004;14(10A):1821-
31.

Marmolino D & Manto M. Past, present and future therapeutics for cerebellar ataxias. Curr Neuropharmacol. 2010; 8(1):41-61.

Medkova M & Cho W. Interplay of C1 and C2 domains of protein kinase C-alpha in its membrane binding and activation. J Biol Chem
1999; 274:19852-19861.

Mellor H & Parker PJ. The extended protein kinase C superfamily. Biochem J 1998; 332:281-292.

Miller SA, Dykes DD, Polesky HF. A simple salting out procedure for extracting DNA from human nucleated cells. Nucleic Acids Res.
1988 Feb 11;16(3):1215.

Miller MP, Kumar S. Understanding human disease mutations through the use of interspecific genetic variation. Hum Mol Genet 2001;
10:2319-28.

Mittal S & Ganesh S. Protein quality control mechanisms and neurodegenerative disorders: Checks, balances and deadlocks.
Neurosci Res. 2010; 68(3):159-66.

Miura S, Nakagawara H, Kaida H, Sugita M, Noda K, Motomura K, Ohyagi Y, Ayabe M, Aizawa H, Ishibashi M, Taniwaki T. Expansion
of the phenotypic spectrum of SCA14 caused by the Gly128Asp mutation in PRKCG. Clin Neurol Neurosurg 2009; 111(2):
211-5.

Mora A, Komander D, van Aalten DM, Alessi DR. PDK1, the master regulator of AGC kinase signal transduction. Semin Cell Dev Biol.
2004;15(2):161-70.

Morita H, Yoshida K, Suzuki K, lkeda S. A Japanese case of SCA14 with the Gly128Asp mutation. J Hum Genet 2006; 51: 1118-21.
Newton AC. Regulation of protein kinase C. Curr Opin Cell Biol 1997; 9(2):161-7.

Newton AC & Johnson J. Protein kinase C: a paradigm for regulation by two membrane-targeting domains. Biochim Biophys Acta.
1998; 1376:155-172.

Newton AC. Regulation of the ABC kinases by phosphorylation: protein kinase C as a paradigm. Biochem J. 2003; 370(Pt 2):361-71.
Newton AC. Protein kinase C: poised to signal. Am J Physiol Endocrinol Metab. 2010; 298(3):E395-402.

Ng PC & Henikoff S. Predicting deleterious amino acid substitutions. Genome Res. 2001; 11(5):863-74.

Ng PC & Henikoff S. Accounting for human polymorphisms predicted to affect protein function. Genome Res. 2002; 12(3):436-46.
Ng PC & Henikoff S. SIFT: Predicting amino acid changes that affect protein function. Nucleic Acids Res. 2003; 31(13):3812-4.

Ng PC & Henikoff S. Predicting the Effects of Amino Acid Substitutions on Protein Function. Annu Rev Genomics Hum Genet. 2006;
7:61-80.

Nguyen T, Takemoto L & Takemoto D. Inhibition of gap junction activity through the release of C1B domain of protein kinase Cgamma
from 14-3-3: identification of PKCgamma-binding sites. J Biol Chem 2004; 279:52714-52725.

Nishizuka Y. Protein kinase C and lipid signalling for sustained cellular responses. FASEB J. 1995; 9(7):484-96.

Nolte D, Klebe S, Baron R, Deuschl G & Muller U. Codon 101 of PRKCG, a preferential mutation site in SCA14. Mov Disord. 2007;
22(12):1831-1832.

92


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15209375
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12495431

Oancea E & Meyer T. Protein kinase C as a molecular machine for decoding calcium and diacylglycerol signals. Cell. 1998;
95(3):307-18.

Nolte D, Landendinger M, Schmitt E, Miiller U. Spinocerebellar ataxia 14: novel mutation in exon 2 of PRKCG in a German family.
Mov Disord. 2007; 22(2):265-7.

Optican LM. Low rates yield big returns. Nat Neurosci. 1998; 1(1):8-9.
Parker PJ, Parkinson SJ. AGC protein kinase phosphorylation and protein kinase C. Biochem Soc Trans 2001; 29:860-3.

Parker PJ, Coussens L, Totty N, Rhee L, Young S, Chen E, Stabel S, Waterfield MD, Ullrich A. The complete primary structure of
protein kinase C--the major phorbol ester receptor. Science 1986; 233(4766):853-9.

Paulson HL. The spinocerebellar ataxias. J Neuroophthalmol. 2009; 29(3):227-37.
Pearce LR, Komander D, Alessi DR. The nuts and bolts of AGC protein kinases. Nat Rev Mol Cell Biol. 2010; 11(1):9-22.
Pears CJ, Parker PJ. Domain interactions in protein kinase C. J Cell Sci. 1991; 100 (Pt 4):683-6.

Yevseyenkov VV, Das S, Lin D, Willard L, Davidson H, Sitaramayya A, Giblin FJ, Dang L, Takemoto DJ. Loss of protein kinase
Cgamma in knockout mice and increased retinal sensitivity to hyperbaric oxygen. Arch Ophthalmol. 2009; 127(4):500-6.

Yue P, Li Z, Moult J. Loss of Protein Structure Stability as a Major Causative Factor in Monogenic Disease. J Mol Biol 2005;
353(2):459-73.

Yue P & Moult J. Identification and Analysis of Deleterious Human SNPs. J Mol Biol 2006; 356(5):1263-74.

Yue P, Melamud E, Moult J. SNPs3D: Candidate Gene and SNP selection for Association Studies. BMC Bioinformatics 2006 Mar;
7(1):166.

Quest AF, Bell RM. The regulatory region of protein kinase C gamma. Studies of phorbol ester binding to individual and combined
functional segments expressed as glutathione S-transferase fusion proteins indicate a complex mechanism of regulation by
phospholipids, phorbol esters, and divalent cations. J Biol Chem 1994; ;269(31):20000-12.

Rentschler A (2010), Mutationanalyse des PRKCG-(SCA14) und FGF 14-Genes (SCA27) mittels dHPLC bei Ataxie-Patienten.
Inaugural-Dissertation zur Erlangung des Docktorgrades der Medizin. Reutlingen:Der Medizinischen Fakultét der Eberhard-
Karls-Universitat zu TUbingen.

Rozen S, Skaletsky H. Primer3 on the WWW for general users and for biologist programmers. Methods Mol Biol 2000; 132:365-86.

Saito N, Kikkawa U, Nishizuka Y, Tanaka C. Distribution of protein kinase C-like immunoreactive neurons in rat brain. J Neurosci.
1988; 8:369-382.

Saito N, Shirai Y. Protein kinase C gamma (PKC gamma): function of neuron specific isotype. J Biochem 2002; 132(5):683-7.
Sakai N, Tsubokawa H, Matsuzaki M, Kajimoto T, Takahashi E, Ren Y, Ohmori S, Shirai Y, Matsubayashi H, Chen J, Duman RS,
Kasai H & Saito N. Propagation of gammaPKC translocation along the dendrites of Purkinje cell in gammaPKC-GFP

transgenic mice. Genes Cells 2004; 9(10):945-57.

Sawada K, Kalam Azad A, Sakata-Haga H, Lee NS, Jeong YG, Fukui Y. Striking pattern of Purkinje cell loss in cerebellum of an ataxic
mutant mouse, fottering. Acta Neurobiol Exp 2009; 69(1):138-45.

Schrenk K, Kapfhammer JP, Metzger F. Altered dendritic development of cerebellar Purkinje cells in slice cultures from protein kinase
Cgamma-deficient mice. Neuroscience 2002;110(4):675-89.

Schéls L, Bauer P, Schmidt T, Schulte T, Riess O. Autosomal dominant cerebellar ataxias: clinical features, genetics, and
pathogenesis. Lancet Neurol 2004; 3:291-304.

93



Seki T, Adachi N, Ono Y, Mochizuki H, Hiramoto K, Amano T, Matsubayashi H, Matsumoto M, Kawakami H, Saito N, Sakai N. Mutant

protein kinase Cy found in Spinocerebellar Type 14 is susceptible of aggregation and causes cell death. J Biol Chem 2005;
280(32):29096-106.

Seki T, Takahashi H, Adachi N, abe N, Shimahara T, Saito N, Sakai N. Aggregate formation of mutant protein kinase C gamma found
in spinocerebellar ataxia type 14 impairs ubiquitin-proteasome system and induces endoplasmic reticulum stress. Eur J
Neurosci 2007; 26(11):3126-40.

Seki T, Shimahara T, Yamamoto K, Abe N, Amano T, Adachi N, Takahashi H, Kashiwagi K, Saito N, Sakai N. Mutant gamma PKC
found in spinocerebellar ataxia type 14 induces aggregate-independent maldevelopment of dendrites in primary cultured
Purkinje cells. Neurobiol Dis 2009; 33(2):260-73.

Seki T, Abe-Seki N, Kikawada T, Takahashi H, Yamamoto K, Adachi N,Tanaka S, Hide I, Saito N, Sakai N. The effect of trehalose on
the properties of mutant PKC, which causes spinocerebellar ataxia type 14 (SCA14), in neuronal cell lines and cultured
Purkinje cells. J Biol Chem 2010; 285(43):33252-64.

Seki T, Takahashi H, Yamamoto K, Ogawa K, Onji T, Adachi N, Tanaka S, Hide I, Saito N, Sakai N. Congo red, an amyloid-inhibiting
compound, alleviates various types of cellular dysfunction triggered by mutant protein kinase cy that causes spinocerebellar
ataxia type 14 (SCA14) by inhibiting oligomerization and aggregation. J Pharmacol Sci 2010; 114(2):206-16.

Seki T, Adachi N, Abe-Seki N, Shimahara T, Takahashi H, Yamamoto K, Saito N, Sakai N. Elucidation of the molecular mechanism
and exploration of novel therapeutics for spinocerebellar ataxia caused by mutant protein kinase Cy. J Pharmacol Sci 2011;
116(3):239-47.

Selvaraj S, Sun Y, Singh BB. TRPC channels and their implication in neurological diseases.CNS Neurol Disord Drug Targets 2010;
9(1):94-104.

Shibasaki M, Kurokawa K, Katsura M, Ohkuma S. Direct evidence for the up-regulation of Vps34 regulated by PKCgamma during
short-term treatment with morphine. Synapse 2009; 63(5):365-8.

Skinner PJ, Vierra-Green CA, Clark HB, Zoghbi HY, Orr HT. Altered trafficking of membrane proteins in purkinje cells of SCA1
transgenic mice. Am J Pathol. 2001; 159(3):905-13.

Slater SJ, Ho C, Stubbs CD. The use of fluorescent phorbol esters in studies of protein kinase C-membrane interactions. Chem Phys
Lipids. 2002; 116(1-2):75-91.

Stevanin G, Hahn V, Lohmann E, Bouslam N, Gouttard M, Soumphonphakdy C, Welter ML, Ollagnon-Roman E, Lemainque A,
Ruberg M, Brice A, Durr A. Mutation in the catalytic domain of protein kinase C gamma and extension of the phenotype
associated with spinocerebellar ataxia type 14. Arch Neurol. 2004; 61(8):1242-8.

Steinberg SF. Structural basis of protein kinase C isoform function. Physiol Rev. 2008; 88(4):1341-78.

Stephens M & Donnelly P. A comparison of Bayesian methods for haplotype reconstruction from population genotype data. Am J Hum
Genet. 2003; 73(5):1162-1169.

Stephens M, Smith N, Donnelly P. A new statistical method for haplotype reconstruction from population data. Am J Hum Genet.
2001; 68(4):978-89.

Stephens M & Scheet P. Accounting for Decay of Linkage Disequilibrium in Haplotype Inference and Missing-Data Imputation. Am J
Hum Genet. 2005; 76(3):449-62.

Sunyaev S, Ramensky V, Bork P. Towards a structural basis of human nonsynonymous single nucleotide polymorphisms. Trends
Genet. 2000; 16(5):198-200.

Szentagothai J. & Rajkovits K. (1959). Uber den Ursprung der Kletterfasern des Kleinhimns. Z. Anat. EntwGesch. 121, 130-141.

Tanabe W. Solution structure of the phorbol esters/diacylglycerol binding domain of protein kinase C gamma. RIKEN structural
genomics initiative (RSGI) Submetido (DEC-2007) ao banco de dados PDB

94



Tanaka C, Nishizuka Y. The protein kinase C family for neuronal signaling. Annu Rev Neurosci 1994;17:551-67.

Taroni F, DiDonato S. Pathways to motor incoordination: the inherited ataxias. Nat Rev Neurosci 2004 ;5(8):641-55.

Tavares MADF (1985), Alcoolizagdo crénica e circuito cerebeloso do rato adulto. Estudo morfolégico. Tese doutoramento.
Porto:Universidade do Porto.

Teive HA. Spinocerebellar ataxias. Arch Neuropsiquiatr 2009; 67(4):1133-42.

Terasawa K, Yoshimatsu K, lemura S, Natsume T, Tanaka K, Minami Y. Cdc37 interacts with the glycine-rich loop of Hsp90 client
kinases. Mol Cell Biol 2006; 26(9):3378-89.

Thomas PD, Kejariwal A, Guo N, Mi H, Campbell MJ, Muruganujan A, Lazareva-Ulitsky B. Applications for protein sequence-function
evolution data: mMRNA/protein expression analysis and coding SNP scoring tools. Nucleic Acids Res 2006; 34: W645-W650.

Thomas PD, Kejariwal A. Coding single-nucleotide polymorphisms associated with complex vs. Mendelian disease: evolutionary
evidence for differences in molecular effects. Proc Nat/ Acad Sci U S A 2004; 101(43):15398-403.

Thomas PD, Campbell MJ, Kejariwal A, Mi H, Karlak B, Daverman R, Diemer K, Muruganujan A, Narechania A. PANTHER: a library
of protein families and subfamilies indexed by function. Genome Res 2003 Sep;13(9):2129-41.

Ueno S, Asai H, lkeda M, Kiriyama T, Horikawa H, Furiya Y, Hirano M (Kashihara JP). Oxidative stress increased activities of mutant
protein kinase C gamma, a protein causative for spinocerebellar ataxia type 14, leading to neuronal cell death. 19th Meeting
of the European Neurological Society 20.06.2009 - 24.06.2009.

Umahara T & Uchihara T. 14-3-3 proteins and spinocerebellar ataxia type 1: from molecular interaction to human neuropathology.
Cerebellum 2010; 9(2):183-9.

Untergasser A, Nijveen H, Rao X, Bisseling T, Geurts R, Leunissen JAM. Primer3Plus, an enhanced web interface to Primer3 Nucleic
Acids Research 2007; 35: W71-W74.

van de Warrenburg BP, Notermans NC, Schelhaas HJ, van Alfen N, Sinke RJ, Knoers NV, Zwarts MJ, Kremer BP. Peripheral nerve
involvement in spinocerebellar ataxias. Arch Neurol 2004; 61:257-61.

van de Warrenburg BP, Verbeek DS, Piersma SJ, Hennekam FA, Pearson PL, Knoers NV, Kremer HP, Sinke RJ. Identification of a
novel SCA14 mutation in a Dutch autosomal dominant cerebellar ataxia family. Neurology 2003; 61(12):1760-5.

Verbeek DS, Goedhart J, Bruinsma L, Sinke RJ, Reits EA. PKC gamma mutations in spinocerebellar ataxia type 14 affect C1 domain
accessibility and kinase activity leading to aberrant MAPK signaling. J Cell Sci 2008; 121(Pt 14):2339-49.

Verbeek DS, Knight MA, Harmison GG, Fischbeck KH, Howell BW. Protein kinase C gamma mutations in spinocerebellar ataxia 14
increase kinase activity and alter membrane targeting. Brain 2005; 128(Pt 2):436-42.

Verbeek DS, van de Warrenburg BP, Hennekam FA, Dooijes D, Ippel PF, Verschuuren-Bemelmans CC, Kremer HP, Sinke RJ.
Gly118Asp is a SCA14 founder mutation in the Dutch ataxia population. Hum Genet. 2005; 117(1):88-91.

Visser JE, Bloem BR, van de Warrenburg BP. PRKCG mutation (SCA-14) causing a Ramsay Hunt phenotype. Mov Disord 2007;
22(7):1024-6.

Vlak M, Sinke R, Rabelink G, Dremer B & van de Warrenburg B. Novel PRKCG/SCA14 mutation in a Dutch spinocerebellar ataxia
family: expanding the phenotype. Mov Disord 2006; 21(7):1025-8.

Wang X, Tomso DJ, Liu X, Bell DA. Single nucleotide polymorphism in transcriptional regulatory regions and expression of
environmentally responsive genes. Toxicol Appl Pharmacol 2005; 207(2 Suppl):84-90.

Ways DK, Cook PP, Webster C, Parker PJ. Effect of phorbol esters on protein kinase C-zeta. J Biol Chem. 1992; 267(7):4799-805.

Whaley NR, Fujioka S, Wszolek ZK. Autosomal dominant cerebellar ataxia type |: A review of the phenotypic and genotypic
characteristics. Orphanet J Rare Dis 2011 May 28;6:33.

95


http://nar.oxfordjournals.org/cgi/content/full/34/suppl_2/W645

Whitesell L, Lindquist SL. HSP90 and the chaperoning of cancer. Nat Rev Cancer 2005 Oct;5(10):761-72.

Wieczorek S, Arning L, Gizewski ER, Alheite |, Timmann D. Benign SCA14 phenotype in a German patient associated with a
missense mutation in exon 3 of the PRKCG gene. Mov Disord 2007; 22:2135-6.

Woolsey, Thomas A, Hanaway, Joseph, Gado Mokhtar H (2003), The brain atlas a visual guide to the human central nervous system
(2nd ed.). Hoboken, NJ: Wiley.

Yabe |, Sasaki H, Chen DH, Raskind WH, Bird TD, Yamashita I, Tsuji S, Kikuchi S, Tashiro K. Spinocerebellar ataxia type 14 caused
by a mutation in protein kinase C gamma. Arch Neurol 2003; 60: 1749-51.

Yamaguchi Y, Shirai Y, Matsubara T, Sanse K, Kuriyama M, Oshiro N, Yoshino K, Yonezawa K, Ono Y, Saito N. Phosphorylation and
up-regulation of diacylglycerol kinase gamma via its interaction with protein kinase C gamma. J Biol Chem 2006;
281(42):31627-37.

Yamamoto K, Seki T, Adachi N, Takahashi T, Tanaka S, Hide I, Saito N, Sakai N. Mutant protein kinase C gamma that causes
spinocerebellar ataxia type 14 (SCA14) is selectively degraded by autophagy. Genes Cells. 2010; 15(5):425-38.

Yamashita |, Sasaki H, Yabe I, Fukazawa T, Nogoshi S, Komeichi K, Takada A, Shiraishi K, Takiyama Y, Nishizawa M, Kaneko J,
Tanaka H, Tsuiji S, Tashiro K. A novel locus for dominant cerebellar ataxia (SCA14) maps to a 10.2-cM interval flanked by
D19S5206 and D19S205 on chromosome 19q13.4-gter. Ann Neurol 2000; 48: 156-163.

Yue P, Li Z, Moult J. Loss of Protein Structure Stability as a Major Causative Factor in Monogenic Disease. J Mol Biol 2005;
353(2):459-73.

Yue P, Moult J. Identification and Analysis of Deleterious Human SNPs. J Mol Biol 2006; 356(5):1263-74.

Yue P, Melamud E, Moult J. SNPs3D: Candidate Gene and SNP selection for Association Studies. BMC Bioinformatics 2006;
7(1):166.

Xu R, Pawelczyk T, Xia T & Brown S. NMR structure of a protein kinase C-gamma phorbol-binding domain and study of protein
micelle interactions. Biochemistry 1997; 36(35):10709-10717.

Zhang G, Kazanietz MG, Blumberg PM, Hurley JH. Crystal structure of the cys2 activator-binding domain of protein kinase C delta in
complex with phorbol ester. Cell 1995; 81(6):917-24.

Zeidman R, Lofgren B, Pahiman S, Larsson C. PKCepsilon, via its regulatory domain and independently of its catalytic domain,
induces neurite-like processes in neuroblastoma cells. J Cell Biol 1999; 145(4):713-26

ANEXO0S

96



A. Glossdrio médico

Ataxia - ma coordenagdo dos movimentos. A ataxia pode manifestar-se na posicdo de pé (ataxia estatica), durante a
marcha (ataxia da marcha) ou durante a execugéo de um movimento (ataxia cinética)

Coreia - movimentos involuntarios e irregulares, umas vezes rapidos outras vezes lentos, acompanhados por hipotonia
muscular e perturbagdes da coordenagéo

Diplopia - perturbag&o da visao caracterizada pela percepcédo de duas imagens de um s6 objecto; principal sintoma inicial
da paralisia dos nervos oculomotores.

Disartria - dificuldade da fala devida a perturbacdes motoras dos érgéos da fonagéo: lingua, labios, véu do paladar, etc.,
no caso de afecgdes bulbares e cerebelosas. (adj.: disartrico)

Disdiacocinésia — perturbacao na aptiddo para executar rapida, voluntaria e alternadamente uma série de movimentos
sucessivos e antagénicos. In Infopédia. Dicionério de Termos Médicos da Porto Editora. 2003-2011 Porto
Editora

Disfonia — incapacidade ou dificuldade na fala. In McGraw-Hill Concise Dictionary of Modern Medicine. © 2002, The
McGraw-Hill Companies, Inc.

Dismetria - perturbagcdo da amplitude dos movimentos, visivel sobretudo nos actos sob comando executados
rapidamente (provas dedo-nariz e calcanhar-joelho). Esta perturbagéo encontra-se nas lesdes das vias e centros
cerebelosos. (adj.: dismétrico)

Distonia - perturbagdo do tdnus muscular, da tonicidade de um 6rgdo ou do equilibrio neurovegetativo (com
predominéncia do sistema simpatico ou parassimpatico). (adj.: disténico)

Espasticidade - hipertonia exagerada dos musculos esqueléticos com rigidez e hiperreflexia osteotendinosa. In Infopédia.
Dicionério de Termos Médicos da Porto Editora. 2003-2011 Porto Editora

Fala escandida - diz-se do tipo de fala em que as silabas séo separadas por pausas prolongadas e que se encontra
sobretudo nas afecgdes cerebelosas. Ritmica. In Infopédia. Dicionario de Termos Médicos da Porto Editora.
2003-2011 Porto Editora

Fasciculagao - Contracgao involuntaria ritmica e indolor de um feixe muscular que n&o provoca movimento segmentar.

Fungdes autondmicas — referente as fungdes do sistema nervosa auténomo

Mialgia - dor muscular. In Infopédia. Dicionario de Termos Médicos da Porto Editora. 2003-2011 Porto Editora

Miocimia - condi¢do benigna, frequentemente familiar, caracterizada por contracgbes subitas de fibras musculares que
dao uma aparéncia ondulada & pele sobrejacente. In The American Heritage® Medical Dictionary Copyright ©

2007, 2004 by Houghton Mifflin Company. Published by Houghton Mifflin Company.

Mioclonia - contracg&o breve, rapida e involuntéria de um ou de varios musculos, que se repete com intervalos variaveis.
Observa-se em diversas afecgdes nervosas. (adj.: mioclénico)

Nistagmo - movimentos oculares involuntarios; sucessao de movimentos ritmicos, involuntérios e conjugados, dos globos
oculares, constituida pela alternancia de oscilagbes lentas e rapidas. Também pode ser unilateral. Define-se
convencionalmente o nistagmo pelo sentido da oscilagdo rapida e pela sua direc¢do: nistagmo horizontal,
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vertical, rotatério, multidireccional (misto). O nistagmo pode ser espontaneo (sinal de lesdes do aparelho
vestibular ou das vias nervosas centrais ou periféricas) ou provocado (por certas posigdes, por provas de
exploragao da fungéo vestibular). (adj.: nistagmico)

Nucleo olivar inferior — pequeno conjunto de células nervosas colocadas posterio-lateralmente as pirdmides, abaixo do
nivel da ponte (do tronco encefalico); fonte das fibras trepadoras cerebelosas In Mosby's Medical Dictionary, 8th
edition. © 2009, Elsevier.

Oftalmoparésia — parésia ocular. Ver Parésia
Parésia - paralisia ligeira ou incompleta, que se traduz por diminuigéo da for¢a muscular. (adj.: parético)
Parkinsonismo - tremor, hipocinesia, rigidez € instabilidade postural

Polineuropatia (sensitiva e autondmica) - afecgao sistémica, bilateral e simétrica, dos nervos periféricos, motores e
sensitivos, que se traduz por fraqueza e atrofias musculares progressivas, com arreflexia e perda da
sensibilidade ao nivel das extremidades. Nas formas graves, as perturba¢des podem estender-se a raiz dos
membros, ao tronco e a cabeca. As causas das polineuropatias sdo diversas: toxiinfeccdes, perturbagdes
metabdlicas, avitaminoses, neoplasias. A etiologia também pode manter-se desconhecida

Tetraparésia — parésia nos 4 membros; ver Parésia

Tremor - agitacdo involuntaria e ritmica do corpo ou de parte do corpo (cabega, maos, etc.) de intensidade, amplitude e
rapidez variaveis. O tremor pode ser passageiro ou permanente

Tremor intencional - variedade de tremor cinético caracterizada por oscilagdes irregulares, que aparecem durante um
movimento voluntério e cuja amplitude aumenta a medida que a acg¢do se aproxima do fim. Este tremor é
caracteristico de uma lesao das vias cerebelosas

Sinal de Babinsky - extensdo lenta do dedo grande do pé, associada por vezes a extensdo dos outros dedos (sinal de
leque), provocada pela excitagdo mecanica do bordo externo da planta do pé. Normalmente, esta excitagdo
provoca a flexdo dos dedos do pé (reflexo plantar). Patolégico apds os 18 meses de idade, o sinal de Babinski
esta relacionado com uma leséo do feixe piramidal. (Babinski, Josef Frangois Félix, neurologista de Paris, 1857-
1932)

Sistema nervoso autonomo — por¢do do sistema nervoso relacionado com a regulagdo da actividade do musculo
cardiaco, dos musculos lisos, e gléandulas, geralmente restritas aos sistemas nervosos simpaticos e
parassimpaticos. In Dorland's Medical Dictionary for Health Consumers. © 2007 by Saunders, an imprint of
Elsevier, Inc. All rights reserved.

Sinal extrapiramidal — qualquer de um grupo de doencas marcadas por movimentos involuntarios anormais, alteragdes
no ténus muscular e perturbagdes posturais; o grupo inclui o parkinsonismo, coreia, atetose, entre outros.

Sinal piramidal - qualquer de varios sinais indicando uma condig¢do patoldgica dos tractos piramidais, incluindo o sinal de
Babinsky. In The American Heritage® Medical Dictionary Copyright © 2007, 2004 by Houghton Mifflin Company.
Published by Houghton Mifflin Company.

Sistema extrapiramidal (ou tracto extrapiramidal) — unidade funcional, em vez de anatémica, que compreende os nucleos
e fibras (excluindo os do tracto piramidal) envolvidos nas actividades motoras; controlam e coordenam
especialmente os mecanismos posturais, estaticos, de suporte e locomotores. Inclui o corpo estriado, o nucleo
subtalamico, a substancia nigra, e nicleos vermelhos, as interconexdes com a formac&o reticular, cerebelo e
cérebro; algumas autoridades incluem os nucleos cerebelosos e vestibulares. In Miller-Keane Encyclopedia and
Dictionary of Medicine, Nursing, and Allied Health, Seventh Edition. © 2003 by Saunders, an imprint of Elsevier,
Inc.

98



Sistema piramidal (ou tracto piramidal) - feixe massivo de fibras que t&m origem no cortex motor e gyrus pés-central e
emergem na superficie ventral da medulla oblongata. A maioria das fibras atravessa para o lado oposto na
decussdo das piramides e descem a corda espinhal para enervar os musculos das extremidades. In The
American Heritage® Medical Dictionary Copyright © 2007, 2004 by Houghton Mifflin Company. Published by
Houghton Mifflin Company.

Nota: Com excepgéo das entradas indicadas, as restantes t&m como referéncia o Glosséario Médico do portal Médicos de

Portugal (http://medicosdeportugal.saude.sapo.pt/glossario)
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B. Sequéncias do mRNA da PRKCG e da proteina PKCy

Comparacdo entre as sequéncias do mRNA da PRKCG (>gi|47132626|ref|NM_002739.3| Homo sapiens

protein kinase C, gamma (PRKCG), mRNA) e da proteina PKCy, a negrito (>sp|P05129|KPCG_HUMAN Protein

kinase C gamma type OS=Homo sapiens GN=PRKCG PE=1 SV=3). A numeragdo respectiva encontra-se a
direita das sequéncias (em cima encontra-se a numeracado do aminoacido na proteina, e em baixo, a

numeragdo das bases).

ATG

TTT

AAG

TTC

GTT

GGC

AGC

CAG

AGC

CTG

CGT

AAG

GCC

GAT

AAC

GTG

CCG

TAC

CCC

CCA

GCT

TGC

TTC

ATC

CAT

CCC

AGC

GGC

GTG

GAG

AAC

CTC

ACG

GTG

GAC

GAT

GTG

CCC

TCC

GGA

GGT

AGA

ACC

TGG

CGA

CAG

CCC

ATG

CCC

ATC

CTA

ATC

CTA

GAG

TTC

GGC

GCC

CTG

CCT

CGC

CTG

AAG

GCT

GGT

CGA

ACG

ACC

TCC

CGG

ATT

CCA

AAC

CGC

ATG

TGG

GAT

GAA

TCC

CTG

GGC

GGG

CGC

ATC

TGC

GAC

TTC

TGC

CTG

GCT

CCT

GAC

CCT

CGG

GGG

TAC

GCT

TTG

CCT

CAC

CCC

GCC

TTC

GGA

CAC

GAC

TGC

TCC

TGC

CCC

ATG

CCT

GTG

CTC

GCC

AAG

GAC

TAT

AGT

ATC

GGC

CTG

TTC

AAG

GAA

CCC

GAC

TGC

GGT

ACA

GAC

CGG

TGG

AGC

ATG

TTA

AAC

GAG

CCC

TCC

GTA

AGG

AAG

CAG

TTT

CGG

CAC

TGC

GTG

GCA

CCC

AAC

AAT

GTG

TCC

CTG

TGC

CGG

ACC

GAC

GGC

CAG

CAG

GGC

GTG

AAC

TGT

GAG

GAC

GAT

AAT

CTG

GAG

GAG

TTT

AAC

AGC

GTG

GAC

TTC

GAT

AAG

CCC

CTG

ACC

AAA

GGC

ATG

CAC

GAG

GGT

ACG

ACC

GTG

GGC

CAG

CTC

CGG

CCC

AGC

TCA

GTG

ACC

CAA

TTC

CAC

TCC

AAC

ACC

ATC

CTC

TTT

TGG

GTC

GAG

CTC

ATG

AAG

TTC

GAG

GTC

TTC

TGT

GAG

AAG

CTC

GTG

GAG

CAC

TCT

CAG

GTG

GAC

TCG

GAG

CAG

GGC

CGC

CTC

GGG

CAC

TGC

CAA

TGT

TTC

CTC

CAC

CGC

GTA

GAT

AAG

TTC

TGG

GAG

GGC

AAG

CCC

TGC

ATG

GGA

GAA

AGC

GTC

CCA

CGC

TAC

CGG

CGC

ACT

CCC

ACC

AAC

GAC

CTG

GAG

TTT

TCT

TTC

GTT

CCC

GTC

CAC

TGC

GGC

CTG

GGG

CGC

GGG

GTT

TAT

CGA

CTG

CGG

CTC

TAT

GAG

TCC

TTC

CTA

CGG

AAG

TGC

AGC

GCT

CAT

CTT

TGT

CGC

GGC

GTG

ACG

AAG

ACC

AAG

TAC

GCT

TCT

GGG

GGA

CCC

AGC

ACC

TTT

GGG

AGC

GTG

GTG

CTG

GAG

GTG

CCA

TCC

GCG

AAT

TGT

CCC

GCG

CTG

CAC

GAC

GTG

AAG

TAC

CAC

CGT

CAG

GCC

CTG

AAA

GGG

CGC

CCC

GTG

AAC

ATC

AGT

GGC

18
54

36
108

54
162

72
216

920
270

108
324

126
378

144
432

180
540

198
594

216
648

234
702

252
756

270
810

288
864

306
918

324
972

342
1026

360
1080

100



AGT

ATC

CTG

CAC

GTG

AAG

TTC

ATG

AAC

GCC

TTT

GAC

TCG

GGG

TTT

TTC

CGG

CAG

GCC

TTT

AAG

GTG

TTC

ATG

TTT

TTC

CTG

GTC

CCG

GGA

GAG

CTT

AAG

TTC

AGA

GCG

GCC

CGC

GGG

ATC

GAG

CTC

GAG

AAG

CTT

GAT

TTC

GAG

GTT

GAG

TCC

CGC

CGC

CCC

GCG

GAT

AGC

AAG

TTG

AAA

ACC

TAC

GAG

CAC

GCT

CCC

ATC

CTG

GAG

CGG

CTG

TGG

CGC

CCA

TTC

CCC

GTG

AAA

CGT

CAG

GTC

CCC

AAT

GAG

GGG

ATT

CTG

CTG

GAA

GGC

ATT

CCG

GCG

CAG

ACC

ATG

AAG

GTG

CTC

ACC

CAT

CAG

GGA

ACG

GCC

TAT

TTT

GCC

TCA

GAC

TGT

CTG

GGC

AGC

CTG

GAC

CTG

CAC

GGG

GCA

GGC

CAC

ACA

TAC

GAG

CAG

GTG

GGG

TGG

GGC

ACC

TTC

CCA

GCC

GTG

GCG

TCC

GGA

GCG

ATC

ATC

ACC

CAG

ATG

GCC

GCC

CCT

GAG

CGC

CCT

ACC

GTG

GAG

ATC

CTG

ACC

GAC

TTC

ATC

AAG

CGC

CCC

TTG

ATC

ATC

GAT

CGG

AGC

CCA

TAC

CCT

CGC

GTC

GGG

TTC

TTG

TAC

TAC

ATC

ACC

TAT

GCA

ATG

TGC

GGG

CTG

GGC

GAC

GTG

GTG

AGG

CAG

GGC

CAG

ATG

GCG

AGG

ACT

TTC

GGG

GGA

GAA

AAG

GAA

GAA

GAG

CGC

AAC

CCC

GGC

GAC

CGG

ACC

TAC

GCA

GAC

GAC

TGC

AAG

CAG

CAA

GGG

CCT

CGA

AAC

CTA

CCC

GTC

TCT

GAC

GGT

CCG

CAC

GAA

CTG

TTT

GGG

TCT

CCT

ACT

TTC

ACC

TTG

TTT

GTC

GAC

ATG

GAT

GAT

CCT

GAC

ATT

ATC

AAG

GGC

ACC

GTC

CCC

GTC

CTG

ATC

GAG

GAC

CTG

TTC

TAA

GAG

GTG

GGC

CGC

CAA

GCT

CTG

ATG

CCG

GAT

TTC

ACC

ACC

CGT

ATC

AAG

GCC

GTG

CTC

GAC

GGC

CTG

CAG

ATC

GAC

TGT

GAC

TGG

GAT

TAC

AAG

GCA

CCG

TTC

AGC

CAC

TAC

TGC

CGG

TAT

CTG

GGC

AAT

AAG

TAC

TGG

GGG

CCC

CAC

CAT

CCT

TTC

ATC

CCG

A
GCC

ACG

CCC

TTC

GGC

CTC

GTG

GAG

ATA

TCC

GAG

AAG

CCA

GGC

CCT

ACG

GAC

GAT

378
1134

396
1188

414
1242

432
1296

450
1350

468
1404

486
1458

504
1512

522
1566

540
1620

558
1674

576
1728

594
1782

612
1836

630
1890

648
1944

666
1998

684
2052

698
2094

101



C. Caracterizagdo das amostras estudadas

Tabela 10 - Resumo do quadro clinico apresentado pelos doentes estudados.

Os doentes 1 a 54 possuem histdria de ataxia dominante; o doente 56 possui apenas um irm&o afectado e os restantes ndo possuem outros elementos afectados na familia. n/a, nao disponivel

©
‘3 Testes efectuados Sintomas & é K 2
g S B g E
[=) = 2 s £
o

1 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,8,10,12,17, DRPLA; FHM/EA-2; FRDA Ataxia cerebelosa, tosse sem informag&o 63
2 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,8,10,12,17, DRPLA; FHM/EA-2; FRDA Ataxia cerebelosa; alteracdes oculo-motoras; alteracdes extra-piramidais; tosse sem informagéo 52
3 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,17, DRPLA Paraparésia espastico ataxica sem informag&o 30
4 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,8,10,12,17, 28, DRPLA Disartria inicial; ataxia e desequilibrio sem informag&o 18
5 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,8,12,17, 28, DRPLA Disartria inicial; ataxia cerebelosa e desequilibrio; enxaqueca sem informagao 20
6 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,8,10,12,17, 28, DRPLA Disartria inicial, ataxia sem informag&o 40
7 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,12,17, 28, DRPLA Disartria inicial, ataxia sem informag&o 31
8 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,10,12,17, DRPLA Ataxia cerebelosa lentamente progressiva; sinais piramidais bilaterais sem informag&o ~55
9 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,10,12,17, DRPLA Ataxia cerebelosa progressiva Sim ~52
10 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,8,10,12,17, 28, DRPLA; FHM/EA-2 Ataxia pura; tosse sem informag&o 60-65
11 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,10,12,17, DRPLA Ataxia cerebelosa sem informagéo nla
12 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,10,12,17, DRPLA Disartria inicial; ataxia cerebelosa progressiva pura sem informag&o 60
13 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,8, 10,12,17, 28, DRPLA Ataxia cerebelosa e desequilibrio; disartria; tosse Sim 67
14 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,10,12,17, DRPLA Ataxia acentuada sem informagéo 70
15 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,10,12,17, DRPLA Ataxia nos membros superiores; diminuicdo forga muscular nos membros inferiores e dificuldades na marcha sem informag&o 40
16 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,10,12,17, 28, DRPLA; FHM/EA-2 Ataxia episodica; tosse sem informag&o 4
17 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,10,12,17, DRPLA Ataxia e tremor de evolugdo progressiva sem informagao 50
18 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,10,12,17, DRPLA Ataxia cerebelosa progressive sem informag&o 20
19 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,10,12,17, DRPLA Ataxia e disartria de evolugéo progressiva sem informacéo 61
20 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,10,12,17, DRPLA Sindrome cerebeloso estatico e cinético; dificuldades progressivas na marcha; tremor sem informagao 50
21 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,10,12,17, 28, DRPLA Ataxia; nistagmo paroxistico; tremor distal das méos sem informagéo 44-45
22 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,10,12,17, DRPLA Desequilibrio progressivo; polineuropatia sensitiva e autonomica; sem sinais piramidais sem informag&o 49
23 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,10,12,17, DRPLA Ataxia da marcha; tetraparésia; mialgias sem informacéo 63
24 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,10,12,17, DRPLA Ataxia axial sem informag&o 67
25 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,10,12,17, DRPLA Ataxia e disartria de evolugao progressiva sem informag&o ~55
26 SCAs 1,2,3/DMJ,7,12,17, 28, DRPLA; FHM/EA-2 Ataxia; tosse sem informag&o n/a
27 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,10,12,17, DRPLA Sindrome cerebeloso puro, de predominio nos membros inferiores sem informagao 57
28 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,10,12,17, DRPLA Ataxia cerebelosa acentuada; marcha atéxica; disartria ligeira; nistagmo sem informag&o 28
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29 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,10,12,17, DRPLA Ataxia appendicular sem informag&o 56
30 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,10,12,17, 28, DRPLA Tosse inicial; ataxia sem informagéo 30
31 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,10,12,17, DRPLA Quadro cerebeloso de evolugéo progressiva sem informag&o 30
32 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,10,12,17, 28, DRPLA Disartria inicial; desequilibrio da marcha de agravamento progressivo; perturbagdes de memoéria sem informag&o 38
33 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,10,12,17, DRPLA Ataxia da marcha e disartria de agravamento progressivo Sim 60
34 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,10,12,17, DRPLA Ataxia cerebelosa com desequilibrio na marcha de agravamento progressivo sem informag&o 51
35 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,10,12,17, DRPLA; FRDA; DH Ataxia da marcha, disartria, ligeiro défice cognitivo, movimentos coreicos da cabega, de evolugdo progressiva sem informag&o 51
36 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,10,12,17, DRPLA Ataxia; dismetria bilateral Sim 40
37 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,10,12,17, DRPLA Ataxia cerebelosa, axial e apendicular; disartria; polineuropatia periférica axonal sensitiva sem informag&o 50
38 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,10,12,17, DRPLA Ataxia da marcha e segmentar, de evolugdo progressiva; sem alteragdes piramidais sem informag&o 53
39 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,10,12,17, DRPLA Disartria; disfagia; mioclonias Sim 26
40 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,10,12,17, DRPLA Ataxia estatica e cinética; tremor intencional sem informag&o 20
41 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,17, DRPLA Ataxia cerebelosa; disartria sem informagéo 60
42 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,10,12,17, DRPLA Sem informagédo Sim 48
43 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,10,12,17, DRPLA Sindrome depressivo, dificuldade de concentracéo, ansiedade; disfuncéo urinaria Sim n/a
44 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,17, DRPLA Ataxia cerebelosa de evolugao progressiva sem informag&o nla
45 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,10,12,17, 28, DRPLA; FHM/EA-2 Disartria inicial e desequilibrio de instalagéo e evolugéo progressivas sem informagao 35
46 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,10,12,17, DRPLA Ataxia cerebelosa; sem atrofia Optica, alteragdes oculares ou deterioragdo cognitiva sem informag&o 30
47 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,10,12,17, DRPLA Ataxia apendicular e marcha atéaxica, de evolugao progressiva; nistagmo; voz escandida sem informagéo 40
48 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,17, DRPLA Ataxia da marcha; disartria cerebelosa ligeira; sem sinais piramidais Sim 55
49 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,17, DRPLA Ataxia da marcha, disartria cerebelosa, sem nistagmo; tremor cefalico das mé&os e pés, de evolugéo progressiva sem informagao 32
50 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,10,17, DRPLA Ataxia; disartria ligeira; dismetria sem informagao 2

51 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,17, DRPLA Ataxia progressiva; disartria; espasticidade sem informag&o 63
52 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,17, DRPLA Ataxia cerebelosa pura (ataxia segmentar e disartria), lentamente progressiva sem informag&o nla
53 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,10,12,17, DRPLA; PAF Ataxia cerebelosa de evolugao progressiva; polineuropatia sensitiva grave sem informagéo 63
54 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,10, 17, DRPLA Alteragdo na sensibilidade dos membros; tremor sem informagao nla
55 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,10,12,17, DRPLA Desequilibrio marcado com perturbagdes da marcha; voz escandida; tremor intencional Sim 46
56 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,10, 17, DRPLA Ataxia axial e apendicular e disartria de evolugao progressiva; diabetes sem informagéo 54
57 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,10, 17, DRPLA; FRDA Ataxia axial; hipersensibilidade dptica sem informagéo n/a
58 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,10, 17, DRPLA Ataxia cerebelosa; polineuropatia sem informag&o nla
59 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,10,12,17, DRPLA Ataxia cerebelosa, ataxia da marcha e nistagmo; polineuropatia sensitiva Sim 52
60 SCAs 1,2,3/DMJ,6,7,10,12,17, DRPLA Ataxia; nistagmo; tremor e parkinsonismo sem informacéo 51
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Tabela 11 - Mutagdes descritas (incluindo as identificadas neste trabalho) responsaveis pela SCA14. Sao apresentadas as localizagbes no transcrito € na proteina, idade de inicio da doenga, principais
sintomas, presenca/auséncia de atrofia cerebelosa e idade de portadores assintomaticos. (Legenda: n/a, ndo indicado; ?, dvidas quanto & presenca; nl, normal; + presenca, - auséncia; A, aumento; D, diminuigdo) (Adaptado de Chen et

al, 2011)
Mutagbes ) = L " §
no gene PRKCG = 2 € ° S 9 « 0w B
g/ PKCy Dom L‘:’ é E o © Ec; 8 2 = 15 2; g £ 22" 4 § g g g Referéncia
2| 5€ |e| E |5 8 |Es|Z3| g% 28§ 55| 65| ::
Subst. Nucleot. Subst.aa na PKCy | 9 E g T £ % H z a 8 g 5| €2 .,% % T O @ =g ] £ £
& PRy | 8 & S 3 z| 8 | 538 s EQ |58 88 520 ce | 23|84%
c.62C>T p.R21K 1 Vi F 5 n/a| n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a |Rentschler, 2010
€.122G>C p.R41P 1 C1A F 46(29-58) | 4 + _ _ _ _ nl + 66  |Chen etal., 2005
c.146G>T p.C49Y 1 C1A F 30 + - + - + Ni _ dificuldades de concentragdo n/a + n/a  |Rentschler, 2010
c.188G>T p.G63V 2 C1A F Infancia-50 | 4 3/5 1/5 _ - Nd - 1 distonia; 1 disfagia A + Nolte et al., 2007b
c.197G>A p.Ce6Y 2 C1A F 69 n/al n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a |Rentschler, 2010
C.229T>A p.C77S 3 C1A F 40 (26-56) + | lligeira | 1ligeiro - - S - dismetria n/a + Wieczorek et al., 2007
c.234C>A p.H78Q 3 C1A F 53 (40-60) | 4+ + - - - n/a - disartria inicial n/a n/a n/a |Este estudo
c.del296-301acaaac |p.Lys100-His101del | 4 C1B E 38 + + + - - - - - A + n/a__ [Chen et al., 2005
C30105T 0 HI01Y 4 1B . 31 (10:50)' + + + - - - - - A/D + 20s  [Chen etal., 2003
Adolescéncia n/a n/a _ + - _ psicose n/a + Nolte et al., 2007a
c.303C>G p.H101Q 4 C1B F 32 (20-40) + + 4/6 _ _ _ _ 3 dismetria; 2 disfagia;1 disfonia n/a + 25,26 |Alonso et al., 2005
¢.319A>G p.S107G 4 CiB F 54 + + + - - n/a - dificuldades na escrita n/a + Este estudo
c.341G>A p.C114Y 4 CiB F 29 (17-37) + + 2/5 - 2/5 - 1/5 reflexos extensores plantares nl/A + Klebe et al., 2005
c.374A>C p.H116P 4 CiB F 32 n/a + n/a n/a n/a n/a n/a disartria inicial n/a +? Rentschler, 2010
c.349T>A p.C117S 4 C1B F 70 + ? ? n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a__|Este estudo
€.353G>A p.G118D 4 c18 F ( :569) + o+ + 3/25 s | 2 - distonia nli/A/D | 4 ‘Z’Zf(‘)s‘;‘f/il’;’:rf,f;gg;;%oigfj 2‘(’)2';396‘('
¢.355T>C p.S119P 4 C1B F 42 (35-51) + + - _ _ + _ A + Chen et al., 2003
c.356C>T p.S119F 4 C1iB F 53 (14-70) + _ _ _ _ _ 1/5 1/5 epilepsia nl/A + Hiramoto et al., 2006
c.367G>A p.G123R 4 CiB F 48 (40-60) + +/. 2/3 _ _ - 1/3 1 surdez n/a + Klebe et al., 2005
.368G>A p.G123E 4 c1B F 36(24-48) | 4| 4. - 1/2 1/2 - + n/a + Klebe et al., 2005
c.380A>G p.Q127R 4 CiB F 28 (12-42) + + + 5/11 _ _ - dismetria D + 44,70 |Yabe etal., 2003
E 22,44 + + + - - - 1 dificuldades na escrita nl + Chen et al., 2003;
c.383G>A p.G128D 4 CiB - — - - - - -
F 32(20-49) |1/3| 1/3 2/3 2/3 2/3 1 dificuld.escrita; 1distonia+vertigem A - 2006; Miura et al., 2009
€.3917>C p.C131R 4 C1B F Infancia-50 | 4 + - - + - - n/a + Dalski et al., 2006
c.392G>A p.C131Y 4 C1B F 18-50 + + _ _ - _ - - A + Klebe et al., 2007
c.413T>A p.V138E 5 C1B F 22 (3-45) + +/. + 1/7 2/7 2/7 - reflexos extensores plantares nl/A + Vlak et al., 2006
C.417C>A p.H139Q 5 C1B F 28 (10-45) + | 10+/3- | 6N/13 - 15/13 | 6-/13 1? Koht et al., 2011
€.449,450 ge>tt p.C150F 5 CiB F 31(19-44) + +/- + _ 1/6 4/6 - A + Fahey et al., 2005
c.1078G>A p.G360S 10 c3 F 36 (20-53) + +/. - - + - - fasciculagées n/a + Klebe et al., 2005
c.1081A>G p.S361G 10 c3 F 28(5-60) | 4 + - - - - - nl + Chen et al., 2005
C1927T5C 0 F643L 18 ACG—cir?ase ; 34 (Inf-60) + | 10+/3- | 10S/8N | Mc. facial | 4/18 4/18 | 13/ 18 2 reflexos extensores plantares A + - Stevanin et al., 2004;
C-terminal 20 + _ _ _ + _ n/a Klebe et al., 2005
c.2075T>G p.V692G 18 V5 F 15 + + _ _ 2/2 - N/A reflexos extensores plantares A + Klebe et al., 2005
€.2089_2192del p.M697I_ex13 18 V5 F Inf-60 + n/a n/a 1/3 + n/a - D + 45,47 |Asaietal., 2009

104



D. Estrutura e frequéncias dos haplétipos estimados pelo programa PHASE na série de doentes estudada

Tabela 12 - Estrutura e frequéncias dos haplétipos estimados pelo programa PHASE, para o total de doentes estudados. A amarelo
encontram-se os 7 haplétipos onde sera possivel encontrar os alelos com as mutagdes SCA14 (a vermelho)

SNPs
c.72C | c.207 | c.234 | ¢.285 | c.319A | c.349T | ¢.397+ | ¢.529+ | c.567 | c.686+ | c.1093- | c.1281+ | c.1437- | c.1497 | c.1575+ | c.1905+
>T/ C>T/ C>A/ C>T/ >G/ >A/ 55 29 T>C/ 14 92 26 64 T>C/ 28 72
p.A24 | p.C69 | p.H78 | p.D95 | p.S107 | p.C11 p.N18 p.F499
A C Q D G 75 G>A G>A oN T>G G>C G>T T>C r T G>C Freq. Erro
Pos. 59077 | 59079 | 59079 | 59079 | 59084 | 59084 | 59084 | 59085 | 59086 | 59086 | 590934 | 590937 | 590956 | 59095 | 590958 | 591015 | estim | Padr
GRCh37 | 632 231 258 309 737 767 870 112 777 910 14 20 13 737 43 96 adas do
Local. Exdo Exdo3 | Exdo3 | Exdo 3 Exdo Exdo Intrdo | Intrdo Exdo 6 intrdo Intrdo Intrdo Intrdo Exdo Intrdo Intrdo
gene 1 Xd0 3 | £Xa0 3 | EXd0 4 4 45 | 55 |7°°% 65 | 113 | 115 | 143 14 145 | 175
1 T c c C A T G G T G G T T T c G 0.4511  0.011
2 T c c C A T G G T G G T T T c C 0.0222  0.005
3 T c c C A T G G T G G T T T T G 0.0012  0.003
4 T C C C A T G G T G G G T T c G 0.0024  0.003
5 T C C C A T G G T G [« T T T c G 0.0039  0.007
6 T C C C A T G G T T G T T T c G 0.0084  0.001
7 T C C C A T G G [¢ G G T T T c G 0.0084  0.001
8 T c c C A T G G C T G T T T c G 0.2801  0.010
9 T c c C A T G G C T G T T T c C 0.0320  0.005
10 T c c C A T G G C T G T T T T C 0.0005  0.002
11 T c c C A T G G C T C T T T c G 0.0445  0.008
12 T C C C A T G A T G G T T T c G 0.0001  0.001
13 T C C C A T G A [¢ T G T T T c G 0.0002  0.001
14 T C C C A T A G T G G T T T C G 0.0083  0.000
15 T c C C A A G G T G G T T T [¢ G 0.0083  0.000
16 T (¢ (¢ (@ G T G G T G G T T T [« C 0.0042  0.004
17 T (¢ (¢ (@ G T G G C T G T T T [« c 0.0041  0.004
18 T c c T A T G G T G G T T T c G 0.0031  0.004
19 T c c T A T G G T G G T T T c C 0.0014  0.003
20 T C C T A T G G [¢ T G T T T c G 0.0016  0.003
21 T C C T A T G G [¢ T G T T T c C 0.0025  0.003
22 T C C T A T G A T G G T T T c G 0.0093  0.005
23 T C C T A T G A T G G T T c c G 0.0010  0.002
@ 24 T c c T A T G A T G G T C T c G 0.0011  0.002
g. 25 T c c T A T G A T G G T [« c c G 0.0021  0.003
o 26 T c c T A T G A T G G G T T c G 0.0003  0.001
& 27 T c c T A T G A T G G G T c c G 0.0002  0.001
T 28 T C C T A T G A T G G G C T C G 0.0002  0.001
29 T C C T A T G A T G G G C C C G 0.0005  0.002
30 T C C T A T G A C T G T T T C G 0.0008  0.002
31 T C A © A T G G T G G T T T C G 0.0014  0.003
32 T (¢ A (@ A T G G C T G T T T [« G 0.0013  0.003
33 T T c C A T G G T G G T T T c G 0.0013  0.003
34 T T C C A T G G C T G T T T c G 0.0014  0.003
35 T T A (@ A T G G T G G T T T [« G 0.0027  0.003
36 T T A c A T G G C T G T T T C G 0.0027  0.003
37 C C C C A T G G T G G T T T C G 0.0516 0.007
38 C C C C A T G G T G G T T T T G 0.0146  0.004
39 C C C C A T G G T G G T T C C G 0.0002  0.001
40 c c c C A T G G T G G T C T c G 0.0002  0.001
41 c c c C A T G G T G G T C c c G 0.0003  0.001
42 c c c C A T G G T G G G T T c G 0.0081  0.005
43 c c c C A T G G T G G G T c c G 0.0011  0.002
44 C C C C A T G G T G G G C T C G 0.0010  0.002
45 C C C C A T G G T G G G C C C G 0.0022  0.003
46 C C C C A T G G T G C T T T C G 0.0006  0.002
47 C C C C A T G G C T G T T T C G 0.0016 0.003
48 c c c C A T G G C T G T T T T G 0.0001  0.001
49 c c c C A T G G C T C T T T c G 0.0008  0.002
50 c c c C A T G A T G G G [« c c G 0.0000  0.000
51 c c c T A T G A T G G T [« c c G 0.0001  0.000
52 C C C T A T G A T G G G C C C G 0.0001  0.000
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