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Resumo

O cancro do coélon e recto familiar do tipo X (FCCTX) descreve as familias HNPCC que preenchem
os CA mas ndo apresentam mutagdes germinais nos genes MMR e cujos tumores sdo microssatélites
estaveis. Ndo sdo ainda conhecidas causas moleculares que expliquem a susceptibilidade para o
desenvolvimento de cancro do cdlon na grande maioria das familias FCCTX. Assim, o presente
projecto pretendeu identificar genes candidatos/variantes especificas em genes candidatos que possam
estar envolvidos na susceptibilidade para o cancro do célon e recto familiar do tipo X (FCCTX).

Foram incluidas neste estudo e foco principal das varias analises, 15 familias FCCTX. Com base
em resultados prévios do grupo e numa possivel interac¢do com o gene MSHG6, foi estudada a
contribui¢do de alteragdes genéticas germinais no gene FBXOII para a susceptibilidade para o
FCCTX, por sequenciagdo de Sanger, analise de copy-number ¢ de expressdo na linha germinal. Para
as mesmas familias foi efectuada uma caracterizacdo a nivel germinal de dois subgrupos de familias
FCCTX, correspondentes a duas entidades moleculares previamente identificadas pelo grupo (TSG' e
TSG"), através de sequenciagdo de nova geragdo utilizando um painel multigénico de 94 genes que
conferem risco aumentado para cancro. Com base nos resultados desta analise foi seleccionado um
sub-grupo de genes, que foram analisados para 78 individuos index adicionais de potenciais familias
FCCTX. Para uma familia, mais informativa, do grupo TSG-, foi avaliado o potencial caracter
patogénico de variantes genéticas especificas em genes candidatos para a susceptibilidade para o
FCCTX, obtidas através de whole exome sequencing (WES), de modo a identificar mutacdes que
possam predispor para esta condigdo hereditaria. Com esta finalidade foi efectuada analise
bioinformatica e analise in silico para seleccdo de variantes candidatas seguida de analise de
segregagdo com a doenga na familia em 9 de individuos afectados e 3 ndo afectados.

Os resultados obtidos da analise mutacional, de expressdo e de copy-number ndo revelaram
qualquer contribuicdo do gene FBXOII para o FCCTX. A analise do painel multigénico para as
familias FCCTX identificou muta¢des em genes que codificam para proteinas associadas a vias de
reparagdo do DNA associadas a recombina¢do homologa em 7/17 (47%), mas apenas em familias com
tumores com assinatura molecular TSG'. Muta¢des nestes genes foram também identificadas num
subgrupo de potenciais familias FCCTX (29/78, 37%), o que podera vir a ser importante para o
manejo clinico destas familias. A analise das variantes provenientes da sequenciagdo do exoma numa
familia FCCTX, permitiu a seleccdo de 43 variantes, das quais, apds completa analise in silico e de
segregacgdo, se seleccionaram 6 variantes nos genes MTMR3,DUSP12,LGR6,SMG7,TASIRI e NEK7,
como contribuindo possivelmente para o FCCTX. A identificagdo de mais do que uma variante
genética em algumas familias parece estar de acordo com um modelo do FCCTX como uma doenga

poligénica.

Palavras-Chave: FCCTX, Genes de Susceptibilidade, FBXO1!1, Sequenciagdo de Exoma

vil



viil



Abstract

Familial colorectal cancer type X (FCCTX) defines families that fulfil the Amsterdam criteria, but
without any germline mutation in the DNA mismatch repair genes and whose tumours do not present
microsatellite instability. However, the hereditary genetic basis for this disease is not defined yet.
Thus, the present project aimed to identify candidate genes/specific variants in candidate genes that
may be involved in susceptibility to FCCTX.

We included in this study 15 FCCTX families that were the main focus of the various analyses.
Based on previous results and in its possible interaction with the MSH6 gene, the contribution of
germline genetic alterations in the FBXOI1 gene for susceptibility to FCCTX was studied by Sanger
sequencing, copy-number analysis and gene expression at the germline level. For the same families, a
germline characterization of two subgroups of FCCTX families, corresponding to two molecular
entities previously identified (TSG + and TSG-), was carried out through new generation sequencing
using a multigene panel of 94 genes that confer increased risk for cancer. Based on the results of this
analysis, a subgroup of genes was selected, which were analyzed for 78 additional index subjects from
potential FCCTX families. For a more informative family from the TSG- group, the potential
pathogenicity of specific genetic variants in candidate genes for susceptibility to FCCTX, obtained
through whole exome sequencing (WES), was evaluated in order to identify mutations that may
predispose for this hereditary condition. For this purpose, bioinformatic and in silico analysis were
performed for selection of candidate variants, followed by segregation analysis with the disease in the
family in 9 affected and 3 unaffected relatives.

Results obtained from mutational, expression and copy-number analysis did not reveal any
contribution of the FBXO11 gene to FCCTX. Multigene panel analysis for FCCTX families identified
mutations in genes that code for proteins associated with homologous recombination-DNA repair
pathways in 7/17 (47%), but only in families with TSG + molecular signature tumours. Mutations in
these genes were also identified in a subgroup of potential FCCTX families (29/78, 37%), which may
be important for the clinical management of these families. Analysis of the variants obtained from the
exome sequencing in an FCCTX family allowed the selection of 43 variants, which, after complete in
silico and segregation analysis, enabled the selection of 6 variants in the MTMR3, DUSP12, LGRG,
SMG7, TASIRI1 and NEK7 genes as possibly contributing to FCCTX. The identification of more than
one genetic variant in some families appears to be in agreement with a model of FCCTX as a

polygenic disease.

Keywords: FCCTX, Susceptibility Genes, FBXO11,Exome Sequencing
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1. Introducio

1.1. Cancro do célon e recto

O cancro do colon e recto (CCR) ¢é considerado mundialmente o quarto cancro mais mortal, a
seguir ao cancro do pulmao, estdmago ¢ figado (Ong et al., 2014). Em Portugal, o CCR ¢ o segundo
com maior incidéncia, a seguir ao cancro da mama nas mulheres e ao cancro da prostata nos homens, e
a segunda causa de morte devida a cancro (Brandao e Lage, 2015). O CCR afecta igualmente ambos
0s sexos, mas apresenta uma distribuicdo geografica assimétrica, com a incidéncia a revelar-se
superior nos paises desenvolvidos (Watson ¢ Collins, 2011). As causas subjacentes ao CCR sdo
complexas e heterogéneas. O risco para CCR depende de factores ambientais, nomeadamente uma
dieta enriquecida em carne vermelha, consumo excessivo de alcool ou sedentarismo, mas também de
factores genéticos (Roper ¢ Hung, 2013). Aproximadamente 70% dos casos de CCR sdo esporadicos
enquanto os restantes 30% estdo associados a uma componente familiar (Gimena-Garcia et al., 2015).
Destes, apenas 5% estdo relacionados com sindromes hereditarias bem caracterizadas clinica e
molecularmente, enquanto os restantes 25% tém causa molecular desconhecida podendo estar
associados a genes de baixa penetrancia (Jasperson et al., 2010).

O desenvolvimento tumoral ¢ desencadeado por uma acumulagdo de alteragdes genéticas que
levam a desregulacdo de processos celulares essenciais como a proliferacdo, diferenciagdo celular e
apoptose (Watson e Collins, 2011). E assim essencial compreender os eventos moleculares
subjacentes ao CCR para uma melhor prevencdo da doenca, diagnostico e plancamento de estratégias

de tratamento (Roper e Hung, 2013).

1.2. Mecanismos subjacentes a carcinogénese do CCR

1.2.1. A sequéncia adenoma-carcinoma

Em 1990, Fearon ¢ Vogelstein propuseram um modelo para a tumorigenese coloretal, denominado
por sequéncia adenoma-carcinoma que descreve o processo necessario para o desenvolvimento de
CCR. Neste modelo, a progressdo tumoral ocorre através de uma série de eventos genéticos, ¢
consequentemente histologicos, com inicio na transformag¢ao do epitélio codlico normal num adenoma
e posteriormente num carcinoma (Pino e Chung, 2010) (Roper e Hung, 2013).

Segundo este modelo, a inactivacdo do gene APC (adenomatous polyposis coli), € essencial para a

iniciacdo tumoral, sendo este o primeiro evento genético a ocorrer. O gene APC participa na via de



sinalizagdo WNT (figura 1.1.) e é responsavel pela regulacdo da localizagdo da B-catenina. A proteina
APC faz parte de um complexo proteico (juntamente com a AXIN2, GSK3 (glycogen synthase kinase
3) e CKI1 (casein kinase 1)) encarregue de fosforilar a P-catenina para posterior degradagdo no
proteossoma. A inactivagdo do APC permite a acumulagdo da B-catenina no citoplasma, a qual é
posteriormente translocada para o nucleo, onde executa o seu papel de factor de transcri¢do na
activacdo de genes associados a proliferacdo e diferenciagdo celular. A activacdo destes genes ¢
responsavel pela alteragdo da homeostasia no epitélio colico, devido a acumulagdo de células em
proliferacdo, ndo diferenciadas, na cripta, o que origina a formagao de um adenoma (Armaghany et al.,

2012) (Basu et al., 2016) (Schepers e Clevers, 2012).
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Figura 1.1. Esquema representativo da via de sinalizagio WNT. A esquerda: a via encontra-se
na forma inactiva com consequente degradagdo da B-catenina no proteosoma; A direita: a via
encontra-se na forma activa, ocorrendo acumulagdo de P-catenina no citoplasma, a qual é
translocada para o nucleo e promove a activagdo de genes alvo. (adaptado de: Pino e Chung,
2010)
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Figura 1.2. Sequéncia adenoma-carcinoma e os varios genes e mecanismos envolvidos (adaptado de:
Kerr, 2003)

Associado a progressao do adenoma, ocorre a activagdo do proto-oncogene KRAS (Kirsten Rat
Sarcoma Viral Oncogene Homolog), o qual faz parte da via MAPK (MAP kinase) que € essencial para
a regulagdo da proliferagdo celular, diferenciacdo e apoptose (figura 1.2). Em seguida, estdo descritas
alteracdes no gene TP53 (tumor protein p53), um gene supressor de tumor envolvido nas principais
vias de regulacdo celular, como a apoptose, regulacdo do ciclo celular, angiogénese, diferenciagdo e
migragdo celular. A perda de fungdo da proteina p53 ocorre em cerca de 50-75% dos CCR, o que
sugere que a inactivacdo bi-alélica (mutagdes e/ou perda de heterozigotia (LOH)) deste gene tem um
papel crucial na transi¢do de adenoma para carcinoma. Em estadios avangados podem ainda ocorrer
outras alteracdes, sendo as mais frequentes a LOH em 18q, onde se localizam genes associados a via
TGF-B (transforming growth factor beta) como o SMAD4 (SMAD Family Member 4), o SMAD?2
(SMAD Family Member 2) e o gene DCC (DCC netrin 1 receptor) (Armaghany et al., 2012) (Roper ¢
Hung, 2013).

1.2.2. Vias de instabilidade envolvidas no CCR

Para o desenvolvimento do CCR s@o necessarios multiplos eventos genéticos, sendo que a
instabilidade genomica ¢ actualmete reconhecida como uma caracteristica celular essencial que
acompanha a aquisicdo destas mutagdes. Na base da iniciagdo e progressdo tumoral de CCR estdo
descritas trés vias de instabilidade gendmica, que diferem a nivel genético e consequentemente nas

manifestacdes clinicas e patologicas: a via da instabilidade cromossémica (CIN), a via da instabilidade



de microssatélites (MSI) e a via do fendtipo metilador das ilhas CpG (CIPM) (Pino e Chung, 2010)
(Colussi et al.,2013).

A via CIN ¢é a mais frequente, encontrando-se associada a cerca de 65-70% dos CCR esporadicos,
os quais exibem um elevado nimero de perdas/ganhos da totalidade ou porgdes dos cromossomas,
resultando em aneuploidia e frequente perda de heterozigotia (Roper e Hung, 2013). No geral, os
tumores que seguem a via CIN estdo associados a um pior progndstico, comparativamente com os que
seguem a via MSI (Colussi et al., 2013).

A MSI ¢ detectada em cerca de 15% dos casos de CCR e caracteriza-se pela presenga de erros em
regides repetitivas, abundantes no genoma, denominadas de microssatélites. Durante o processo de
replicacio do DNA, estas regides sdo especialmete propicias a erros de slippage pela DNA
polimerase, os quais sdo corrigidos pelo sistema de reparacdo de DNA do tipo mismatch (MMR). Na
presenca de um sistema deficiente, estes erros ndo sdo corrigidos resultando na chamada instabilidade
de microssatélites, que se traduz pela presenca de uma sequéncia de microssatélites com um tamanho
diferente, na célula tumoral quando comparada com a célula normal. A inactivagdo do sistema MMR
resulta de mutagdes nos genes MSH2 (MutS Homolog 2), MLHI (MutlL Homolog 1), MSH6 (MutS
Homolog 6) e PMS2 (PMSI1 Homolog 2), que quando ocorrem a nivel germinal sdo responsaveis pela
sindrome de Lynch (representa 3% dos casos de CCR com MSI) ou por hipermetilagdo do promotor
do gene MLHI (associado a maioria dos CCR esporadicos que apresentam MSI) (Boland e Goel,
2010) (Church et al., 2016).

A CIMP apresenta-se como a terceira via de instabilidade genomica associada a progressdo
tumoral no CCR. Esta consiste na metilagdo aberrante (adicdo de grupos metil) das sequéncias
dinucleotidicas CpG que se encontram, normalmente, nas regides promotoras e/ou nos primeiros
exOes/introes dos genes. Este evento epigenético leva ao silenciamento transcricional, afectando a
expressdo de varios genes envolvidos em processos celulares essenciais como a regulagdo do ciclo
celular, apoptose, diferenciacdo e proliferacdo celular. Cerca de 20% - 30% dos CCR apresentam um
fenotipo CIMP, sendo as caracteristicas clinicas similares as associadas aos CCR que apresentam MSI.
De notar que, contrariamente ao que acontece nas outras vias de instabilidade genomica, na CIMP a
lesdao precursora ¢ um polipo serreado e ndo um polipo adenomatoso. (Church et al.,2016) (Ashktorab

e Brim, 2014).

1.3 Sindromes hereditarias associadas ao CCR

As sindromes hereditarias de CCR dividem-se segundo a sua etiologia genética e manifestagoes
clinicas, em dois grandes grupos: sindromes associadas a polipose e cancro do cdlon e recto

hereditario ndo associado a polipose (HNPCC).



1.3.1 Sindromes associadas a polipose

Das sindromes associadas a polipose fazem parte a polipose adenomatosa familiar (PAF), a
polipose adenomatosa familiar atenuada (APAF), a polipose adenomatosa associada ao gene MUTYH
(PAM), a polymerase proofreading associated polyposis (PPAP), a polipose serreada (PS) e a polipose
hamartomatosa.

A polipose adenomatosa familiar (PAF) é uma condigdo hereditaria autossémica dominante
causada por mutagdes germinais no gene APC. Esta sindrome define-se pela presenca de mais de cem
adenomas adenomas por todo o célon (frequentemente centenas a milhares), os quais, se ndo forem
removidos conduzem a um risco aumentado de CCR que se aproxima de 100% na 4* década de vida.
Adicionalmente, os individuos com PAF podem também apresentar manifestagdes extracolicas como:
tumores duodenais, polipos gastricos, tumores desmoides, hipertrofia congénita do epitélio pigmentar
da retina (CHRPE), osteomas e carcinoma papilar da tirdide. O desenvolvimento tumoral esta
associado a via CIN.

A polipose adenomatosa familiar atenuada (APAF) é uma condigdo menos severa que a PAF,
também causada por mutacdes germinais no gene APC. Esta caracteriza-se por um menor numero de
adenomas (inferior a 100), diagndstico numa idade mais tardia mas também com elevado risco de
desenvolvimento de CCR, e elevada frequéncia de algumas das manifestagdes extracolicas associadas
a PAF, como os tumores duodenais. Devido ao nimero de polipos variavel que a caracteriza (10-100),
a APAF por vezes pode ser confundida com a PAM ou mesmo com casos esporadicos (Hawkins e
Wise, 2016) (Jasperson et al., 2010) (Tomlinson, 2015).

A polipose adenomatosa associada ao gene MUTYH (PAM) tem uma apresentagdo fenotipica
muito semelhante 8 APAF mas apresenta uma transmissdo autossomica recessiva. Esta sindrome
define-se molecularmente pela presenca de mutacdes germinais bi-alélicas neste gene. O gene
MUTYH (mutY Dna glycosylase) codifica para uma enzima que faz parte do sistema de repara¢do do
DNA por excisdo de bases (BER) envolvido na reparacdo de danos provocados por espécies reactivas
de oxigénio. Funcionalmente, esta enzima ajuda a prevenir as transversdoes G:C para T:A causadas
pelo stress oxidativo. A idade de diagnostico da PAM varia entre os 40 a 60 anos, com os doentes a
apresentarem um numero variavel de polipos (geralmente inferior a 100). O risco de desenvolvimento
de CCR ¢ elevado, de cerca de 80%, em portadores bi-alélicos de mutagdes no MUTYH. Alguns
estudos tém documentado um risco aumentado de desenvolvimento de CCR em portadores mono-
alélicos, quando comparado com o risco de CCR esporadico na populacdo em geral (Hawkins e Wise,
2016) (Tomlinson, 2015) (Jasperson et al., 2010), no entanto ndo é completamente consensual.

Recentemente com o avango da sequenciagdo de nova geracdo (NGS), identificaram-se mutacoes
germinais do tipo missense na regido que codifica para os dominios de exonuclease dos genes POLE
(DNA polymerase epsilon, catalytic subunit) e POLDI1 (DNA polymerase delta 1, catalytic subunit)

em casos de CCR familiar. Estes dominios de exonuclease sdo importantes para a funcdo de



proofreading na correc¢do de erros do tipo mismatch durante a replicagdo do DNA, sendo que estas
enzimas intervém na reparacdo dos erros antes do sistema MMR. Assim, foi descrita uma nova
sindrome hereditaria, denominada por Polymerase proofreading-associated polyposis (PPAP) com
transmissdo autossémica dominante, podendo apresentar algumas manifestagdes extracdlicas e/ou
multiplos adenomas, sendo que, aparentemente os tumores ndo apresentam instabilidade de
microssatélites (Tomlinson, 2015).

A polipose serreada (PS) é uma condi¢do hereditaria rara, podendo apresentar uma forma de
transmissdo autossomica dominante ou recessiva, e descrita por um fenotipo heterogéneo
caracterizado pela presenca de multiplos polipos serreados. Os pdlipos apresentam assim uma
arquitectura serreada nos quais se incluem: poélipos hiperplasicos (PH) (sem displasia ao contrario dos
adenomas), adenomas serreados sésseis (ASS) (que podem ou ndo apresentar displasia) e adenomas
serreados tradicionais (AST) que apresentam displasia (Huber et al., 2013) (Silva et al., 2016). Os
critérios clinicos estabelecidos pela Organizagdo Mundial de Saude (WHO) para o diagnéstico da PS
tém como base o numero, o tamanho e localizagdo dos poélipos serreados no coélon. A idade de
diagnostico média € de cerca de 51 anos, sendo que estes individuos apresentam um risco aumentado
(cerca de 25-40%) para o desenvolvimento de CCR quando comparado com a populagdo em geral. Na
PS o risco para o desenvolvimento de outros tumores ou outras manifestacdes extracolicas € baixo. As
causas genéticas para o desenvolvimento desta sindrome ndo sdo ainda conhecidas (Huber et al.,
2013).

Por fim, a polipose hamartomatosa define-se pela presenca de polipos hamartomatosos
normalmente de baixo potencial maligno e divide-se em sindrome Peutz-Jeghers (PJS) e polipose
juvenil, ambas de transmissao autossémica dominante. A PJS esta associada a mutagdes germinais no
gene supressor de tumor STK11 (Serine/Threonine Kinase 11). Este gene codifica para uma proteina
que apresenta varias funcdes, como a regulagdo do ciclo celular, mediacdo da apoptose e polaridade
celular. Mais de 95% dos individuos com PJS apresentam pigmentac¢do cutinea nos labios e mucosa
bucal, uma caracteristica fenotipica desta sindrome, sendo que os carcinomas no tracto gastrointestinal
sdo frequentes (2-12%) (Huber et al., 2013). A polipose juvenil ¢ definida pela presenca de 5 ou mais
polipos juvenis no coélon ou associada a historia familiar, independentemente do niumero de polipos.
Cerca de 35-60% dos casos ocorrem devido a mutagdes germinais no gene SMAD4 ¢ 15% no gene
BMPRIA (Bone Morphogenetic Protein Receptor Type 1A4). Ambos os genes codificam para
componentes da via de sinalizacdo BMP (bone morphogenetic protein signalling) que é importante no
processo de diferenciagdo das células da cripta e que estd associada a via do TGF-B. As mutagdes no
gene SMAD4 estdo associadas a uma doenca mais severa no tracto gastrointestinal superior. O risco de
desenvolvimento de CCR na polipose juvenil é cerca de 30-50 % (Hawkins ¢ Wise, 2016) (Tomlinson,

2015).



1.3.2. Cancro do célon e recto hereditario ndo associado a polipose

O cancro do colon e recto hereditario nao associado a polipose (HNPCC) corresponde a 1-5% dos
casos de CCR, apresenta uma transmissao autossémica dominante e divide-se em sindrome de Lynch
(SL) e cancro do coélon e recto familiar do tipo X (FCCTX) (Umar et al., 2004) (Lindor et al., 2005).

As familias HNPCC sdo avaliadas clinicamente pelos critérios de Amesterdao I (CA-I) e II (CA-II)
(definidos em 1990 e em 1999, respectivamente) que incluem a historia familiar de CCR ¢ um
espectro de tumores extra-colicos caracteristicos desta sindrome (tabela 1.1). As familias que ndo
preenchem estes critérios sdo avaliados segundo os critérios de Bethesda (CB), de modo a identificar
novos casos de SL (tabela 1.1.) (Boland, 2005). Caso haja preenchimento de apenas um CB ¢
efectuada pesquisa de instabilidade de microssatélites no tumor através de dois marcadores de
microssatélites de mononucledtidos BAT26 (2p21) e BAT25 (4ql2) e trés marcadores de
dinucleotidos D2S123 (2p16), D5S346 (5q22-23) e D175250 (17q12). O tumor ¢ classificado como:
MSI-Low (MSI-L) caso apresente instabilidade de microssatélites apenas num marcador; MSI-High
(MSI-H) caso apresente instabilidade de microssatélites em dois ou mais marcadores ou microssatélite
estavel (MSS) quando ndo apresenta instabilidade de microssatélites em nenhum dos marcadores

(Umar et al., 2004).

Tabela 1.1. Critérios de Amesterdao I e II e critérios de Bethesda. (adaptado de: Umar et al.,2004)

Critérios de Amesterdio I

1. Pelo menos trés familiares com CCR, sendo um deles familiar em 1° grau dos outros dois;
Pelo menos duas geragdes sucessivas afectadas;

Pelo menos um dos tumores diagnosticado antes dos 50 anos;

B

Exclusdo de polipose adenomatosa familiar;

Critérios de Amesterdao I1

1. Pelo menos trés familiares com carcinoma do c6lon e recto (CCR) ou outro tumor associado a sindrome de Lynch
(endométrio, intestino delgado, reter e pélvis renal) histologicamente confirmados, sendo um deles familiar em primeiro
grau dos outros dois;

2. Pelo menos duas geragdes sucessivas afectadas;

3. Pelo menos um dos tumores diagnosticado antes dos 50 anos;

4.  Exclusdo de polipose adenomatosa familiar;

Critérios de Bethsda

1. CCR diagnosticado antes dos 50 anos;

2. Presenga de CCR sincronos ou metacronicos ou outro cancro associado a sindrome de Lynch, independentemente da idade;

3. CCR diagnosticado antes dos 60 anos com histologia tipica de sindrome de Lynch: presenga de reac¢do de Chron-like,
células em anel de sinete, invasdo linfocitaria e tumores com produgdo de muco;

4. CCR diagnosticado e > 1 familiar de 1° grau com cancro associado a sindrome de Lynch com pelo menos 1 dos cancros
diagnosticado antes dos 50 anos

5. CCR diagnosticado e > 2 familiar de 1° grau com cancro associado a sindrome de Lynch,independentemente da idade;




1.3.2.1. Sindrome de Lynch

A sindrome de Lynch (SL) tem uma transmissdo autossoOmica dominante e € caracterizada
geneticamente por mutagdes germinais em genes envolvidos no sistema de reparagio MMR, do qual
fazem parte os genes MSH2, MLHI, MSH6 e PMS2. Na maioria dos casos de SL verificam-se
mutagdes no gene MLHI e MSH2 (90%), enquanto mutagdes no gene MSHG6 correspondem
aproximadamente a 6% dos casos ¢ para o gene PMS2 os casos sdo menos frequentes (Burt, 2007).
Em algumas familias com auséncia de muta¢des germinais nos genes MMR, foram detectadas grandes
delec¢des na regido 3'do gene EpCAM (Epithelial Cell Adhesion Molecule), que se encontra a
montante do MSH?2, e que abrangiam também a regido promotora deste, resultando num transcrito de
fusdo EpCAM-MSH?2. Este ¢ um novo mecanismo de inactivagdo germinal do MSH?2, sendo a forma
preferencial de inactivacdo somatica a hipermetilagdo da regido promotora (Ligtenberg et al., 2009).

O diagnoéstico de SL ¢é geralmente efectuado numa idade jovem (45 anos), o risco de
desenvolvimento de CCR ¢ elevado (50 a 80%) com os tumores a localizarem-se preferencialmente no
colon proximal e existe ainda uma elevada predisposi¢do para o desenvolvimento de tumores extra-
colicos (como endométrio, intestino delgado, ureter e pélvis renal). Os CCR associados a esta
sindrome t€m caracteristicas histologicas especificas como células em anel de sinete, presenca da
reaccdo de Chron-like, infiltrado linfocitario e tumores com produgdo de muco (Hawkins e Wise,
2016).

A nivel clinico, avalia-se se as familias preenchem os CA (tabela 1.1), para posterior pesquisa de
muta¢des germinas nos genes MMR e caso se verifique a detecgdo de uma mutagdo patogénica, estas
sdo entdo classificadas com SL (Jasperson et al., 2010) (Boland, 2005). Por outro lado, caso ndo
preencham os CA ¢ feita uma avaliacdo segundo os CB (tabela 1.1), sendo apenas necessario o
preenchimento de um dos critérios para se proceder a pesquisa de instabilidade de microssatélites nos
tumores como descrito em 1.3.2. (Umar et al., 2004). Cerca de 90% dos tumores de SL apresentam
MSI, sendo esta uma caracteristica da deficiéncia do sistema MMR (Jasperson et al., 2010). Caso os
tumores sejam classificados como MSI-H, procede-se a analise mutacional dos genes MMR de modo

a identificar novos casos de SL (Hawkins e Wise, 2016).

1.3.2.2. Cancro do célon e recto familiar do tipo X

O cancro do colon e recto familiar do tipo X (FCCTX) consiste nas familias HNPCC que
preenchem os CA mas ndo apresentam mutacdes germinais nos genes MMR e cujos tumores sdo
microssatélite estaveis (Lindor et al., 2005). O FCCTX ¢ uma condig¢do autossomica dominante que
em comparagdo com a SL apresenta um risco mais baixo para desenvolvimento de CCR, ¢

diagnosticado numa idade mais tardia (50 a 60 anos) ¢ sem risco aumentado para o desenvolvimento



de tumores extra-colicos. Os tumores localizam-se predominantemente no célon distal, sem produgao
de muco e infiltrado linfocitario (Hawkins e Wise, 2016) (Shiovitiz et al., 2014).

A causa molecular associada a susceptibilidade para o FCCTX ainda ndo foi identificada, contudo,
tém sido realizados varios estudos com o intuito de clarificar os mecanismos implicitos a esta
sindrome. Tém sido efectuados varios estudos de whole-genome sequencing (WGS) de forma a
identificar novos loci de susceptibilidade, tendo sido ja identificados alguns genes candidatos, como
por exemplo, o BMP4 (bone morphogenetic protein 4) em 8q23.3, o HABP4 (hyaluronan binding
protein 4) e 0 GALNTI12 (polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 12), ambos no cromossoma
9. No entanto, at¢ ao momento, os genes de susceptibilidade identificados sdo insuficientes para
explicar por si s6 o FCCTX, e pensa-se que a combinagdo de mutagdes de baixo e moderado risco
possam contribuir para a agregacdo familiar (Dominguez-Valentin et al., 2015).

Para além da identificagdo de possiveis loci de susceptibilidade, alguns genes/mutacdes foram,
pontualmente, associados ao FCCTX. Num estudo de 2011, Nieminen ¢ colaboradores, seleccionaram
18 familias que preenchiam os CA-I ou CB sem mutag¢ao germinal nos genes MMR, e efectuaram uma
analise de genome-wide linkage na familia mais informativa (CA-I). Desta analise foi seleccionada a
regido do marcador D10S1686 (10g23), que contém entre outros, o gene BMPRIA. Este foi
sequenciado, tendo sido identificada uma mutagdo patogénica (p.Gludel88) que segregava com a
doenca na familia. A analise foi posteriormente alargada as outras familias, tendo sido identificada
uma mutagdo de splicing (c.68-10_68+14del) que leva ao skipping do exdo 2 (Nieminen et al., 2011).
Na continuagao deste estudo, foi efectuada uma analise de sequencia¢do de exoma numa outra familia
e identificaram uma mutagdo do tipo frameshift (p.Val50SerfsX23) no gene RPS20 (Ribossomal
Protein S20; 8q12.1) que segregava com a doenga na familia. Este gene foi estudado para as restantes
familias mas ndo foi identificada mais nenhuma mutagdo (Nieminen et al., 2014). A proteina RPS20
encontra-se associado a regulagdo da p53, e consequentemente a tumorigénese, uma vez que se liga e
regula a MDM?2 (MDM?2 proto-oncogene) ¢ a MDMX (actual MDM4, p53 regulator), importantes
reguladores negativos da p53 (Daftuar et al., 2013) (Kim et al., 2014). Noutra familia FCCTX foi
identificada, por whole exome sequencing (WES), uma muta¢do do tipo missense (p.Val78Met) no
gene SEMA4A (Semaphorin 44), a qual revelou estar associada ao aumento significativo da activagao
das vias de sinalizacdo MAPK/Erk e PI3K/Akt e consequente proliferagdo celular, na linha celular de
cancro do célon HCT116 (Schulz et al., 2014).

A dificuldade em identificar genes implicados no FCCTX levanta a hipotese que esta sindrome ndo
seja monogénica, mas antes poligénica, resultando da interac¢do de varios genes de baixa penetrancia
(Stoffel e Kastrinos, 2014). Assim, apesar dos varios avangos efectuados para a caracterizagdo do
FCCTX, sdo ainda necessarios estudos adicionais, no sentido da identificagdo da(s) causa(s)

genética(s) associada(s) a esta sindrome.



1.4. Envolvimento do gene FBXOI11 como candidato para a susceptibilidade para o FCCTX

O gene FBXOI11 (F-box only protein 11) também conhecido por PRTMY (Protein arginine N-
methyltransferase 9) e VIT-1 (Vitiligo-associated protein 1) situa-se na regido cromossémica 2p16.3
(figura 1.3), é constituido por 22 exdes e tem um tamanho molecular de 3,8kb (Genecards:

http://www.genecards.org/) (NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
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Figura 1.3. Localizagdo do gene FBXOI! no cromossoma 2 e a representagdo dos dominios da
proteina codificada por este gene (adaptado de:(Wang et al, 2014) (Genecards:
http://www.genecards.org/))

A proteina FBXO11 faz parte de um subgrupo (FBXO) da familia das proteinas F-Box e¢ ¢ um
elemento do complexo proteico Skpl Cullinl F-box (SCF), responsavel pela marcacdo de proteinas
para degradag@o no proteosoma, por ubiquitinacdo (Wang et al., 2014) .

O complexo SCF ¢ constituido pelas proteinas SKP1 (S-phase kinase-associated protein 1), RBX1
(Ring Box 1), CUL1 (cullin 1) e uma proteina F-Box responsavel pelo reconhecimento de um
substracto especifico. Estas proteinas reconhecem os seus substratos através de dregons, que sdo
pequenos motivos especificos que se encontram em cada substracto e sdo responsaveis pela selecgao
das proteinas para degradagdo (Wang et al., 2014). O FBXOI! tem sido referenciado como um
potencial supressor tumoral e as suas interacgdes com outros genes influenciam varios processos
celulares importantes para o desenvolvimento de cancro, nomeadamente, na proliferacdo e migracao

celular, conforme resume a figura 1.4 (Randle e Laman, 2016) (Wang et al., 2014) (Skaar et al, 2013).
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Figura 1.4. Representaciio esquematica do envolvimento do gene FBXO1] em alguns mecanismos
associados ao cancro: a inibicdo marcada a vermelho é mediada por ubiquitinagdo enquanto a
laranja a inibigdo ¢ independente deste processo (adaptado de: Randle e Laman,2016).

Abida e colaboradores demonstraram que o complexo SCF-FBXO11 participa na inactivagdo da
proteina p53 por conjugacdo, in vivo e in vitro, de uma proteina semelhante a ubiquitina (Nedd8) aos
seus residuos Lys-320 e Lys-321. A inibi¢do do FBXO11 leva a um aumento dos niveis de p21 (actual
CDKNI1A, cyclin dependent kinase inhibitor 14), um alvo transcricional do p53, indicando assim que
o FBXO11 inibe a funcdo do p53 sem afectar a sua estabilidade (Abida et al., 2007). Adicionalmente,
o FBXOI11 interage também com a proteina CDT2 (Denticleless E3 Ubiquitin Protein Ligase
Homolog) promovendo a sua degradagdo no proteosoma, o que leva a regulagdo do ciclo celular, em
parte pela estabilizacdo das proteinas p21 e SET8 (actual KMTS5A, Ilysine methyltransferase 5A4)
importantes para a resposta das células epiteliais a estimulac¢do induzida pelo TGF-f e para a migragdo
celular (Heo et al., 2016).

Num estudo descrito por Duan e colaboradores, observou-se que a ubiquitinagdo da proteina BCL6
(B-Cell CLL/Lymphoma 6) também ¢ mediada pelo complexo SCF-FBXO11. O oncogene BCL6
controla a transcricdo de uma variedade de genes envolvidos no desenvolvimento, diferenciagdo e
activacdo dos linfocitos B. Mutagdes no gene FBXOI1, que levem a perda da funcdo da proteina,
permitem a acumulagdo do BCL6 o que pode conduzir ao desenvolvimento de DLBCL (diffuse large
B-cell lymphoma) (Duan et al., 2012).

A transi¢do epitélio-mesenquima (EMT) é um processo essencial para as células tumorais
ganharem mobilidade e capacidades invasivas. A perda de fungdo da proteina CDH1 (E-caderina) é
um dos processos iniciais por detras da EMT e a sua expressdo pode ser reprimida pelo factor de
transcricdo SNAIL (Snail Family Zinc Finger). Recentemente o FBXO11 foi descrito como possivel
inibidor da metastizacdo, e consequentemente potencial regulador da EMT, pois reconhece e marca
para degradagdo a proteina SNAIL apods a sua fosforilagdo pela proteina PKD1 (Polycystin 1,
Transient Receptor Potential Channel Interacting) (Zheng et al., 2014).
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Morrissy e colaboradores, identificaram a existéncia de uma interac¢do do gene FBXOI! com o
gene MSHO, através de um mecanismo de expressdo antisense. Este mecanismo ¢ um exemplo de
regulagdo entre genes que estdo sobrepostos numa determinada regido ¢ com orientacdo oposta, como
¢ o caso do FBXOI11 ¢ do MSH6 (figura 1.5). Este mecanismo foi confirmado pelo splicing de trés
sondas localizadas em dois exdes do gene MSH6: exdo 4 (2481163 e 2481164) e exdo 5 (2481169).
Quando os niveis de expressdo do FBXOI1 sdo elevados, as regides contendo as sondas 2481164 ¢
2481169 sao excluidas durante o splicing enquanto para a sonda 2481163 (localizada no inicio do
exao 4) observa-se a sua presenga em isoformas do MSH6 co-expressas com o gene FBXOII. Os
resultados obtidos neste estudo sugerem que o FBXOII pode regular a expressio do MSH6 por

splicing alternativo (Morrissy et al., 2011).
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Figura 1.5. Representacdo esquematica dos genes MSH6 ¢ FBXOI11 ¢ a sua sobreposi¢ao. Os quadrados a
preto representam os exdes enquanto as linhas entre os mesmos representam sequéncia ndo codificante
(intrdes); as sondas representadas a vermelho indicam uma correlacdo negativa com a elevada expressao do
FBXO11 enquanto que a sonda azul apresenta uma correlago positiva; (adaptado de: Morrissy et al., 2011).

Num estudo anterior, efectuado pelo grupo de Gastrenterologia da UIPM (Saramago,2014), foi
avaliada a variacdo de copy number ¢ a metilagdo por MS-MLPA (Methylation specific — multiplex
ligation-dependent probe amplification), para os genes MMR, em 22 tumores FCCTX. Nestes, foi
observada uma frequéncia elevada (55%) de delecg¢des na regido promotora do gene MSH6. Visto que
0 FBXOI1 ¢ o MSH6 estao sobrepostos nas regides C-terminal, respectivas, e que as familias em
estudo ndo apresentam mutagdes germinais nos genes MMR, colocou-se a hipotese da ocorréncia de
um evento germinal no gene FBXOI1 e de um segundo evento (somatico) corresponder as delecgdes
observadas no gene MSH6. Para testar esta hipotese foi iniciada uma analise mutacional germinal para
os 22 exdes do gene FBXOII, a qual ainda qual ndo foi concluida (Duarte, 2015). De modo a
compreender o envolvimento deste gene na susceptibilidade para FCCTX ¢ fundamental finalizar esta
analise mutacional e avangar com outros estudos adicionais como a analise de expressdo do gene

FBXOI1.
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1.5. Caracterizacdo molecular de um grupo de familias FCCTX — trabalho prévio do grupo de
Gastrenterologia da UIPM

1.5.1. Estudo das vias de instabilidade gendmica em tumores de familias FCCTX

De modo a contribuir para a caracterizagdo do FCCTX, o grupo de Gastrenterologia da UIPM, tem
vindo a desenvolver varios projectos nesta area. No trabalho realizado por Francisco et al., 2011
avaliou-se clinica e molecularmente um grupo homogéneo de familias FCCTX registadas na Clinica
de Risco Familiar do cancro do coélon e recto do IPOLFG, definidas pelos CA, auséncia de mutacdes
nos genes MMR e presenca de tumores MSS. Este estudo foi efectuado em tumores de 15 familias
FCCTX, com o objectivo de avaliar o envolvimento da via CIN nos tumores associados a esta
patologia. Para tal, foi avaliada a presenca de LOH nos genes APC, TP53, SMAD4 ¢ DCC; analise de
mutagdes somadticas nos genes APC e KRAS e estudo de metilagdo no promotor dos genes MMR e
MGMT (0-6-Methylguanine-DNA-Methyltransferase). A analise de LOH permitiu observar dois
grupos distintos de tumores entre as familias FCCTX: 72% dos casos apresentavam perda de LOH nos
genes supressores de tumor (TSG': tumor supressor gene positive) enquanto os restantes 28% nio
apresentavam esta caracteristica (TSG™ tumor supressor gene negative). Estes resultados indicam que
a via CIN esta associada ao desenvolvimento de tumores num sub-grupo de familias FCCTX (TSG").
Os tumores deste sub-grupo apresentavam, com maior frequéncia mutacoes nos genes APC e KRAS,
assim como metilacdo na regido promotora dos genes MMR e/ou MGMT. Assim, estes resultados
permitiram identificar a presenca de duas entidades moleculares distintas entre as familias FCCTX

(Francisco et al., 2011).

* Presenca de perda de heterozigotia (LOH) em
genes supressores de tumor (APC, SMAD4/

DCC, TP53);
_+_ . ~
TSG * Metilagao nos genes MMR e MGMT;
/ o ey, = » Mutagdes somaticas nos genes APC e KRAS;
FCCTX
\ TSG-
(tumor supressor gene n .
negative) * Auséncia de LOH em genes supressores de
tumor;

* Baixa frequéncia de metilagao;
* Menor frequéncia de mutagdes somaticas nos
genes APC e KRAS;

Figura 1.6. Resumo das principais diferencas moleculares identificadas nas duas entidades
moleculares distintas (TSG* e TSG") descritas nas familias FCCTX.
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1.5.2. Caracterizacdo a nivel germinal, das familias FCCTX

Considerando, no estudo anterior, a elevada prevaléncia de eventos somaticos observados no gene
APC e do elevado nimero de adenomas nas familias FCCTX, os autores colocaram a hipotese da
contribui¢do de mutagdes germinais do tipo missense neste gene para estas familias. Assim, a regido
do gene APC que abrange os trés dominios de ligagdo a f-catenina (primeira metade do exdo 15) foi
analisada para os 15 individuos index, tendo sido identificada num individuo, de uma familia TSG"
(L84), a mutacdo missense p.Glul317GIn. A analise de segregacdo posteriormente efectuada, revelou
que a mutagdo segregava com a doenga na familia. Esta mutagdo foi considerada como provavel causa
da doencga nesta familia, mas com as devidas precaugdes, associadas ao risco de desenvolvimento de
CCR, devido a penetrancia variavel deste tipo de mutacdo, a qual pode ser modulada pelo ambiente e
dieta (Francisco et al., 2011).

Recentemente, noutro trabalho realizado no grupo de Gastrenterologia, que avaliou o papel de
mutagdes nos genes POLE e POLDI nas familias FCCTX, foi identificada uma mutagdo
possivelmente patogénica do tipo missense no gene POLD1 (p.Pro300Leu) num dos individuos index
das familias FCCTX TSG" (L37). Nesta familia ndo foi possivel realizar estudo de segregagdo da

mutacdo com doenga (Duarte, 2015).

1.5.2.1. Caracterizacio a nivel germinal, das familias FCCTX (subgrupos TSG' e TSG) através da
analise de um painel multigénico por Next Generation Sequencing

Na continuagdo destes estudos, ¢ de modo a caracterizar a nivel germinal as 15 familias FCCTX,
nomeadamente os sub-grupos TSG' e TSG", foi efectuada sequenciagdo de nova geragio, recorrendo
ao painel comercial Trusight Cancer ({llumina), que contem 94 genes associados a risco aumentado
para cancro (anexo F). Como as mutagdes anteriormente identificadas nas familias L84 e L37, ndo
justificam por si s6 o fenotipo observado nas familias, estas foram também incluidas neste estudo. A
analise de NGS foi realizada pelo grupo de gastrenterologia da UIPM, na plataforma MiSeq
({llumina). Este painel contem os genes MMR, pelo que se confirmou a auséncia de mutagdes
germinais nos genes MLHI, MSH2 ¢ MSHG6 (anteriormente analisados por sequenciagdo de Sanger)
assim como noutros genes MMR, que nao tinham sido avaliados anteriormente (PMS2 e PMS1). Uma
vez que mutagdes no gene MUTYH ja foram reportadas em alguns casos de FCCTX (Woods et al.,
2010), este gene foi avaliado nesta analise, ndo se tendo identificado nenhuma mutagdo bi-alélica
nestas familias. Assim, para completar a caracterizagdo a nivel germinal dos grupos TSG' e TSG’,
realizou-se a analise nos restantes genes do painel com o objectivo de identificar a possivel causa
molecular associada ao CCR nestas familias, pelo que a analise dos resultados obtidos pela
sequenciagdo deste painel de genes podera contribuir para esclarecer a causa molecular da doenga em

algumas destas familias.
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1.5.2.2. Identificacio de novos loci de susceptibilidade para o FCCTX por andlise de linkage em todo
0 genoma

De modo a identificar novos loci de susceptibilidade para FCCTX, o grupo de gastrenterologia do
IPOLFG, E.P.E realizou um estudo de /inkage em todo o genoma, através de arrays de 50000 single-
nucleotide polymorphisms (SNPS), em 2 familias FCCTX (uma familia TSG" e outra familia TSG").
Estas foram seleccionadas, de entre o grupo de 15 familias, mencionado anteriormente, por serem as
familias mais informativas uma vez que dispunham de material biolégico de varios individuos
(afectados e ndo afectados). Deste estudo, foram seleccionadas 3 regides cromossomicas (13q, 16q,
21q) na familia TSG", para as quais se observou evidéncia de linkage. Posteriormente, foi realizada
uma analise de linkage ¢ LOH recorrendo a marcadores de microssatélite, a qual levou a exclusdo da
regido 16q por nao ter revelado /inkage com a doencga (Belo, 2010). A analise de LOH, efectuada nos
tumores das 15 familias FCCTX, permitiu ainda delimitar uma regido minima de LOH de 0,84Mb e de
1,3Mb para as regides 13q e 21q, respectivamente. No mesmo estudo, observou-se ainda que a LOH
no cromossoma 21 se associava aos carcinomas enquanto no cromossoma 13 esta era mais frequente
em adenomas. Estes resultados sugerem que na sequéncia adenoma-carcinoma, os eventos em 13q
ocorrem ao nivel da iniciagdo tumoral enquanto os eventos em 21q ocorrem ao nivel da progressao
tumoral (Pereira , 2013) (Belo, 2010).

A familia TSG™ foi seleccionada para uma analise de exoma visto ndo ter apresentado qualquer

evidéncia de linkage.

1.5..2.3.Identificacdo de novas variantes para a susceptibilidade para o FCCTX através de whole-
exome sequencing

A evolugdo da sequenciagdo de nova geragdo permitiu a exploragdo de novas ferramentas para o
estudo genético de varias doengas. Varios estudos associados ao genoma humano, como a
sequenciagdo de todo o exoma (WES), que envolve a sequenciacdo de toda a regido codificante, tém-
se revelado promissores na identificagdo de mutacdes patogénicas em genes que ndo eram associados
a priori a determinadas doengas. De forma sucinta, inicialmente o DNA ¢é fragmentado e hibridado
com sondas, marcadas com biotina, especificas para reconhecer a regido de interesse no genoma
(todos os exdes). Durante os passos de enriquecimentos, estas regides sdo capturadas com recuso a
esferas magnéticas com estreptavidina, que se ligam as sondas, e a restante parte do genoma ¢
descartada antes da amplificagdo por PCR da amostra. Por fim, ocorre a sequenciagdo de nova geragao
da amostra, seguida por uma analise bioinformatica, a qual permite identificar as variantes presentes

na regido alvo. Actualmente esta técnica tem sido utilizada recorrentemente, tanto na detecgdo de
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muta¢des somaticas em cancros esporadicos como mutagdes germinais em cancros hereditarios, como

o caso do FCCTX (Bamshad et al., 2011) (Rabbani et al., 2014) (Warr et al.,2015).

No seguimento do projecto que visa a identificagdo de genes candidatos de susceptibilidade
para o FCCTX, que esta a ser desenvolvido pelo grupo de gastrenterologia da UIPM, foram
seleccionadas amostras de DNA gendmico de 4 individuos da familia L56 (TGS") para analise de
WES e consequente analise bioinformatica, a qual foi efectuada na Erasmus University Medical
Center - Center for Biomics (Roterdao, Holanda) numa plataforma HiSeg (Illumina). Com esta
analise pretendeu-se identificar as variantes partilhadas pelos quatro individuos e avaliar a sua
patogenicidade ¢ associagdo com a doenga. Uma primeira analise bioinformatica revelou um
haplétipo partilhado na familia envolvendo mutagdes presentes nos genes RNF207 (Ring finger
protein 207), ZBTB48 (Zinc finger and BTB domain containing 48) e TASIRI (Taste 1 receptor
member 1), localizadas numa regido cromossoémica que tinha revelado uma pequena sugestdo de
linkage com a doenga na familia (Saramago, 2014).

De modo a tornar a analise bioinformatica mais robusta, foi efectuada a analise de WES (no mesmo
local que as anteriores) para um quinto individuo desta familia. Com esta informacdo, foi realizada
uma nova analise bioinformatica, agora para os 5 individuos da familia L56, na empresa Bioinf2Bio,
Lda (Porto, Portugal). Os individuos seleccionados encontram-se identificados na arvore geneoldgica
(figura 1.7) como individuo 1 (L674), individuo 2 (L801), individuo 3 (L408), individuo 4 (L1794) ¢
individuo 5 (L781).

De modo a maximizar a identificagdo de mutacdes germinais potencialmente patogénicas
pretendeu-se que a analise bioinformatica abrangesse todas as possibilidades e por isso esta foi sub-
dividida em cinco analises, cada uma com uma combinagdo Unica dos individuos que partilham as
variantes (tabela 1.2). Assim, a analise 1 continha as variantes partilhadas por todos os 5 individuos,
enquanto as restantes analises continham as variantes partilhadas por apenas quatro ou trés individuos.
Nas analises 2 ¢ 3 houve exclusdo de um individuo (4 e 3, respectivamente), na analise 4 a exclusao
dos individuos 2 e 4 e na andlise 5 a exclusdo dos individuos 3 e 4. Nestas analises colocou-se a
hipdtese de os individuos 2 e 3 poderem ser potenciais fenocopias por ndo se poder excluir a hipotese
de serem casos esporadicos, embora pouco provavel, e por isso ndo partilharem uma variante
hereditaria num contexto de uma familia FCCTX. O individuo 4 também foi considerado como
possivel caso esporadico visto que, comparativamente com a idade de desenvolvimento de adenomas
noutros familiares, aos 49 anos ainda s6 desenvolveu 2 adenomas.

O resultado das cinco analises bioinformaticas foi fornecido, pela empresa Bioinf2Bio Lda,
organizado em quatro outputs (formato.x/sx), os quais contém informacdes descritivas sobre as
variantes partilhadas em cada analise, segundo os critérios referidos na tabela 1.3. Para o presente
estudo, o ponto de partida para a seleccdo de variantes possivelmente patogénicas que possam
justificar o fenotipo FCCTX na familia L56 foram os outputs 3 e 4. O output 4 descreve as variantes

contidas no output 3 que apresentam alto impacto segundo os softwares SIFT/Polyphen. A seleccgao
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de variantes efectuou-se primeiramente no output 4 por descrever as variantes com maior potencial
patogénico. O output 3 foi posteriormente incluido para selec¢do de variantes de modo a evitar a
eliminacdo de variantes que possam ser igualmente importantes, excluidas apenas pelos seus scores

nestes softwares.
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" IR,

1 2 3 4

1 Adenoma (72A) Carcinomado colon (56 A)

1 2 3 4 5 6 7 8 9
L1104 Individuo 2 Individuo3 L1956 L1793
Carcinomada lingua (53A) L801 L408 1 Adenoma (55A)
5 Adenomas (71A) Carcinomado colon (57A) Carcinomado colon (45A) : Adenf)ma ed3 ?den_o]n(\f‘:
1 Adenoma (72A) 1 Adenoma (57A) 3 Adenomas (66A, 71A,75A) serreadossesst
2 Polipos Hiperplasicos (64A,65A) 3 Polipos Hiperplasicos (71A,72A,75A)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12
L860 L802 . 2
L L1094 Individuo 4
1 Polipo Hiperplasico (41 A) 2 Adenomas
2 Adenomas (43A,44A) (47A51A) L1794
1 Polipo Hiperplasico (40 A)
Carcinomado célon (34A) 8 Adenomas( 2(32A), 1(37A), 1(38A), 2 Adenomas (40A,49A)
1 Adenoma (36A) 2(42A), 2(43A))
3 Polipos Hiperplasicos (1(37A), 4 Polipos Hiperplasicos ( 2(32A),2(43A))
2(38A))
Legenda:
. Afectado com CCR E Afectado com adenoma H Afectado com adenoma e outro carcinoma (exterior ao colon) Falecido D Sexo masculino O Sexo Feminino

Figura 1.7. Arvore geneoldgica da familia L56. Com cores encontram-se assinalados os individuos que foram seleccionados para analise de WES. Apenas para
os individuos com numero de identificacdo de laboratorio existe material bioldgico disponivel. A idade de diagnéstico (em anos, A) e respectiva caracterizagao
fenotipica encontra-se descrita para os individuos afetados. Todos os adenomas identificados correspondem a adenomas tubulares com displasia de baixo grau,
com a excepe¢ao no individuo L1104 que apresenta uma adenoma tubular com displasia de alto grau aos 71A. (*) Nao foi possivel obter-se idade de diagnostico.
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Tabela 1.2. Descricdo dos outputs obtidos apds a analise bioinformatica e respetivo numero de variantes total obtido.

| Anidlise | Estratégia da analise

Descrigao |

N° de variantes

A andlise 1 inclui as variantes
partilhadas por todos os individuos

19104

A andlise 2 inclui as variantes
partilhadas pelos individuos 1,2,3 e 5,
excluindo o 4 por ser uma possivel
fenocépia

3198

-[@]
exclusao

_ A\
~ 00®

d A4 . g _

A analise 3 inclui as variantes
partilhadas pelos individuos 1,3,4 e 5,
excluindoo 2 por ser uma possivel
fenocopia

2036

) 0000 : |
v (0@ ] 06

A andlise4 inclui as variantes
partilhadas pelos individuos 1,3,e 5,
excluindoo 2 e 4 por serem possiveis
fenocopias

1327

o s —
5 00@:
exclusdo .
—‘ . 5 ]excluséo _ —
(s) - | W

A analise 5 inclui as variantes
partilhadas pelos individuos 1,2,e 5,
excluindoo 3 e 4 porserem possiveis
fenocopias

2254

Tabela 1.3. Descricdo da estratégia utilizada nas cinco andlises bioinformaticas efectuadas a partir dos
resultados obtidos por WES, para os individuos seleccionados da familia L56 e respectivo numero de

variantes obtido.

| Output I Descricao do output

N° Variantes Total (Analise 1+2+3+4+5)

genoétipo definido e qualidade de alinhamento e de gendtipo assim

[ Variantes contidas em regides codificantes que apresentam um
1

como nimero de reads superior a 20

26301

proveniente da base de dados COSMIC

Variantes contidas em transcritos codificantes com informagao

26301

Variantes com consequéncia prevista:
* frameshift,
 variantes em regido de splicing;
[ 3 ] * missense;
 variantes aceitador de splicing;
» variantes 3’'UTR e 5'UTR;
¢ variantes sinOnimas;

* variantes com ganho de coddo STOP ou perda de coddao START

18 642

[ 4 ] Variantes descritas no output 3 com alto impacto segundo os sofiwares

SIFT e Polyphen

604

As andlises efectuadas subsequentemente a esta analise bioinformatica foram ja desenvolvidas

ambito do presente projecto de mestrado.

no
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2. Objectivos

No global, o presente projecto pretendeu identificar genes candidatos/variantes especificas em
genes candidatos que possam estar envolvidos na susceptibilidade para o cancro do célon e recto
familiar do tipo X (FCCTX).

Assim, este projecto teve como primeiro objectivo avaliar o envolvimento do gene FBXOI1 como
candidato para a susceptibilidade para o FCCTX através de um estudo mutacional nos seus 22 exdes
prosseguido por analise de copy-number ¢ de expressdo por PCR quantitativo.

Seguidamente, com a finalidade de caracterizar dois subgrupos de familias de FCCTX TGS e
TSG', a nivel germinal, foi efectuada uma analise de um painel multigénico incluindo 94 genes
associados ao aumento do risco para cancro.

Adicionalmente, pretendeu-se ainda estudar mutagdes especificas em genes candidatos para a
susceptibilidade para o FCCTX, obtidas através de whole exome sequencing (WES), avaliando o seu
potencial caracter patogénico, de modo a identificar mutacdes que possam predispor para esta

condicdo hereditaria.
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3. Material e Métodos

3.1. Material Biologico

A analise de mutacdes germinais no gene FBXOI1 foi efectuada em 24 amostras de DNA
gendmico obtido a partir de sangue periférico, 15 de individuos index das familias FCCTX e 3 de
familiares afectados, e ainda 5 de individuos HNPCC e/ou que preenchem os CB, cujos tumores
apresentavam auséncia de expressdo do gene MSH6, sem mutagdo germinal identificada nos genes
MMR. Para estas mesmas amostras foi também efectuada a analise de copy-number, tendo-se utilizado
2 amostras de DNA gendmico de individuos saudaveis como referéncia. Em 4 das 5 amostras de
individuos HNPCC e/ou que preenchem os CB (ndo foi possivel obter RNA de uma das amostras), foi
ainda sintetizado DNA complementar (¢cDNA) a partir de RNA total extraido a partir de sangue
periférico, de modo a se proceder a analise de expressio do gene FBXOII, tendo-se utilizado 8
amostras de cDNA de individuos saudaveis, como controlos normais.

No estudo da caracterizagio germinal dos subgrupos TGS™ e TSG, através da analise de um painel
multigénico por NGS, foram incluidas as 15 amostras de DNA gendémico obtido a partir de sangue
periférico dos individuos index de familias FCCTX, das quais 10 pertencem ao subgrupo TSG". De
acordo com os resultados obtidos para estas familias, foram seleccionadas 78 amostras, de individuos
pertencentes a familias com caracteristicas semelhantes a estas (43 de individuos index de familias
HNPCC-like e 35 de doentes que preenchiam os CB), de modo a avaliar se os genes identificados nas
familias FCCTX também estariam envolvidos nestas.

Apos seleccdo das variantes, obtidas por WES para a familia FCCTX L56, foi efectuada a analise
de segregacdo destas com a doenga, em 12 amostras de DNA gendmico obtidas a partir de sangue
periférico, sendo 9 de individuos afectados e 3 de individuos ndo afectados. Para uma das variantes
seleccionadas, que se revelou promissora na analise de segregacdo, foi ainda estudado o seu
envolvimento a nivel somatico, por analise mutacional, de modo a avaliar eventual perda de
heterozigotia, e por analisede expressao do gene. Assim, a analise mutacional foi efectuada em 4
amostras de DNA gendmico obtido a partir de tecido tumoral (3 de tecido incluido em parafina e 1 de
tecido congelado), de 4 individuos pertencentes a familia L56 e uma amostra de um individuo ndo
pertencente a familia, como controlo. A analise de expressdo do gene foi efectuada em cDNA
sintetizado a partir de RNA extraido de uma amostra de tecido tumoral incluido em parafina, de um
dos doentes da familia L56. Como controlo, foram incluidas amostras de cDNA, sintetizadas a partir
de RNA extraido de tecido incluido em parafina, de duas mucosas normais, dois carcinomas ¢ ainda

do RNA extraido da linha celular humana de carcinoma do colon SW480.
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Todos os individuos analisados neste estudo pertencem a familias seguidas na Clinica de Risco
Familiar do Cancro do Coélon e Recto do IPOLFG,EPE. Cada individuo assinou um consentimento

informado que permitiu efectuar o estudo.

3.2. Métodos

As amostras de DNA ¢ RNA obtidas de sangue periférico, as amostras de DNA obtidas a partir
de tecido incluido em parafina e tecido congelado assim como o RNA da linha celular SW480,

utilizadas neste estudo ja tinham sido previamente extraidas.

3.2.1. Extraccao de 4cidos nucleicos

3.2.1.1. Extraccao de DNA gendémico e RNA a partir de sangue periférico

A extracgdo de DNA genémico partir de sangue periférico foi efectuada recorrendo ao kit
comercial Gentra Puregene Blood Kit (Qiagen), seguida por quantificagdio do DNA num NanoDrop
2000 (Thermo Scientific), de acordo com as especificacdes do fabricante. Apds a quantificagdo, o
DNA foi diluido em agua bidestilada de modo a se obter uma concentracdo de trabalho de 80 ng/ul e
posteriormente armazenado a -20°C.

A extrac¢do de RNA a partir de sangue periférico realizou-se segundo o método descrito para o
reagente TRI Reagent™ Solution (Ambion, Life Techonologies). Apos a extracgdo, as amostras de RNA
foram quantificadas num NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) e sujeitas a uma electroforese em gel de
agarose de 2% (p/v) (ponto 3.2.3.1.2.) de modo a avaliar a sua integridade e¢ detectar possiveis
contaminac¢des com DNA genoémico. Cada amostra foi preparada a partir de 1 pul do RNA extraido, ao
qual foram adicionados 9 ul de Orange G 1x, tendo sido aplicado o volume total no gel assim como
6,5 pl dos marcadores de peso molecular A/Hindlll (Fermentas) ¢ GeneRuler50bpDNALadder
(Thermofisher Scientific) (Anexo D). As amostras de RNA foram posteriormente armazenadas a -

80°C.

3.2.1.2. Extraccdo de DNA e RNA a partir de tecido tumoral e mucosa normal incluido em parafina

A extraccdo de DNA genémico a partir de tecido incluido em parafina foi efectuada recorrendo

ao método de fenol-cloroformio. O DNA extraido foi quantificado em gel de agarose 0,8% (p/v)
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(Anexo D), por comparagdo com amostras de DNA de concentracdes conhecidas, tendo sindo também
avaliada a sua integridade. A preparagdo da electroforese decorreu como descrito no ponto anterior
mas a partir de 1 ul do DNA extraido. Apos a quantificacdo, o DNA foi diluido para uma concentragdo
de trabalho de 80 ng/ul e armazenado a -20°C.

A extraccdo de RNA, para as amostras L674T, Mucosa normal B e C, foi efectuada a partir de 4
cortes de 10 wm de tecido incluido em parafina utilizando o kit comercial E.Z.N.A.® FFPE RNA Kit
Protocol - Xylene Extraction Method (Omega). Enquanto que para as amostras Cas638C ¢ A193C foi
utilizado o kit PureLink™ FFPE RNA Isolation Kit (Ambion). Ap6s a extrac¢dao do RNA, seguiu-se o

mesmo procedimento referido em 3.2.1.1..

3.2.1.3. Extraccdao de DNA a partir de tecido congelado

A extrac¢do da amostra L676P foi efectuada utilizando-se um método de salting-out (Miller et

al.,1988). A quantificagdo foi efectuada como descrito no ponto 3.2.1.1.

3.2.1.4. Extraccao de RNA a partir de células da linha de carcinoma do colon SW480

Apo6s obtengdo de um pellet de células da linha de carcinoma SW480, procedeu-se a extrac¢ao do
RNA utilizando o kit TripleXtractor directRNA Kit (GRiSP Research Solutions). A quantificacdo foi

efectuada como descrito no ponto 3.2.1.1..

3.2.2. Reaccdo em cadeia da polimerase (PCR)

A técnica de reac¢do em cadeia da polimerase (PCR) é um método enzimatico in vitro que
consiste na amplificacdo de fragmentos especificos de DNA, através da utilizagdo de primers que
flanqueiam a regido de interesse nas duas cadeias nucleotidicas de DNA. A primeira etapa do PCR,
denominada por desnaturacdo, consiste na separagdo da cadeia dupla de DNA a uma temperatura
elevada (94°C). A etapa seguinte consiste no annealing dos primers, ou seja, na hibridagdo destes com
a sequéncia complementar na cadeia simples de DNA. A tltima etapa (extensdo) permite a sintese de
uma nova cadeia complementar através da accdo de uma enzima DNA polimerase. Para além desta
enzima, para que a reacgdo ocorra, ¢ também necessaria a presenca de desoxinucledtidos (ANTPS)
com um grupo 3’-OH livre, o qual permite a ligacdo de novos nucleétidos e por conseguinte a sintese
da nova cadeia de DNA; de uma solu¢do tamponada para manter o pH 6ptimo a actividade da

polimerase ¢ de uma solugdo com ides magnésio que funciona como cofactor enzimatico. A reacgdo
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de PCR ¢ constituida por um ntimero de ciclos que se baseiam na repeticdo destas trés etapas entre 30

a 40 vezes de modo a se obter um elevado nimero de copias da cadeia molde.

3.2.2.1. Optimizacdes das condicoes de PCR

As condi¢des de PCR foram optimizadas para cada fragmento/exao a amplificar neste estudo, de
modo a se obter um fragmento especifico, assim como o melhor rendimento possivel da reac¢do. O
primeiro passo consistiu no célculo da temperatura de annealing teérica para cada primer através da

formula 1descrita em baixo:

(Férmula 1)
T annealing tedrica = 2 x (Numero A+T na sequéncia do primer) + 4 x (Numero de G+C na sequéncia

do primer)

De seguida, procedeu-se a uma titulagdo da solucdo contendo ides magnésio, de modo a aferir qual
a concentragdo oOptima para se obter um produto de PCR especifico, visto que estes funcionam como
cofactor enzimatico da DNA polimerase. Nos casos que ainda apresentavam inespecificidade, foi
necessario diminuir a concentragdo de magnésio e/ou aumentar a temperatura, de modo a tornar mais
especifica a hibridagdo dos primers com a sequéncia alvo e assim, diminuir a amplificacdo de
fragmentos inespecificos. A concentragdo de primer a utilizar também pode influenciar a
especificidade da reacgdo. Assim, quando se observou a formagdo de dimeros de primer, ou seja, que
estes se ligavam preferencialmente entre si, reduziu-se a concentracdo de primer na reac¢ido e/ou
aumentou-se a temperatura de annealing para tornar a ligacdo dos primers mais especifica. Nos casos
em que a regido alvo apresenta um elevado conteido de GC, o que dificulta o processo de
desnaturagdo de cadeia dupla de DNA, foi necessario recorrer a um aditivo, GC-RICH resolution
solution (5M) pertencente ao kit GC-RICH PCR System (Roche), de modo a melhorar a amplificagdo
do fragmento. Outro tipo de adictivo utilizado foi o DMSO (demitilsulfoxdo) com a finalidade de
estabilizar o DNA e melhorar a sua desnaturagdo no primeiro passo da reac¢do. Para a maioria dos
fragmentos as condi¢des de PCR foram optimizadas utilizando a enzima polimerase contida no kit
Biotag™ (Bioline). Porém, para alguns casos particulares houve necessidade de recorrer a outro kit de
amplificagdo, AmpliTag Gold® (Thermofisher Scientific). A enzima contida neste kir tem a
particularidade de se encontrar na forma inativa, sendo necessario um “hot start” térmico, para iniciar

a actividade, o que a torna mais robusta e melhora a especificidade e rendimento da reacgao.
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3.2.3. Analise do gene FBXO11 como candidato para a suscetibilidade para o FCCTX

De forma a concluir a analise mutacional do gene FBXOII, nas 15 familias FCCTX, foram
analisados os exdes 1-6, 9-12, 16, 17 e 20, num total de 10 fragmentos, para os 15 individuos index e 3
familiares. A esta analise, foram adicionadas 6 amostras de DNA gendémico de individuos cujos
tumores apresentavam auséncia de expressdao do gene MSH6 ¢ que ndo tinham mutagdo identificada
nos genes MMR, sendo que para estas, foi efectuada a analise total do gene, ou seja, 22 exdes num
total de 16 fragmentos.

Em seguida, para as 24 amostras de DNA gendmico, foi efectuada analise de copy number para o
gene FBXOI11 de modo a avaliar possiveis delecgdes/duplicagdes através de Real Time PCR (qPCR),
tendo sido utilizadas duas amostras de DNA de individuos normais como referéncias. Por fim, para as
6 amostras de individuos cujos tumores apresentam auséncia de expressdo do gene MSH6, foi ainda
sintetizado cDNA a partir de RNA total, de modo a se proceder a analise de expressdo do gene
FBXO11, por qPCR, tendo sido utilizadas 8 amostras de cDNA de individuos saudaveis como

controlos normais.

3.2.3.1. Analise mutacional do gene FBXO11

3.2.3.1.1. Amplificacdo do DNA gendémico por PCR

Todas as amostras foram amplificadas por PCR para um volume final de 12,5 ul contendo 1 ul de
DNA gendmico (80 ng) em tubos tipo eppendorf de 0,2ml. A maioria das reacgdes de amplificagdo
foram efectuadas utilizando o kit Biotag™ (Bioline), sendo que para os exdes 4, 12, 16 e 17, do gene
FBXO11 foi utilizado o kit de amplificagdo, AmpliTag Gold® (Thermofisher). Assim, de um modo
geral, para cada reac¢do foi efectuada uma mistura reacional contendo 1,25 ul de solugdo tamponada
(10x); 1 pl de ANTPs (200 mM, Illustra™, GE Healthcare); quantidade variavel de cada primer (10
pmol/ul) e de solucdo de MgCl, (50 mM, Bioline e 25mM, Thermofisher) de acordo com as condigdes
optimizadas; 0,08 ul de Tag DNA polymerase (5 U/, Bioline ¢ Thermofisher) e agua bidestilada para
perfazer o volume.

Para a amplificagdo por PCR dos varios exdes do gene FBXOII foram utilizados os primers
descritos por Duan et al., 2012 tendo-se utilizado os softwares bioinformaticos NetPrimer

(http://www.premierbiosoft.com/netprimer/) ¢ UCSC In-Silico PCR (https://genome.ucsc.edu/cgi-
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bin/hgPcr) para o calculo da temperatura de melting e previsao do tamanho do fragmento esperado,
respectivamente (Tabela I do anexo A). As condi¢des de amplificacdo utilizadas para cada fragmento
estdo descritas no anexo B (Tabela I), sendo que as reacgdes de PCR foram executadas num
termociclador Veriti® Thermal Cycler (Applied Biosystems) de acordo com os programas descritos nas

tabelas I e II do anexo C.

3.2.3.1.2. Controlo da eficiéncia dos produtos amplificados por PCR em gel de agarose 2% (p/v)

A eficiéncia das reacdes PCR foi avaliada através de uma electroforese em gel de agarose, o qual
se encontra mergulhado num tampao salino. Assim, esta técnica permite a separacdo dos fragmentos
de DNA ao longo do gel de acordo com os respectivos pesos moleculares, sendo que os fragmentos
mais pequenos migram mais que os maiores. Para a visualizacdo destes fragmentos é necessario a
utiliza¢do de um corante, como o brometo de etidio, que se intercala na cadeia dos acidos nucleicos e
que emite fluorescéncia apos a incidéncia de radiagao ultravioleta.

O controlo da eficiéncia das optimizacdes das reacgdes PCR foi efectuado pela adigdo de 3ul de
Orange G 5x (tampao utilizado para conferir densidade as amostras e assim facilitar a sua deposi¢do
nos pocos do gel e ainda permitir a visualizacdo da migracdo durante a electroforese) ao produto
amplificado e aplicagdo da totalidade desse volume nos pogos do gel de agarose. No controlo da
eficiéncia das reacgdes de PCR das amostras de interesse, retirou-se uma aliquota de 3 ul de produto
amplificado ao qual se adicionou 7 ul de Orange G 1x, tendo-se aplicado os 10 pl resultantes nos
pocos do gel. Em ambos os casos foi aplicado paralelamente 6,5 pl do marcador de peso molecular
GeneRuler 50bp DNA Ladder (Thermofisher Scientific), de forma a confirmar o tamanho do
fragmento amplificado. Deste modo, a electroforese foi realizada numa tina horizontal utilizando um
gel de agarose 2% (p/v) em TBE 1x , ao qual foi aplicado uma diferenca de potencial de 140 V
durante cerca de 25-30 minutos. Apds a electroforese o gel foi exposto a radiacdo ultravioleta num
transiluminador BioDocAnalyze (Biometra). Todas as solugdes utilizadas neste ponto encontram-se

descritas no anexo D.

3.2.3.1.3. Purificacdo enzimatica dos produtos amplificados por PCR

A purificag@o enzimatica do produto amplificado por PCR consistiu na eliminagdo de residuos de
reagentes, como excesso de ANTPs ou primers que nao hibridaram, assim como na purificacdo do
DNA amplificado, através da utilizagdo de duas enzimas: Thermosensitive Alkaline Phosphatase -
FastAP (1U/ul, Thermo Scientific) ¢ Exonuclease I -Exol (20U/ul, Thermo Scientific). Para tal, foi

efectuada uma mistura reaccional contendo 0,5 pul de Exol e 1ul de FastAP por cada produto da
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reaccdo, sendo posteriormente adicionados 1,5ul da mistura a cada tubo tipo eppendorf de 0,2ml
contendo o produto de PCR. Em seguida, as amostras foram incubadas num termociclador durante 15
minutos a 37°C (temperatura 6ptima para a actividade das enzimas) seguidos de 15 minutos a 85°C

para a inactivacdo das mesmas.

3.2.3.1.4 .Sequenciacio automatica

A sequenciag@o automatica de Sanger, baseia-se no principio da replicacdo do DNA permitindo
determinar a sequéncia nucleodtidica presente no fragmento de interesse. Neste método para a sintese
de DNA ¢ necessario ndo s6 os dNTPs mas também didesoxirribonucledtidos (ddNTPs) que tém a
particularidade de ndo possuirem o grupo hidroxilo no carbono 3" o qual é necessario para a formagao
de ligagdes fosfodiéster entre as bases nucleotidicas adjacentes. Assim, a inexisténcia deste grupo leva
a que a DNA polimerase termine a sintese da nova cadeia apds a incorporacdo de um ddNTPs,
resultando varios fragmentos que se diferenciam num nucleotido. Para além disto, cada ddNTPs ¢
marcado com um flurocromo de cor diferente consoante a base nucleotidica (A,G,C,T) que emite
fluorescéncia quando excitado por um laser, permitindo determinar a sequéncia do fragmento de

DNA.

3.2.3.1.4.1. Reaccdo de Sequenciacio

Para cada fragmento amplificado foi efectuada uma reacgdo de sequenciagdo, na qual se utilizou
apenas um primer (forward ou reverse), sendo que no caso do gene FBXOII sempre que se
identificou alguma variante esta foi confirmada com nova reaccao, tendo-se utilizado o outro primer.
A reaccdo de sequenciagdo foi efectuada para um volume final de 20 pl em 4gua bidestilada, em tubos
tipo eppendorf de 0,2ml, contendo uma quantidade de produto de PCR purificado variavel, de acordo
com o tamanho do fragmento amplificado e da intensidade da banda visualizada apos o controlo da
eficiéncia da amplificagdo em gel de agarose como descrito no ponto 3.2.3.1.2.; 2 ul de primer (1,6
pmol/ul) especifico para a sequéncia alvo (forward ou reverse); 2 ul de solugdo tamponada Buffer
Sequencing 5x, BigDye® Terminator vI.1 (Applied Biosystems) para manter o pH constante e
quantidade variavel de mix BigDye™ Terminator vi.1 Cycle (Applied Biosystems) constituida pela
DNA polimerase, Mg*", dNTPs ¢ ddNTPs, a qual depende do tamanho do fragmento amplificado. A
reac¢do de sequencigdo foi realizada num termociclador Veriti® Thermal Cycler (Applied Biosystems)
utilizando o programa descrito da tabela III do anexo C. Os primers utilizados para a reaccdo de

sequenciag@o encontram-se no anexo A (Tabelas I e II).
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3.2.3.1.4.2. Precipitacdo e purificacio do DNA apds reacio de sequenciacio

A precipitag@o e purificagdo do DNA, foi realizada até um periodo maximo de 24 horas apos a
reaccdo de sequenciagdo. Este método baseia-se numa reacgdo de salting out, a qual é recomendado
pelo protocolo do kit de sequenciagio BigDye"™ Terminator vi.1 Cycle Sequencing (Applied
Biosystems), tendo como objectivo a obtengdo do DNA purificado e sem contaminantes que pudessem
interferir na electroforese capilar. Para tal, foi efectuada uma mistura reaccional contendo etanol
absoluto, acetato de so6dio e EDTA, sendo que os primeiros dois reagentes sdo essenciais para
neutralizar as cargas do acido nucleico, reduzir a sua solubilidade e promover a precipitagdo de DNA,
enquanto que o EDTA ¢ fundamental para inactivar a enzima usada na reac¢do de sequenciacao,
através da sua capacidade de quelatar o Mg”". Assim, a esta mistura foi adicionado o volume total do
produto da reacgdo de sequenciagdo, seguido de incubagdo a temperatura ambiente. De seguida, as
amostras foram centrifugadas a 4°C, o sobrenadante foi descartado e os pellets foram lavados para
remogao de sais em excesso, por centrifugacdo, com etanol 70% (v/v). O sobrenadante foi novamente
descartado e os pellets de DNA foram secos a 37°C num banho seco e posteriormente armazenado a
4°C até se efectuar a electroforese capilar. O protocolo detalhado deste procedimento encontra-se

descrito no anexo E.

3.2.3.1.4.3. Preparacio das amostras para electroforese capilar no sequenciador automadtico
utilizando o software Sequencing Analysis

Aos pellets secos de DNA, obtidos ap6s a precipitagdo e purificagdo das amostras da reac¢do de
sequenciagdo, foram adicionados 17ul de formamida HI-DI (Applied Biosystems) como solvente para
a injec¢do capilar. Em seguida homogenizou-se em vortex e transferiu-se o volume total para uma
placa de 96 pocos (Platemax, Axygen) adequada para o sequenciador automatico. A placa foi selada e
colocada num termociclador Veriti® Thermal Cycler (Applied Biosystems) para desnaturacdo das
amostras a 95°C durante 5 minutos, sendo de seguida incubada em gelo durante 1-2 minutos. Por fim,
procedeu-se a uma centrifugacdo durante 2 minutos a 1200 rpm, para deposi¢do das amostras e
eliminacdo de possiveis bolhas de ar. Em seguida, retirou-se o selo e a placa com as amostras foi
colocada no sequenciador automatico ABI PrismTM 3130 Genetic Analyser (Applied Biosystems),

onde a electroforese capilar decorreu a 50°C e a uma voltagem de 15K V.
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3.2.3.1.4.4. Analise de resultados

Os resultados da electroforese capilar foram obtidos sob a forma de electroforectogramas gerados
pelo software Sequencing Analysis 3.4.1 (Applied Biosystems). Para identificar as alteragdes na
sequéncia alvo, a sequéncia obtida foi comparada com a sequéncia de DNA de referéncia obtida da
base de dados NCBI, sendo que, para além de toda a sequéncia codificante teve-se também atencgdo a

possiveis alteragdes nas 20 bases franqueadoras, a montante e jusante, de cada exao.

3.2.3.2. Real-Time PCR

A técnica de Real-Time PCR ou PCR quantitativo (QPCR) ¢ uma técnica sensivel, especifica e que
permite a quantificacdo de acidos nucleicos. Esta técnica tem vindo a ser usada nas mais diversas
aplicacoes, desde estudos de expressdo de mRNA, estudos de copy-number (quantificacdo de DNA
genomico) ou de variantes especificas. O seu procedimento tem como base o principio do PCR
convencional, mas com a particularidade de usar moléculas fluorescentes na reac¢do de amplificagdo
capazes de se intercalaram ou se ligarem a cadeia do DNA, o que torna possivel a obten¢do de uma
razdo directamente proporcional entre o sinal de fluorescéncia e a quantidade de produto presente na
reaccdo. As moléculas fluorescentes dividem-se em dois grupos: as moléculas que intercalam com a
cadeia dupla do DNA (exemplo, SYBR® Green) ou moléculas marcadas com fluorocromos que se
ligam a uma regido especifica na cadeia simples de DNA através da complementariedade de bases
(exemplo, TagMan ® probe ). O software informatico do instrumento onde decorre a amplificagdo por
PCR quantitativo, constroi um grafico de amplificacdo, semelhante ao ilustrado na figura 3.1, tendo
por base a emissdo de fluorescéncia detectada ao longo do numero de ciclos. No grafico de
amplificag@o € possivel observar as trés fases que constituem o qPCR: a fase limiar (threshold), a fase

exponencial e a fase estacionaria ou plateau.

Fase Plateau
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} |
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Numero de ciclos

Figura 3.1. Grafico de amlificagdo para uma amostra por qPCR e representagdo das suas

respectivas fases. (adaptado de:Arya et al.,2005) 31



Para cada amostra ¢ determinado, pelo software do equipamento, o ponto a partir do qual a
fluorescéncia gerada ultrapassa o threshold, em fungdo da baseline (limiar minimo de deteccdo de
fluorescéncia do instrumento), sendo esse ponto denominado por threshold cycle (Ct).

A técnica de qPCR, permite a realizacdo de dois métodos de quantificagdo: quantificacdo absoluta
ou quantificagdo relativa. A quantificacdo das amostras de forma absoluta consiste na determinagao da
concentracdo de amostras desconhecidas tendo em conta uma recta de calibragdo. Inicialmente sdo
efectuadas diluigdes seriadas de uma amostra conhecida e determinado o Ct para cada dilui¢do. A
recta de calibracdo é desenhada através de uma relag¢do linear dos valores de Ct determinados e o
logaritmo da concentragdo das dilui¢des seriadas. Na quantificacdo relativa, para além do gene alvo, é
necessario um gene housekkeping (expresso constitutivamente ¢ de igual forma em todas as células) e
uma amostra de referéncia. Durante o qPCR ocorre a amplificagdo para cada amostra (alvo e de
referéncia) do gene alvo e do gene housekkeping. Assim, neste método, a quantificagdo consiste na
comparacdo dos valores de Ct entre as amostras do gene alvo contra os Ct das amostras para o gene

controlo.

3.2.3.2.1. Optimizacio das condi¢cOes da reaccdo de gPCR e calculo da sua eficiéncia

A eficiéncia da reac¢do do qPCR depende dos valores de Ct obtidos de acordo com a concentragao
da amostra e do gene em estudo. Para o célculo da eficiéncia, efectuaram-se 5 diluigdes seriadas em
agua bidestilada, de uma amostra de referéncia de DNA gendmico ou cDNA, com concentracdo
conhecida. Essas dilui¢des foram efetuadas para as concentragdes de 40, 20, 10, 5 ¢ 2,5 ng/ul e 60, 30,
15, 7,5 e 3,25 ng/ul, caso se tratasse da optimizacdo da reac¢do para a analise de copy-number ou de
expressdo, respectivamente . De seguida, procedeu-se a amplificagdo por qPCR, em placas de 96
pogos (ABI PRISM TM Optical 96-Well Reaction Plate), utilizando o kit Power SYBR"® Green PCR
Master Mix (SmL, Applied Biosystems) ou KAPA SYBR® FAST qPCR Kit Master Mix Universal
(KapaBiosystems), utilizando primers especificos, para cada gene alvo e housekeeping, com as
diferentes dilui¢des. Cada diluigdo foi efectuada em duplicado e calculada a média de Ct, sendo esta
utilizada para construir uma recta através de uma relagdo linear com o logaritmo da concentragdo da
amostra. O declive da recta permitiu entdo calcular a eficiéncia da reacgdo através da seguinte

equacao:

(Equacgédo 1)
Eficiéncia (E) = 10(-1/declive)

A eficiéncia calculada permitiu quantificar as amostras para os estudos de analise de expressdo e de

copy-number através da equagdo 2:
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(Equacdo 2)

Eficiéncia do gene alvohttamostra

ratio = ——— : _
Eficiéncia do gene housekeeping ACtReferéncia

Em que as eficiéncias s3o calculadas pela equacdo anterior ¢ os ACt sdo calculados através da

equacao 3:

(Equacdo 3)

ACt = Ctgene housekeeping ~ Ctgene awo

Todas as reacgdes foram realizadas para um volume final de 15ul. Com o kit Power SYBR® Green
PCR Master Mix (SmL, Applied Biosystems) foi efectuada uma mistura reacional diferente para cada
gene em estudo, constituida por 0,75ul de cada primer (foward e reverse) a concentragdo de
optimizagdo, 7,5ul de Power SYBR® Green PCR Master Mix (2x) e 4pl de 4gua bidestilada. Apos a
distribui¢do da mistura reacional em cada pogo da placa, adicionou-se 2ul de DNA gendmico ou
cDNA, para optimizagdo de andlise de copy-number ou expressdo, respectivamente, excepto no
controlo negativo onde se adicionou igual volume de agua bidestilada. Com o kit KAPA SYBR® FAST
qPCR Kit Master Mix Universal (KapaBiosystems), a reac¢ao foi similar, ou seja, foi efectuada uma
mistura reacional constituida por 0,75ul de cada primer (foward e reverse) a concentragdo de
optimizagdo, 7,5ul gPCR Master Mix (2x), mas adicionou-se apenas 3,6 pl de agua bidestilada devido
a adicdo de 0,4 ul de ROX Reference Dye High, necessaria para tornar a reac¢do com o SYBR® Green
I dye presente na master mix deste kit, compativel com o aparelho usado. As reac¢des de qPCR foram
realizadas no 7900HT Sequence Detection System (Applied Biosystems) com o programa descrito no
Anexo C (Tabelas V e VI) sendo a analise dos resultados efetuada pelo software SDS 2.4 (Applied

Biosystems).

3.2.3.2.2. Andlise de copy number para o gene FBXO1!

A analise de copy-number para o gene FBXOI1 foi realizada para as mesmas 24 amostras de DNA
genoémico em que foi efectuada a analise mutacional e 2 amostras de DNA de individuos normais,
como referéncia.

Para esta analise foram utilizados dois pares de primers especificos, com localizagdes diferentes no
gene FBXOI11 (FBXOI11 probe 1 ¢ FBXOI1 probe 2), e como gene housekeeping uma regido no
cromossoma 12 (6585217pb a 6585317pb), retirados do estudo de copy-number realizado por Duan e
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os seus colaboradores (Duan et al., 2012). As sequéncias dos primers utilizados, bem como a sua
localizagdo encontram-se descritas na tabela III do anexo A. Apds a optimizagdo, as reac¢des de qPCR
foram efectuadas em triplicado, como descrito no ponto anterior (3.2.3.2.1.), utilizando o kit Power
SYBR"™ Green PCR Master Mix (5mL, Applied Biosystems) ¢ 2 ul de DNA (10 ng/ul) de cada amostra
por par de primers em analise. As condi¢des de amplificacdo encontram-se descritas na tabela II do
anexo B.

A reaccdo foi efectuada no 7900HT Sequence Detection System (Applied Biosystems) com o
programa descrito no Anexo C (Tabela V) sendo a analise dos resultados efectuada pelo software SDS
2.4 (Applied Biosystems). Apos a reac¢do, os valores de Ct adquiridos pelo software foram importados
para uma folha de cédlculo de Excel e a andlise de copy-number foi realizada de acordo com as
equagoes 1, 2 e 3. A média dos Ct utilizada foi realizada a partir dos triplicados de cada reacgdo. A
analise estatistica foi realizada no software GraphPad Prism version 5.03, utilizando a média e o

desvio padrio dos triplicados de cada experiéncia.

3.2.3.2.3. Andlise de expressio do gene FBXO11

Para os 5 individuos incluidos na analise do gene FBXOI1, cujos tumores apresentam auséncia de
expressdo do gene MSHG6, foi colocada a hipdtese desta auséncia ser devida ao mecanismo de
expressao antisense presente nos genes FBXOI1 e MSH6 (ponto 1.4). Para tal, foi sintetizado cDNA
de 4 destas amostras (para uma das amostras ndo foi possivel realizar a analise por falta de
disponibilidade de material bioldgico) e 8 controlos normais (ponto 3.2.3.2.3.1.), de modo a se
proceder a analise de expressdo do gene FBXOII. Todas as reacgdes de qPCR foram realizadas
conforme descrito no ponto anterior, sendo que neste caso, em cada reac¢do foram utilizados 2ul de
cDNA (15 ng/ul ) de cada amostra, por gene analisado. Como controlo foi utilizado o gene SDHA
(sucinato desidrogenase subunidade A). As sequéncias dos primers utilizados, bem como a sua
localizacdo encontram-se descritas na tabela III do anexo A. As condi¢gdes de amplificagdo encontram-
se descritas na tabela II do anexo B. A reacgdo foi efectuada no 7900HT Sequence Detection System
(Applied Biosystems) com o programa descrito no Anexo C (Tabela VI) sendo a analise dos resultados

efectuada pelo software SDS 2.4 (Applied Biosystems).

3.2.3.2.3.1. Reaccao de Transcricdo Reversa (RT-PCR) para sintese de cDNA

A reacgdo de RT-PCR tem como finalidade a sintese de cDNA a partir de um molde de RNA.
Este procedimento esta dividido em duas fases: a primeira em que sdo utilizados primers random que
se ligam as cadeias de mRNA para que a enzima transcriptase reversa consiga converter 0 RNA em
cDNA ¢ a segunda, em que ocorre a amplificagdo da dupla cadeia de cDNA, por PCR. A reaccdo foi

realizada para um volume final de 20 pl, em tubos tipo eppendorf de 0,2ml, sendo composta por duas
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misturas reaccionais. A primeira foi realizada para um volume final de 7,75 pl contendo 0,5 ul de
hexameros (3pg/pl, Roche) que funcionam como primers random, volume equivalente a 1 ug de RNA
(dependendo da quantificagdo da amostra) e¢ restante volume em agua bidestilada tratada com
dietilpirocarbonato (DEPC , Merck), para inactivagdo de RNases. Estes foram incubados a 70°C
durante 10 minutos num termociclador ¢ colocados, de seguida, em gelo de modo a se adicionar a
segunda mistura reacional, constituida por: 4ul de tampao 5x First Strand Buffer (Invitrogen) para
manter o pH da reacgdo constante; 4pul de ANTPs (100mM cada, lllustraTM GE Healthcare); 2l de
ditiotreitol (DTT) (0,1M, Invitrogen) como estabilizador enzimatico; 1ul de Superscript® II Reverse
Transcriptase (200U/pl, Invitrogen), enzima que sintetiza o cDNA a partir de um RNA molde; 0,75ul
de RnaseOut™ Recombinant Ribonuclease Inhibitor (40U/ul, Invitrogen), para a inactivagio de
possiveis RNases presentes na reacgdo e 0,5 pul de agua bidestilada tratada com DEPC de modo a
perfazer um volume de 12,25 pl. Em seguida, os tubos foram novamente colocados no termociclador
para finalizar a reac¢do de acordo com o programa descrito na Tabela IV do anexo C. As amostras de

cDNA sintetizadas foram posteriormente guardadas a -20°C.

3.2.4. Caracterizacdo a nivel germinal, das familias FCCTX (subgrupos TSG e TSG) através da
analise de um painel multigénico por Next Generation Sequencing

As amostras de DNA gendmico dos 15 individuos index das familias FCCTX, foram analisadas
recorrendo a um painel comercial contendo 94 genes associados a susceptibilidade para o cancro,
nomeadamente, ao cancro do colon e recto, por NGS. Uma vez que estas familias ndo apresentam
mutacdes nos genes MMR e MUTYH, fomos pesquisar a presenca de mutacdes nos restantes genes do
painel de modo a podermos caracterizar os subgrupos TSG™ e TSG". Paralelamente, para as mesmas
amostras foi efectuada a analise de grandes delecgdes/duplicagdes por MLPA (multiplex ligation-
dependent probe amplification) nos genes associados a sindromes hereditarios de cancro colorectal, de
acordo com as instrugdes do fabricante (MRC-Holland).

Posteriormente, foram adicionados os resultados obtidos pela analise do mesmo painel multigénico,
relativamente aos genes identificados nas familias FCCTX, para um conjunto de 78 amostras de DNA
genomico (43 de individuos index de familias HNPCC-/ike e 35 de doentes que preenchiam os CB)
sem mutagdo identificada nos genes MMR e MUTYH.

A analise mutacional por NGS e de MLPA (procedimento experimental e analise de resultados) foi

realizada pelo grupo de gastrenterologia da UIPM.
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3.2.4.1. Anélise mutacional utilizando um painel multigénico e seleccio das variantes possivelmente
patogénicas

A analise mutacional foi efectuada a partir de cerca de 50 ng de DNA genomico de cada uma das
amostras, utilizando o kit comercial Trusight Cancer Panel (Illumina) de acordo com as
especificacdes do fabricante e realizada na plataforma MiSeq (Illlumina). A anotagdo das variantes
detectadas, foi efectuada recorrendo ao software Isaac (v2.1) (Illumina) e os resultados visualizados
com o software VariantStudio (v2.3) (Illumina). A anotagdo das variantes ¢ efectuada em relacdo ao
genoma humano GRCh37 (NCBI) e inclui a andlise in silico com os softwares SIFT ¢ Polyphen-2,
para previsdo do impacto que a alteracdo de aminoacidos possa ter ao nivel proteico; da frequéncia
descrita na populagdo nas bases de dados /1000 genomes ¢ Exome Variant Server (EVS), assim como
se as variantes se encontram descritas nas bases de dados Cosmic (Catalogue of Somatic Mutations in
Cancer) e CliVar (NCBI).

Para a selecg¢@o das variantes possivelmente patogénicas, foi realizada a confirmagdo da analise in
silico obtida com os softwares SIFT e Polyphen-2, utilizando a ferramenta Variant Effect Preditor -
VEP (http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/Tools/VEP), a qual foi acrescentada a analise com o
software Mutation taster (http://www.mutationtaster.org/) que permite avaliar o impacto provocado
por qualquer tipo de mutacdo pontual no genoma. Para além da confirmagdo dos resultados obtidos,
nas bases de dados referidas anteriormente, fomos ainda complementar a anotagdo com a frequéncia
descrita na populagdo, para cada variante, na base de dados Exome Aggregation Consortium - EXAC
(versdao 0.3, http://exac.broadinstitute.org/), se estas se encontravam descritas nas bases de dados
Leiden Open Variantion Database — LOVD (http://www.lovd.nl/3.0/home) ¢ The Human Gene
Mutation Database - HGMD (http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php - public database) ¢ com a
informacgdo obtida através de pesquisa em artigos cientificos da especialidade (Pubmed, NCBI). Deste
modo, foram seleccionadas como possivelmente patogénicas, todas as variantes cuja frequéncia
descrita na populagdo fosse inferior a 0,1% (ExAC) e simultancamente pela analise in silico

obtivessem um dos seguintes resultados (tabela 3.1):

Tabela 3.1. Critérios usados para a selec¢do das variantes como possivelmente patogénicas,
utilizando os softwares VEP (SIFT e Polyphen-2) e Mutation Taster.

Critérios para SIFT Polyphen-2 Mutation Taster
sele¢iio de deleterious probably damaging disease causing
variantes deleterious possibly damaging . .

possivelmente disease le;s(;ng

patogénicas tolerated probably damaging (score = 70)

Para o caso das amostras dos individuos pertencentes as familias HNPCC-/ike ou que preenchiam

os CB, os critérios de seleccdo das variantes foram os mesmos, mas cingiram-se apenas a mutacdes
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em genes especificos associados a reparagdao do DNA, nomeadamente a recombinagdo homodloga (HR)

e a reparacdo por excisdo de nucledtidos (NER).

3.2.4.1.1. Desenho de primers especificos para a analise das varias variantes presentes em estudo

Para cada variante foram desenhados primers especificos de modo a amplificar a regido de
interesse. Deste modo, seleccionou-se uma sequéncia com cerca de 18-22 nucledtidos para cada
regido/exao de interesse, a partir da sequéncia de referéncia de cada gene (GRCh37, NCBI), de modo
a que esta flanqueasse a variante seleccionada. Esta sequéncia foi inserida no software NetPrimer
(http://www.premierbiosoft.com/netprimer/), o qual permite obter informacdes relativas a
determinados parametros da sequéncia seleccionada, nomeadamente a temperatura média de
desnaturagdo (T,), a percentagem de GC na sequéncia, assim como avaliar a possibilidade das
sequéncias formarem estruturas secundarias geradas por interac¢cdes moleculares entre si (self-dimer)
ou entre os dois primers (cross-dimer). Assim, foram seleccionadas as sequéncias de primers em que a
distribui¢ao de nucleotidos fosse de tal forma que a percentagem de GC correspondesse a cerca de 40-
55% da mesma, uma vez que este valor influencia a T,,. Sendo importante que tanto a percentagem de
GC como a T, fossem semelhantes entre o par de primers (primer foward e primer reverse) escolhido.
Foi tida também em consideracdo a especificidade de annealing dos primers com a sequéncia alvo,
tendo-se optado, sempre que possivel, pelos primers que nao formassem self-dimers ou cross-dimers,
uma vez que estas podem contribuir para a diminuig¢do ou auséncia de amplificacdo. Apds o desenho e
selec¢do do melhor par de primers para a amplificagdo de cada variante, recorreu-se ainda a mais dois
softwares: PCR in silico (UCSC Genome Bioinformatics: https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr) de
modo a confirmar o tamanho do fragmento obtido, o qual se pretendeu que ndo fosse superior a 600
bp, e Primer-Blast (NCBI: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) para avaliar a

especificidade da sequéncia do primer no genoma.

3.2.4.1.2. Confirmacao das variantes seleccionadas, por sequenciacio de Sanger

Para a confirmacdo de cada variante seleccionada, foram optimizadas as condi¢des de PCR para
cada par de primers desenhado, seguido da amplificacio da amostra em questdo e posterior
sequenciagdo por Sanger como descrito anteriormente (pontos 3.2.2.1, 3.2.3.1.1 — 3.2.3.1.4.4), sendo
que neste caso a analise de resultados se cingiu apenas a localizagdo da variante em questdo. Esta
confirmagdo foi apenas efectuada para as variantes identificadas nos 15 individuos index das familias
FCCTX. As sequéncias dos primers desenhados para a confirmagdo das variantes resultantes da
analise do painel multigénico, assim como as suas caracteristicas e as amostras em que foram
identificadas estdo descritas na tabela IV do anexo A. As condi¢des de amplificacdo utilizadas para

cada fragmento estdo descritas no anexo B (tabela III), sendo que as reac¢des de PCR foram

37



executadas num termociclador Veriti® Thermal Cycler (Applied Biosystems) de acordo com os

programas descritos nas tabelas I e II do anexo C.

3.2.5. Identificacdo de genes candidatos para a susceptibilidade para o cancro do coélon e recto
familiar do tipo X (FCCTX)

Como referido anteriormente, de forma a identificar genes candidatos para a susceptibilidade para
o FCCTX, foi efectuada a sequenciagdo do exoma em 5 familiares afectados da familia L56 e
subsequente analise bioinformatica para anotacao das variantes identificadas e estratificagdo de acordo
com a possivel patogenicidade. De seguida, pretendeu-se refinar esta analise, de modo a se seleccionar

as variantes candidatas para o estudo de segregacdo com a doenga.

3.2.5.1. Seleccdo de variantes identificadas através da analise de whole exome sequencing na familia
L56

De modo a seleccionar as variantes potencialmente patogénicas, partilhadas pelos individuos
afectados da familia L56, para posterior estudo de segregagdo, foram estabelecidos critérios de

exclusdo (figura 3.2 ), os quais foram aplicados as variantes descritas nos outputs 3 ¢ 4.

Variantes em comum em comparagio Frequéncia do alelo mutadono Proteina trucante no final da tradugio
com as analises bioinformaticas dos individuo com valor inferiora ou inser¢ido de um aminoacido
projectos da tiroide/prostata 30% imediatamente antes do codao STOP

Variantes com frequéncia gemnl

na populagio superiora 1% Genotipo

Figura 3.2. Critérios de exclusao utilizados para a seleccdo das variantes para estudo de segregacdo
com a doencga na familia L56.
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O primeiro critério consistiu na exclusdo de variantes comuns, obtidas pela analise bioinformatica,
as trés familias de cancro familiar (colon, tiroide e prostata) analisadas por WES de acordo com o
projecto referido anteriormente (ponto 1.6). Com o segundo critério pretendeu-se eliminar as variantes
que apresentavam frequéncias gerais na populagdo com valor superior a 1% (por se tratarem de
possiveis polimorfismos), seguido pela exclusdo de variantes com frequéncia do alelo mutado, em dois
ou mais individuos, com valor inferior a 30%, os quais podem representar possiveis artefactos que
ocorreram durante a sequenciacdo. O critério seguinte, teve em conta os genotipos das variantes
identificadas nos individuos da familia, ou seja, se estas eram detectadas em homozigotia ou
heterozigotia. Assim, e tendo em conta a transmissdo dominante de CCR na familia, as variantes
identificadas como homozigoticas em todos os individuos ou na sua maioria, foram excluidas. Por fim,
o ultimo critério serviu para descartar as variantes truncantes cujo coddo de terminagado se localizasse
no final da proteina, por darem origem a proteinas truncadas com tamanho semelhante a wild-type, ou
seja, com um baixo potencial patogénico. Apds a aplicacdo destes critérios aos dois outputs ( 3 e 4),
obteve-se um total de 296 variantes, as quais foram adicionadas quatro variantes resultantes de uma
analise bioinformatica anterior a este estudo.

De seguida, procedeu-se a uma andlise in silico para a totalidade das variantes selecionadas, de
modo a tentar restringir este nimero e¢ ajudar a previsdo da patogenicidade das mesmas. As
frequéncias gerais na populagdo foram confirmadas através das bases de dados FEnsembl!
(http://www.ensembl.org/index.html), ExAC e EVS (versao 0.0.15,
http://evs.gs.washington.edu/EVS/). Os valores de SIFT/Polyphen-2, foram validados através do
software VEP. Para as variantes sinonimas foi ainda realizada uma analise adicional, com o software
Mutation Taster, de modo a prever possiveis consequéncias a nivel de splicing. Por tltimo, foi
efectuado um levantamento sobre as fungdes das proteinas, codificadas pelos genes contendo as
variantes seleccionadas, no envolvimento tumoral.

Assim, apos esta analise, foram seleccionadas 41 variantes todas em genes diferentes, para analise

de segregacdo com a doenca na familia.

3.2.5.1.1. Anélise de segregacdo das variantes seleccionadas com a doenca, na familia L56

Esta analise foi iniciada com o desenho de primers especificos para cada uma das variantes, como
descrito em 3.2.4.1.1. De seguida, procedeu-se a amplificagdo por PCR, seguido de sequenciacio de
Sanger, de cada um dos 47 fragmentos/exdes, para as 12 amostras de DNA genoémico da familias L56
(9 de individuos afectados e 3 de individuos ndo afectados), como descrito anteriormente (pontos
3.2.2.1, 3.2.3.1.1 — 3.2.3.1.4.4), sendo que neste caso a analise de resultados se cingiu apenas a
localizacdo da variante em questdo. A maioria das reac¢des de amplificagdo foram efectuadas
utilizando o kit Biotag™ (Bioline). Porém, para as variantes identificadas nos genes TM4SF5 ¢ MAPG,

foi utilizado o kit de amplificagdo, AmpliTag Gold® (Thermofisher). A sequéncia dos primers
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desenhados para cada uma das variantes seleccionadas, assim como as suas caracteristicas encontram-
se descritas na tabela V do anexo A. As condi¢des de amplificacdo utilizadas para cada fragmento
estdo descritas no anexo B (tabela 1V), sendo que as reacgdes de PCR foram executadas num
termociclador Veriti® Thermal Cycler (Applied Biosystems) de acordo com os programas descritos nas
tabelas I e II do anexo C. Para os genes CACNAIS ¢ GIMAPI ainda ndo se obteve as condi¢des
optimas de PCR.

3.2.5.1.1.1. Anélise mutacional somatica da variante p.Arg645Trp do gene MTMR3 na familia L56

Um estudo realizado por Zheng et al., 2014 em linhas celulares humanas de cancro colorectal,
observou que o gene MTMR3 (Myotubularin related protein 3) influenciava os processos de apoptose
e proliferacdo das células de cancro colorectal. Assim, a variante p.Arg645Trp do gene MTMR3
revelou-se promissora na susceptibilidade para FCCTX, tendo sido seleccionada para uma analise
mutacional somatica de modo a avaliar a existéncia de uma eventual perda de heterozigotia . Caso
existisse, a variante seria detectada em homozigotia nas amostras de tumor dos individuos portadores
da variante a nivel germinal. Esta analise foi realizada em 4 amostras de DNA gendmico, de
individuos da familia L56, para os quais existia material bioldgico disponivel (tabela 3.2). Foi ainda
adicionada uma amostra de DNA de um carcinoma de um individuo ndo pertencente a esta familia e

portanto, ndo portador da variante germinal.

Tabela 3.2. Caracterizagdo das amostras de DNA dos individuos da familia L56 incluidas na
analise mutacional somatica do gene MTMR3.

Amostra de DNA Amostra de DNA de Caracterizacio histolégica do
gendmico tecido tecido
L674 Cas 995 Carcinoma
L676 L676P Polipo hiperplasico
L781 Cas 987 Adenoma tubular
L801 Cas 3575 Carcinoma

Para esta analise ndo foi possivel utilizar o par de primers desenhado anteriormente para o gene
MTMR3 (tamanho do fragmento amplificado - 406bp), uma vez que o tratamento a que o tecido ¢
sujeito até a inclusdo em parafina, provoca a fragmentagdo do DNA, o que inviabiliza a amplificacdo
de fragmentos com tamanho superior a 180-200bp. Para tal, foi necessario o desenho de primers
especificos (como descrito em 3.2.4.1.1), mas que amplificassem um fragmento de menor tamanho
(Anexo A, tabela VI).

A analise somatica foi efectuada como descrito anteriormente (pontos 3.2.2.1,3.2.3.1.1 - 3.2.3.1.4.4)
utilizando o kit de amplificacio de PCR AmpliTaq Gold® (Thermofisher). As condi¢des de

amplificagdo encontram-se descritas na tabela V do anexo B e as reacgdes forma realizadas num
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termociclador Veriti® Thermal Cycler (Applied Biosystems) de acordo com o programa descrito no

anexo C (Tabela II).

3.2.5.1.1.2. Anélise de expressido do gene MTMR3 em tumores por Real-Time PCR

Num estudo realizado por (Oppelt et al., 2014) a proteina MTMR3 e o seu alvo PtdInsP5 foram
descritos como elementos participantes na migracdo celular em CCR através da interac¢do com a
proteina RAC1 (Rho family, small GTP binding protein racl). Visto que a isoforma alternativa desta
proteina (RACI1b) também ja foi descrita como interveniente na tumorigénese nas células do epitélio
colico, estes trés genes foram selecionados para uma analise de expressdao em carcinomas do colon
desta familia, de modo a avaliar um possivel interac¢do da variante no gene MTMR3 com a expressao
do mesmo ou eventualmente do RACI ou RACI1b (Matos e Jordan, 2008).

Para os genes MTMR3, RACI ¢ RACIb forma desenhados primes especificos de acordo com o
descrito anteriormente (ponto 3.2.4.1.1), com a particularidade destes ndo poderem amplificar um
fragmento superior a 200bp, terem uma percentagem em GC de 50% e o valor de Tm ser
aproximadamente de 60°C. Além disso, de modo a tornar os primers especificos para a analise de
cDNA, pelo menos um dos primers de cada par foi desenhado de modo a hibridar com uma sequéncia
de juncdo exdo-exao do gene em estudo.

A analise de expressao do gene MTMR3, foi efectuada para um dos individuos afectados da familia
L56, numa amostra tumoral (L674T) obtida a partir de tecido incluido em parafina. Para tal, foi
sintetizado ¢cDNA desta amostra, assim como de duas amostras de mucosa normal e de dois
carcinomas, que foram utilizadas como controlos, como descrito no ponto 3.2.3.2.3.1.. As reaccdes de
qPCR para os genes MTMR3 ,GADPH e RACIb foram efectuadas utilizando o kit KAPA SYBR®
FAST qPCR Kit Master Mix Universal (KapaBiosystems), enquanto que para o gene RACI foi
utilizado o kit Power SYBR® Green PCR Master Mix (5SmL, Applied Biosystems). Todas as reac¢des
foram efectuadas em triplicados ¢ de acordo com o modo descrito em 3.2.3.2.1. Os primers
especificos usados para cada reac¢do estdo pormenorizados no anexo A (tabela VII) e as condicdes de
gPCR encontram-se descritas no anexo B (tabela VI). A reacgao foi efectuada no 7900HT Sequence
Detection System (Applied Biosystems) com o programa descrito no Anexo C (Tabela VI) sendo a

analise dos resultados efectuada pelo software SDS 2.4 (Applied Biosystems).
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4. Resultados

4.1. Envolvimento do gene FBXO1 I na susceptibilidade para FCCTX

4.1.1. Anéalise Mutacional

A andlise mutacional, efectuada para os 22 exdes codificantes do gene FBXOII, permitiu
identificar 7 variantes em heterozigotia em 8 individuos da série analisada que incluiu individuos
index de familias FCCTX distintas e individuos com CCR cujo tumor apresentava auséncia de

expressao da proteina MSH6. (figura 4.1)

L121-Intrio 16 L1855-Intrio 17 L5-Intrio 21
¢.2083+425 2083+26insT ¢.2227+88 T>G €.2555+53T>C

LT T C T G TillAA"G T TITATT (||'T Syl = A" 7A
TECE PG G (

NAAAAAARAA Y WV VA VY

Figura 4.1. Excertos de electroforetogramas representativos de 3 das 7 variantes identificadas. No
canto superior esquerdo estd indicada a amostra,0 exdo onde a variante foi detectada e a sua
caracterizagdo; as sequéncias de DNA a preto (sentido forward) correspondem a sequéncia normal
naquela regido enquanto que a vermelho se encontram as bases/sequéncia alteradas.

As variantes foram observadas em regides distintas do gene, desde regides exonicas (3), intronicas
(2) e regido 3'UTR (2), encontrando-se todas descritas na base de dados NCBI. Assim, identificaram-
se as seguintes variantes (Tabela 4.1): ¢.376 A>T (exdo 2), ¢.1399-107 1399-106insAA (intrdo10),
c.1578A>G (exdo 11), ¢.1398+13 1398+16delATTT (intrdo 10), ¢.2083+25 2083+26insT (intrdo
16), ¢.2227+88T>G (intrdo 17-3'UTR) e ¢.2555+53T>C (intrdo 21-3'UTR). Com a excepgdo da
alteracdo ¢.2227+88T>G que foi identificada em dois individuos, as restantes variantes foram
identificadas em apenas um. Na analise mutacional iniciada por Duarte,2015, foram detectadas duas
variantes , uma no intrao 17 (¢.789+37C>T) e a outra no intrdo 12 (c.1451-116 >T). Toda a analise
mutacional esta resumida na tabela I, do anexo G. As variantes identificadas estdo resumidas na tabela
4.1.

No caso de 4 das 7 variantes, pela sua frequéncia deverdo tratar-se de polimorfismos. A variante
missense ¢.376 A>T, apesar da frequéncia baixa na populacdo europeia, apresenta uma frequéncia
alélica elevada na populacdo mundial (2,4%) e esta classificada nos softwares SIFT/Polyphen como
tolerated/benign, ndo devendo assim ser patogénica. A variante sinéonima c.1578A>G ¢ classificada
como polimorfismo pelo software Mutation Taster, e para além de ndo implicar uma alteracdo de

aminoacido também ndo implica alteracdo a nivel de splicing. A variante descrita para o intrao 10
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(c.1398+13 1398+16delATTT) também esta classificada como polimorfismo pelo software Mutation
Taster e revelou elevada frequéncia alélica tanto mundial (16%) como europeia (27%). Apenas a
variante ¢.2555+53 T>C revelou frequéncia inferior a 1% (0,7%), mas a sua localizacdo ndo sugere
patogenicidade.

Desta forma, ndo foi identificada qualquer mutagdo potencialmente patogénica quer nos individuos
das 15 familias FCCTX, quer nos individuos cujo tumor apresentava auséncia de expressdo da
proteina MSH6 e que por isso podia estar associada a alguma alteragdo no gene FBXOI1, como

proposto anteriormente.

Tabela 4.1. Caracterizagdo das variantes obtidas na analise mutacional dos 22 exdes codificantes do gene
FBXOI11, para as 15 familias FCCTX e para os doentes cujo tumor apresentava auséncia de expressdo da

proteina MSH6.
- Exio . Tipo de Localizag¢do Rs defenido no Freq!u'mcla Freq!u':ncla Outros
Amostra Familia < Variante . P Alélica Alélica
/Intrao variante Cromossémica NCBI . . softwares
Europeia Mundial
VEP: Tolerated
5 ¢.376A>T L . o % o low
L108 37 Exdo 2 p.Thr126Ser Missense 2:47839485 17036993 0,01% 2,4% confidence/ben
ign
Mutation
~ ¢.1398+13_139 - 2:47832333- o o -
L1152 316 Intrao 10 8+16delATTT Intrénica 47832336 15142115222 27% 16% Tabter.
Polimorfismo
c.1399- .
L674 56 Exido 11 107 1399 | Frameshifi 2:47823466- 15111876799 6.2% 41% ;
by 47823467
106insAA
Mutation
Taster:
Li624 | P3657 | Exdoll | SD7BAG 1 giicnima 2:47823181 1535935360 0,01%* 2% Polimorfismo;
p.Ala526= Sem alteragao
de local de
splicing
~ €.2083+25_208 - 2:47813765- o o -
L1121 P2209 Intrao 16 34+26insT Intronica 47813766 rs77079615 95% 91%
L1484 ¢ 302¢ N ; ] . . -
L1855 P3660 Intrdo 17 ¢.2227+88T>G 3'UTR 2:47813146 rs3732191 7,1 % 4%
L5 7 Intrdo 21 ¢.2555+53T>C 3'UTR 2:47809105 rs145978463 0,1% 0,7% -

Legenda:As frequéncias alélicas foram obtidas da base de dados Ensembl, excepto as assinaladas* que foram obtidas da base
de dados ExAC (Exome Aggregation Consortium). Para as variantes que apresentavam uma baixa frequéncia na populacdo
procedeu-se a uma caracterizagdo adicional recorrendo aos softwares VEP e/ou Mutation Taster, dependendo do tipo de
mutagao.

4.1.2. Anélise de copy number para o gene FBXO!1

A analise de variagdes de copy number no gene FBXOI1 na linha germinal de doentes de familias
FCCTX distintas foi realizada com o intuito de detectar possiveis delecgdes/ganhos presentes neste
gene que pudessem estar associados a susceptibilidade para o FCCTX nos individuos analisados. Os
resultados obtidos ndo revelaram qualquer variacdo de copy number para os individuos estudados.

Tendo em conta o mecanismo de interaccdo antisense descrito entre os genes FBXOI11l e MSH6
(descrito por (Duan et al., 2012)) foram também analisadas variagdes de copy number para o gene
FBXOI11 na linha germinal de doentes cujos tumores apresentavam auséncia de expressao da proteina
MSHS6. Estes casos seriam potenciais candidatos a apresentar alteracdes no gene FBXOII. Para os

individuos com tumores com auséncia de expressdo da proteina MSH6 também ndo foi detectada
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qualquer variacdo de copy-number (figura 4.2). Os resultados obtidos para as duas probes utilizadas
(Probe I-chr 2:26965666-2696573; Probe 2-chr 2: 26864659-26864712 ) foram coerentes entre elas,

corroborando a auséncia de ganhos/delec¢des no gene FBXOI1.

Analise de copy number para o gene FBX011
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Figura 4.2. Resultados obtidos através da andlise de copy number para o gene FBXO11 normalizada
contra o controlo Chli2 probe, representado pela linha a azul.

4.1.3. Analise de Expressio do gene FBXO11

De modo a continuar a testar a hipotese colocada, de interacgdo entre os dois genes, gerada pela
descricdo do mecanismo de interac¢ao antisense entre os genes FBXO11 e MSH6 (descrito por (Duan
et al., 2012) procedeu-se a uma analise de expressdo do gene FBXOI!I na linha germinal de doentes
cujos tumores apresentavam auséncia de expressdo da proteina MSH6. Devido a auséncia de
expressao da proteina MSH6 no tumor, estes casos seriam potenciais candidatos a apresentar alteracao
de expressdao do gene FBXOI1I. Os resultados obtidos ndo indicam qualquer alteracdo de expressdo
neste gene em individuos com tumores sem expressdo de MSH6 (figura 4.3). Para estes casos, a
auséncia de expressdo do gene MSH6 ndo parece estar associada ao mecanismo de antisense entre 0s

dois genes pois a expressdo relativa do gene FBXO11 permanece normal (intervalo de 0,5 a 1,5).
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Analise de Expressao do gene FBX011
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Figura 4.3. Resultados obtidos em relacdo a expressao relativa do gene FBXOI!1, na linha
germinal de individuos cujos tumores apresentavam auséncia de expressao da proteina MSH6
e de individuos normais, normalizada contra a expressdo do gene controlo SDHA
(representado pela linha a azul).

4.2 Caracterizacio a nivel germinal, das familias FCCTX (subgrupos TSG' e TSG") através da analise
de um painel multigénico por Next Generation Sequencing

A analise mutacional que envolveu 15 individuos index de familias FCCTX através do painel
multigénico Trusight Cancer Panel (Illumina) permitiu identificar em 7 familias, todas TSG', 8
mutacgdes potencialmente patogénicas (7/15; 47% das familias) (tabela 4.2). Estas mutagdes foram
seleccionadas de acordo com os critérios definidos para a analise in silico (3.4.2.1) e apresentam todas
uma elevada probabilidade de patogenicidade (geralmente deleterius/probably damaging nos
softwares SIFT e Polyphen e um score elevado no software Mutation Taster), apresentando por vezes
também alteragdes ao nivel do splicing. As mutacdes referidas foram detectadas em genes que
codificam proteinas envolvidas na reparagio do DNA por recombinagdo homoéloga (HR),
nomeadamente nos genes RECQL4 (RecQ like helicase 4), CDC73 (Cell division cycle 73), FANCA
(Fanconi anemia complementation group A), WRN (Werner syndrome recQ like helicase), WTI
(Wilms tumor 1), FANCE (Fanconi anemia complementation group E), SLX4 (SLX4 structure-specific
endonuclease subunit) ¢ XPC (XPC complex subunit, DNA damage recognition and repair factor).
Este sistema de reparagdo esta envolvido na reparacdo de quebras de dupla-cadeia (DSB) no DNA,

causadas por stress genotoxico.
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Apenas no individuo 1038, pertencente a familia 173, foram identificadas duas muta¢des em dois
genes (FANCE e SLX4), contabilizando-se para os restantes casos apenas uma. A mutagdo
p-Argl1445Trp, identificada no gene CDC73, foi seleccionada apesar de classificada como folerated
pelo software SIFT, apresentando um score de 0,07. Tendo em conta que o score neste software varia
entre 0 e 1 e um score inferior ou igual a 0,05 classifica uma mutagdo como provavelmente
patogénica; tendo também em conta que ¢ classificada pelo software Mutation Taster como
provavelmente patogénica, decidiu-se seleccionar esta mutagdo como potencialmente patogénica.

Em estudos paralelos a este trabalho tinham sido também identificadas mutagdes possivelmente
patogénicas nos individuos index L48, L108 e L451. Para o individuo L48 foi detectada uma grande
deleccdo nos exdes 5-8 do gene SMAD4, enquanto que no individuo L108 foi identificada uma
mutacdo do tipo missense (p.Pro300Leu) no ex@o 8 do gene POLDI (gene que ndao se encontra
incluido no painel Trusight Cancer ). No doente L451, a analise de mutagdes nos genes que conferem
predisposicdo para CCR e analisados em contexto de diagndstico genético revelou a mutagdo
p.Leul57Pro no gene BMPRIA. E de salientar que nenhum dos restantes individuos index de familias
FCCTX incluidos neste estudo revelou qualquer mutacdo nestes ou noutros genes que conferem
predisposicdo para CCR e que sdo normalmente analisados no contexto de diagndstico genético (APC,

MUTYH, genes MMR, BMPRI1A, SMAD4, PTEN, STK11, TP53).

Tabela 4.2. Descrigdo e caracterizagdo das muta¢des germinais potencialmente patogénicas
identificadas nos 15 individuos index de familias FCCTX através da analise de um painel multigénico

(Trusight Cancer).
. = Mutagdes provavelmente A s A s
Identificacdo da atogénicas em genes de Frequéncia Frequéncia
Identifica¢iio da familia amostra P regparag:ﬁo dogDN A Mundial Europeia Sift/Polyphen-2 Mutation Taster
(individuo index) associados 2 HR (EXAC) (EXAC)
Nao foi possivel obter
RECQL4: c.2761G>A, o o Deleterious/Possibly informagdes do
7 LS p.Lys323Arg 0,006% 0,003% damaging Mutation Taster para
esta variante
24 L4gt CDC73: c.691T>C, R R Tolerated/Possibly Disease causing
p.Argl445Trp damaging (Score: 101)
Disease causing
37 L108* FANCA: ¢.1007-3C>A - - - Perda do local
aceitador de splicing
55 L295 - - - - -
63 L451" - - - - -
1) 71 L467 - - - - -
4] 84 L484 WRN: c.435G>T, ) ) Deleterious/Probably Disease causing
p.Trpl45Cys damaging (Score:215)
WTI: c.1109G>C, o Deleterious/Probably Disease causing
148 Lo84 p.-Arg370Pro 0,0008 % . damaging (Score:103)
Disease causing
FANCE : c.1316G>T, ) Deleterious/Probably (Score:109)
p.Gly439Val B damaging Perda do local dador
173 L1038 de splicing
SLX4: c4301C>T, R 0.002% Deleterious/Probably Disease causing
p-Serl434Leu ’ ° damaging (Score: 145)
XPC: c.860T>G, o o Deleterious/Probably Disease causing
236 L1200 p-Phe287Cys 0.2% 0,0015% damaging (Score:205)
56 L408 -
& 69 E436 -
) 86 L499 -
= 106 L701 -
P2209 L1121 -
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Legenda: HR- Recombinagdo homologa. Em 3 doentes assinalados foram também detectadas em estudos paralelos a este
trabalho mutag¢des potencialmente patogénicas, nos genes SMAD4, POLDI e BMPRIA: } - grande delecg¢do nos exdes 5-8
do gene SMAD4; *- mutagdo no gene POLDI (p.Pro300Leu) ; # mutagdo no exdo 10 do gene BMPRIA (p.Leul57Pro). No
individuo L484 e respectiva familia (L84), ja tinha sido identificada uma muta¢do do tipo missense no gene APC
(p-Glu1317GIn ) num estudo prévio (Francisco et al, 2011).

Todas as mutagdes potencialmente patogénicas, identificadas em genes que codificam para
proteinas associadas a reparacdo de DNA por recombinacdo homoéloga (HR), foram detectadas em
familias classificadas como TSG", cujos tumores apresentam uma assinatura molecular caracteristica
(frequentes mutagdes somaticas no gene KRAS e/ou metilagio nos genes MGMT/MMR (tabela 4.3.). E
de notar que ndo foram identificadas mutagdes potencialmente patogénicas nos individuos de familias

FCCTX cujos tumores ndo apresentavam esta assinatura molecular.

Tabela 4.3. Descricdo dos tumores apresentados nas familias FCCTX estudadas e classificacdo
clinica e molecular dos tumores dos 15 individuos index de familias FCCTX, estudados através do
painel multigénico.

Caracterizacio somatica
Identifica¢do Caracterizacio ~ . Mutagdes o o
da clinica das familias Localizagiio MutaQOf:s somaticas somaticas Metilagcdo | Metilaciao
Familia (nimero de tumores) Tumor tumoral pontuais/ perda no no gene no gene nos genes
gene APC KRAS MGMT MMR
7 CCR (3);((5”)\/' ;AT 1 439 recto LOH* p.Glyl2Ser M NM
CCR (4); CG (2);CT .
24 (1) AT (3); 369 proximal LOH p.Glyl2Ala NM M
37 CCR (3) 555 proximal p.Glul374Lys / LOH p.Gly12Val NM NM
. . p-Leul489fs / LOH;
55 CCR/ST)QA(I)(I > 991 recto p.Glul353Asp: pGlyl2val | NM M
p-GIn1429His

IT CCR (3); CG (1); AT .

g 63 (5); ATV (2) 595 distal p.GIn1429X / LOH N M M
71 | CCRG) ((6:)(} (AT 519 distal p.Asn1473Thr N NE NE
ge | CCR (3);(2; AT | 6oy recto p.Glu1309fs / LOH N NM NM
148 CCR (3); AT (8) 1277 recto LOH N M NM

CCR (3); CM (1); AT

173 (2): AS (3) 1235 recto N p.Gly12Asp NM NM
236 CCR (5); AT (3) 1613 recto p.GIn1303X /LOH N NM NM
56 CCR (4);(1C4I\)A (1); AT 995 proximal N N M NM
69 CCR ((11; ig ((13)) M| gaszer recto N N NM NM

O ; :
21 g6 CCRB); (’;)T 6;AS | 94 recto p.Glu1408X p.Glyl2Ser | NM NM

p-Argl336X;

106 CCR (3) L701T recto p.Asn1455fs N NM NM
P2209 CCR (3); AT(1) 1541 proximal N p.Glyl2Ala NM NM

Legenda:- Estes resultados foram publicados em Fam Cancer. 2011 Dec;10(4):623-31; HR - recombinagdo homdloga; CCR
- carcinoma colorectal; CM- carcinoma da mama; AT -adenoma tubular; LOH — perda de heterozigotia (loss of
heterozygosity); * - a analise de muta¢des somaticas ndo foi efectuada devido a falta de material bioldgico; M - metilagdo;
NM - ndo metilado; CG - carcinoma géstrico; CT - carcinoma da tirdide; ATV - adenoma tubulo -viloso; N- Normal; NE -

ndo efectuado devido a falta de material biologico; AS - adenoma serreado
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Tendo em conta as mutagdes identificadas em genes de reparacdo associados & HR nos individuos
de familias FCCTX estudados, colocou-se a hipdtese de individuos index de familias HNPCC e/ou
individuos que preenchem os critérios de Bethesda (CB), nomeadamente, os critérios associados a
historia familiar de CCR incompleta (critérios 4 e 5), poderem também apresentar mutagdes em genes
de reparagdo do DNA, associados & HR ou outros, o que reforcaria a associagdo de mutagdes nesses
genes ao risco aumentado de CCR. Assim, dos genes incluidos no painel multigénico foram
seleccionados apenas os intervenientes em sistemas de reparagdo de DNA das diferentes vias (BER,
HR, NER (nucleotide excision repair) e NHE] (Non-homologous end joining)) para serem avaliados
num grupo de 43 doentes com HNPCC e/ou que preenchem os CB (35). Estes 78 doentes foram
seleccionados por se tratarem de potenciais casos FCCTX, tendo por base o fendtipo dos mesmos ou
das respectivas familias e auséncia de mutagdes patogénicas nos genes MMR e MUTYH.

A analise apenas dos genes de reparacdo do DNA do painel revelou que a semelhanga dos individuos
de familias FCCTX, a maioria das mutagdes potencialmente patogénicas nestes doentes estavam
associadas a genes de reparagdo do DNA associados a HR. Foi possivel identificar mutagdes
potencialmente patogénicas em genes associados a reparacdo por HR em 16/43 (37%) dos doentes
HNPCC e em 13/35 (37%) dos doentes que preenchem os CB. Foram identificadas ainda mutagdes
noutros genes envolvidos na reparacdo do DNA em 5/43 (12%) e em 3/35 (9%) destes doentes,

respectivamente (tabela 4.4).

Tabela 4.4. Resultados da andlise mutacional dos genes de reparacdo do DNA do
painel em doentes de familias HNPCC e em doentes que preenchem os CB.

Frequéncia de doentes com

~ Genes
mutagdes provavelmente . T
L. (niimero de mutacdes tinicas
patogénicas nos genes de detectadas)
reparaciio do DNA (%)
~ RADS51D(2), ATM(4), FANCM(2),
Doentes |~ Genes de reparagdo do 16/43 (37%) FANCC(1), FANCB(2), BLM(1),
com DNA associados a HR
HNPCC SLX4(4), XPC(1)
(n=43) Outros genes de 5/43 (12%) DICERI(1), ERCC2(1), ERCC3(1),
reparacdo do DNA ° ERCC4(1), TSC2(1)
Doentes Genes de reparacio do WRN(2), FANCC(2), ATM(3),
que DNA associ‘; dogé R 13/35 (37%) SLX4(2), BRIPI(1), FANCM(3),
preenchem BLM(1), RAD51D(1)
os CB Outros genes de o
(n=35) reparagio do DNA 3/35 (9%) ERCC2(1), ERCC3(1), TSC2(1)
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4.3 Identificacio de novos genes candidatos para a susceptibilidade para o FCCTX através de
sequenciacdo do exoma

4.3.1 Seleccao de variantes identificadas através da sequenciacio do exoma

A anélise bioinformatica efectuada apos o estudo de sequenciacdo do exoma (WES) da familia
L56 foi realizada com a finalidade de seleccionar variantes germinais que pudessem esclarecer a
susceptibilidade da familia para FCCTX. Apo6s a aplicacdo de critérios especificos para a selec¢do de
variantes a partir da analise bioinformatica (descritos no 3.2.5.1), obtiveram-se 265 variantes para o
output 3 ¢ 31 variantes para o output 4, resultando um total de 296 variantes (tabela 4.5). Uma
completa caracterizagdo, avaliagdo da frequéncia das variantes ¢ uma analise in silico mais completa
(3.2.5.1) permitiram restringir as 296 variantes para apenas 41, 15 do output 4 enquanto que as
restantes 26 do output 3 (tabela 4.5).

Foram ainda contabilizadas mais 3 variantes provenientes de uma analise bioinformatica preliminar
realizada anteriormente na familia, resultando 44 variantes que prosseguiram para o estudo de

segregacdo na familia 56 (tabela 4.6).

Tabela 4.5. Resumo do numero de variantes iniciais obtidas pela andlise bioinformatica, ap6s a aplicacio
dos critérios de selecgdo e analise in silico nas diferentes analises e outputs.

Anilise1 | Andlise2 | Anilise3 | Anilised | Anglises | Lol de
variantes
N*de variantes inicias obtidas pela |, (o3 2192 1422 890 1535 18 642
. analise bioinformatica
g N de~ Varlante.s Pbtldas apésa " 74 55 46 90 265
S| aplicacdo dos critérios de seleccio
QS ; . ,
N°de variantes ok?t}das apos " 4 ] 4 10 26
analise in silico
N°de Var}aptes iniciais qbpdas 353 89 62 29 7 604
<+ pela andlise bioinformatica
g N de~ Varlante.s Pbtldas apésa 4 7 5 7 ] 31
é aplicagdo dos critérios de seleccdo
N°de Var,lgnte.s ok?t}das apos 3 1 ) 5 6 15
analise in silico
Numero, t.otal de varlantfs para 3 5 ] 9 16 41
analise de segregacio

Legenda:* a analise 1 para o output 3 ndo foi realizada na sua totalidade por indisponibilidade de tempo.
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Tabela 4.6. Caracterizagdo das variantes seleccionadas apos a aplicacdo dos critérios de selec¢ao e critérios mais restritos em termos de frequéncia das mutagdes e de
analise in silico (ponto 3.2.5.1).

Frequéncia Alélica Frequéncia Alélica
3 - Mundial Europeia Previsao In silico
‘E' Analise Gene Variante em estudo Tlp'o de Rs definido () (%)
s variante NCBI
Ensembl Exac Ensembl Exac Sift/Polyphen Mutation taster
c.1821_1829delACAGCAGCA;p.GIn47 Inframe _
MAML2 2 GInd74del deletion 15750046576 0,001 - - - -
1 MTMR3 ¢.1933C>T;p.Arg645Trp Missense | rs138823197 0,02 0,020 - 0,03 | Deleterious/probably damaging b ’zg’g) fecﬁg’f ;”g
RNF207 ¢.1615C>T; p.Arg2695Cys Missense r$55823245 0,90 1,50 2,6 2,10 Deleterious/possibly damaging Dl‘z;z‘;iff érg;ng
2 OR341 ¢.392C>T;p.Argl31GIn Missense rs201927505 0,03 0,03 - 0,01 Tolerated/benign Polimorfismo
C2orf70 ¢.232C>G;p.Pro78Ala Missense rs112873448 0,7 1,80 2,50 2,70 Deleterious/probably damaging Polimorfismo
GPI1BA ¢.775G>A;p.Val259Met Missense 15749788312 0,03 - - - Deleterious/probably damaging Polimorfismo
¢.1263_1264insCAG ) .
. MAGII p. GInd21 Thr422insGln Frameshift 15142043619 0,30 2,60 - 2,40 - -
Z NPR2 ¢.2644G>A;p.Val8821Ile Missense 1855700371 0,01 - 0,01 0,01 Deleterious/possibly damaging Dzs(e;;oerg%k;mg
S PROSER2 ¢.607G>A; p.Glu203Lys Missense rs2147439 0,30 1,40 1 2,10 Deleterious/probably damaging Dzs(gtgerec“asbés)mg
Cl60rf96 c.611C>T ;p.Ser204Phe Missense 1562037460 0,01 0,01 - 0,02 Deleterious/probably damaging Polimorfismo
DCHS1 p.Cys34 Cys35ins Frameshift - - - - - - -
DUSPI2 6_10insTTG; p.Leu2_Leu3ins; Frameshift Disease Causing
5 c.6_10ins ; p-Leu2_Leu3ins; rameshi - - - - - - (Score:138)
. . ) Disease Causing
OR5644 ¢.464T>C; p.Argl55GIn Missense - - - - - - (Score:76)
SMG7 ¢.1970C>A; p.Pro657His Missense | 1534426362 0,20 0,40 0,70 0,60 | Deleterious/probably damaging b ”(g’gff‘;”%mg
TNIP3 ¢.854T>G; p.Glu285Ala Missense 1875386686 1,30 2,80 2,70 2,70 Deleterious/probably damaging Polimorfismo
GALNTS ¢.988G>A;p.Glu330Lys Missense rs201387598 0,01 0,01 0,10 - Tolerated/benign- Polimorfismo
MAP4 c. 6422G>A; p.Ser2141Phe Missense rs150907099 0,20 0,30 0,30 0,40 Deleterious/probably damaging Polimorfismo
o 2 PTPN23 ¢.3988G>A;p.Val1330Met Missense | 15141816989 0,10 0,08 0,10 0,08 | Deleterious/probably damaging D "‘(e;:;rg‘;ﬁmg
3 :
§ _
S SULTIAI c.-44C>A 5'UTR 15143643294 0,30 0,40 0,80 0,60 -
3 ARHGAP22 ¢.963G>A; p.Asn321= Synonimou |\ 199896839 0,01 0,01 - 0,01 y Disease Causing; Ganho do local
s dador de splicing ( 0.71)
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Continuacio da tabela 4.6. Caracterizacio das variantes seleccionadas ap6s a aplicagdo dos critérios de selecgdo e critérios mais restritos em termos de frequéncia das
mutagdes e de andlise in silico (ponto 3.2.5.1).

Frequéncia Alélica Mundial

Frequéncia Alélica Europeia

3 . (%) o Previséo In silico
g - . . Rs definido (%)
T'| Anilise Gene Variante em estudo Tipo NCBI
S
Ensembl Exac Ensembl Exac Sift/Polyphen Mutation taster
. . - . Disease Causing
CACNAIS ©.3607C>T; Missense/Splici |\ 367956917 0,002 0,002 N - Tolerated/possibly (Score:160);Perda do dador de
p-Aspl1203Asn ng damaging o
splicing;
¢.1660T>C; - ) . Disease causing
KIAA1462 p.Thr554Ala Missense 1201339774 0,03 0,03 - 0,04 Tolerated/benign (Score:38)
Polimorfismo;
MAP6 c.1716A>G; p.Asn572= Synonimous rs61739609 0,01 0,08 - 0,10 - Ganho de local dador de splicing
(0.95)
3 . -
NEK7 ¢.103C>G; p.Arg35Gly Missense 1355833332 0,40 0,60 0,90 0,80 Tolerated/benign D lzgj;iecl"zug)’”g
c.2540G>A; . 3 . Disease Causing
PARD3 p.Alag47Val Missense rs16935326 0,40 0,30 0,30 0,20 Tolerated/benign (Score:78)
RASLIIB | ¢.577G>A;p.Alal93Thr Missense 1528416473 0,70 0,20 N 0,05 Deleterious/possibly D I‘Y(‘;f’c“flg‘;‘é‘;”’g
3 _ .. Disease Causing;
WDR37 ¢.531C>T;p.Alal77= Splicing 15145160560 0,10 0,20 0,50 0,30 - Perda do dador de splicing;
LGR6 ©.1868G>Asp.Arg623G Missense 18767586087 0,002 - - - Tolerated/benign Disease Causmg
o In (Score:126)
g PELPI ¢.894C>T;p.Ser298= Synonimous 1368343383 0,04 0,003 - 0,003 . Disease Causing;
§ 4 Sem efeito a nivel de splicing;
RNF217 c.6+3A>G Splicing 15139617496 0,20 0,08 - - - .
TM4SF5 ¢.179T>C; p.Val60Ala Missense 18757673757 0,002 - - - Deleterious/benign Disease Causing (Score:64)
ANKRDI2 |  ¢.297A>G; p.Thr99= Synonimous 1112568144 0,40 0,60 0,50 0,50 - Disease Causing;Ganho de local
dador de splicing (0.94)
AKRIC3 ¢.623C>T;p.Ser208Leu Missense 1116351688 0,10 0,001 - 0,003 Deleterious/benign Polimorfismo
¢.3810C>G; . 3 . Disease Causing
BRD4 p.Glul270Asp Missense rs113881069 0,10 0,50 0,30 0,70 Tolerated/benign (Score:45)
BBOX1 €.639+5_639+6insG Splicing 15397839995 - 0,0001 - 0,001 - -
c.4208A>C; . Deleterious/probably .
5 CEP250 p.GIn1403Pro Missense - - - - - damaging Polimorfismo
CLIP? ¢.2238G>A;p.Ala746= Synonimous 1s146488093 0,10 0,03 0,10 0,04 . Disease Causing; Ganho de local
dador de splicing (0.83)
PFKP ¢.339C>T;p.Asnl13= Splicing 15201731667 0,01 0,01 - 0,01 - Disease Causing
PTPN22 c.197-4A>G Splicing 1372650669 0,10 0,20 0,20 0,30 - -
TP63 c.-72 -71insAGAG 5S'UTR 1$34201045 - - - - - -
ZNF754 c.931A>G Splicing - - - - - - -
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4.3.2 Estudo de segregacdo das variantes seleccionadas, identificadas através da sequenciacdo do
exoma

O estudo de segregagdo com a doenca na familia das variantes seleccionadas, identificadas pela
sequenciagdo do exoma, foi realizado através da avaliagdo da presenca/auséncia da variante nas
respectivas amostras de individuos afectados e ndo afectados pertencentes a familia em analise. Esta
informagdo juntamente com o fenotipo dos individuos permitiu concluir sobre a segregagdo da
mutacdo ou ndo na familia. A analise bioinformatica tinha sido dividida em 5 sub-analises tendo em
conta a exclusdo de individuos que poderiam eventualmente ser possiveis fenocopias e assim
seleccionar variantes mais fidedignas num contexto de sindrome hereditaria.

A andlise 1 podera ser a analise mais informativa na medida que retrata as variantes partilhadas
pelos individuos afectados sem a possibilidade de haver casos de origem esporadica. Das 3 variantes
pertencentes a esta analise apenas a variante missense p.Arg645Trp do gene MTMR3 (22ql2.2)

segregou totalmente com a doenga na familia (tabela 4.7).

Tabela 4.7. Resultados da analise de segregagdo das variantes seleccionadas a partir dos resultados de
output da andlisel. Na tabela estdo descritos os genes onde se identificaram as variantes. Para cada
individuo foi realizada uma breve caracterizagdo clinica, incluindo o nimero de carcinomas ¢ de
polipos.

Amostra Informacgdo clinica Andlise 1

(Familia L56) (idade de diagnéstico) MAML2 MTMR3 RNF207
L408 1CA(45A), 3Ad(66A,71A,75A),

(Individuo 3) 3PH(71A,72A,75A) Het Het Het
L674 1 CA(34A), 1Ad(36A),

(it 1) 3PH(37A.38A,38A) Normal L6658 Het
L676 2 Ad (43A,44A), IPH (41A) Normal Het Het
L781 8Ad(2(32A),1(37A),1(38A),2(42

(Individuos) A),2(43A)), Het Het Het

nat 4 PH( 2(32A),2(43A))
L3801 1 CA (57A), 1 Ad (57A),

(Individuo 2) 2PH(64A,65A) Het L6658 Het
L802 Nio afectado Het Normal Normal
L3860 Nio afectado Het Normal Normal
L1094 2 Ad (47A,51A) Het Normal Het
L1104 5 Ad (71A) ,1Ad(724) Het Het Het
L1793 1 Ad e 3 ASS(*), 1 Ad (55A) Normal Het Normal
L1794

(Individuo 4) 2 Ad(47A,51A), 1PH(40A) Het Het Het
L1956 Nio afectado Normal Normal Het

Legenda: CA-carcinoma, Ad-adenoma, PH-p6lipo hiperplasico, ASS- adenoma serreado séssil. Cada amostra correspondente
ao individuo da familia em estudo que foi identificada como: Normal -quando ndo possuia a variante; Het- variante presente
em heterozigotia; Homo- variante presente em homozigotia; Os individuos assinalados a cores s@o os individuos integrados
na analise 1, ou seja as variantes identificadas na analise 1 sdo partilhadas por esses individuos. A idade de diagnostico (em
anos, A) e respectiva caracterizagdo fenotipica encontra-se descrita para os individuos afetados. Todos os adenomas
identificados correspondem a adenomas tubulares com displasia de baixo grau, com a excep¢do no individuo L1104 que
apresenta um adenoma tubular com displasia de alto grau aos 71A. (*) Nao foi possivel obter-se idade de diagndstico.

Para além da presenca da mutacdo em todos os individuos para os quais foi efectuada a
sequenciagdo do exoma, os quais foram todos incluidos neste modelo de anélise 1 (individuos 1-5), a
alteragdo p.Arg645Trp estava ausente em individuos saudaveis e presente nos individuos afectados

(figura 4.4), excepto no individuo L1094. Esta mutacdo foi considerada como tendo segregado na
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familia visto que este individuo desenvolveu até ao momento apenas 2 adenomas, o que ndo se pode

excluir que possa ter acontecido no contexto esporadico ou eventualmente de outra variante.

| 1% A
u T

1 2 3

1 Adenoma(T2A) Carcinoma docolon(56 A)

L1956 L1793
A SSA)

I Adenoma e 3 Adeno s
sil (%)

| MTMRS

b

10 1" 12 13

L676 L1094 Individuo4
1Polipo Hiperplisico (41 A) 2 Adenomas
2 Adenomas (A44A) (TAS1A)

2 s
8 Adenomas (203 &
MTMR} 2 Ac -
4Polipos Hiperplisi
[ wninr | [ v ]
Legenda
B Atectado com cCr n Afectado com adenoma u Afectado com adenoma  outro carcinoma (exterior 3o colon) o~ Falecido [ Sexo masculino () Sexo Feminino

Figura 4.4. Os individuos assinalados a cores foram seleccionados para andlise bioinformatica, no que
diz respeito a analise 1. Apenas para os individuos com nimero de identificagdio LXXX ou LXXXX
existe material bioldgico disponivel. Para os individuos afectados foi feita uma caracterizagdo fenotipica e
respectiva idade de diagndstico com a excepcdo de * para o qual ndo se dispunha de informagao
disponivel. Todos os adenomas identificados correspondem a adenomas tubulares com displasia de baixo
grau, com a excep¢ao no individuo L1104 que apresenta um adenoma tubular com displasia de alto grau
aos 71A.

A analise 2 abrange as variantes partilhadas por quatro individuos (1, 2, 3 ¢ 5) e a exclusdo do
individuo 4 visto este ter desenvolvido apenas 2 adenomas até aos 51 e ainda nao ter desenvolvido
carcinoma, podendo haver a possibilidade de ser um caso de origem esporadica. Nao se observou a
segregacdo de nenhuma variante proveniente desta analise visto que estavam presentes tanto em

individuos saudaveis como em individuos afectados (tabela 4.8).

Tabela 4.8. Resultados da anéalise de segregacdo das variantes seleccionadas a partir dos resultados de
output da analise 2. Na tabela estdo descritos os genes onde se identificaram as variantes. Para cada
individuo foi realizada uma breve caracterizagdo clinica, incluindo o nimero de carcinomas e de pélipos.

e O Analise 2
Amostra (Familia Informacgdo clinica

L56) (idade de diagnéstico) GALNTS MAP4 OR3A1 PTPN23 SULTI1A1
L408 1CA(45A), 3Ad(66A,71A,75A),

(Individuo 3) 3PH(71A,72A,75A) Het Het Het Het Het

_ 1 CA(34A), 1Ad(36A), 3PH(37A,38A,38A) Het Het Het Het Het

L676 2 Ad (43A,44A), 1PH (41A) Het Het Het Het Normal
L781 8Ad(2(32A),1(37A),1(38A),2(42A),2(43A)),

(IndividuoS) 4 PH( 2(32A),2(43A)) Het Het Het Het Het
L801 1 CA (57A), 1 Ad (57A), 2PH(64A,65A) Het Het Het Het Het
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(Individuo 2)
L802 Nao afectado Normal Het Het Het Normal
L860 Nio afectado Het Het Normal Het Het
L1094 2 Ad (47A,51A) Normal Normal Normal Normal Het
L1104 5 Ad (71A) ,1Ad(72A) Het Het Het Het Het
L1793 1 Ade3 ASS (*), 1 Ad (55A) Normal Normal Homo Normal Het
L1794

(ndividuo 4) 2 Ad(47A,51A), 1IPH(40A) Het Normal Normal Normal Normal
L1956 Nio afectado Het Normal Het Normal Het

Legenda: CA-carcinoma, Ad-adenoma, PH-pdlipo polipo hiperplasico, ASS- adenoma serreado séssil Cada amostra
correspondente ao individuo da familia em estudo que foi identificada como: Normal -quando ndo possuia a variante; Het-
variante presente em heterozigotia, Homo- variante presente em homozigotia; Os individuos assinalados a cores sdo os
individuos integrados na analise 2, ou seja as variantes identificadas na analise 2 com a exclusdo das variantes partilhadas
também pelo individuo cinzento. A idade de diagnostico (em anos, A) e respectiva caracterizagdo fenotipica encontra-se
descrita para os individuos afectados. Todos os adenomas identificados correspondem a adenomas tubulares com displasia de
baixo grau, com a excep¢ao no individuo L1104 que apresenta um adenoma tubular com displasia de alto grau aos 71A. (*)
Nao foi possivel obter-se idade de diagndstico.

A anadlise 3 incluiu as variantes partilhadas pelos individuos 1, 3, 4 ¢ 5, eliminando o individuo 2 da
analise, ou seja considerando-o como uma eventual fenocopia. Nesta analise identificou-se a
segregacdo parcial da variante p.Arg35Gly correspondente ao gene NEK7 (NIMA related kinase
7)(1q31.3) (tabela 4.9).

Tabela 4.9. Resultados da anéalise de segregacdo das variantes seleccionadas a partir dos resultados de output da
analise 3. Na tabela estdo descritos os genes onde se identificaram as variantes. Para cada individuo foi realizada
uma breve caracterizagao clinica, incluindo o niimero de carcinomas e de polipos.

L Analise 3
Amostra Informacéo clinica
(Familia L56) (idade de diagnéstico) ARHGAP22 | KIAAI1462 | MAP6 NEK7 | PARD3 | RASLIIB | WDR37
L1408 1CA(45A), 3Ad(66A,71A,75A),
.. H H H H H H
(Individuo 3) 3PH(71A,72A,75A) Het ot ot ot ot ot ot
L674
. H H H H H H H
(et 1) 1 CA(34A), 1Ad(36A), 3PH(37A,38A,38A) et et et et et et et
L676 2 Ad (43A,44A), 1PH (41A) Normal Normal Normal | Normal | Normal Normal Normal
L781 8Ad(2(32A),1(37A),1(38A),2(42A),2(43A)),
(it 5) 4 PH( 2(32A),2(43A)) Het Het Het Het Het Het Het
If8,01 1 CA (57A), 1 Ad (57A), 2PH(64A,65A) Normal Normal Normal | Normal | Normal Normal Normal
(Individuo 2)
L802 Nio afectado Normal Normal Normal | Normal | Normal Normal Normal
L860 Nio afectado Het Het Normal | Normal Het Normal Het
L1094 2 Ad (47A51A) Het Het Het Het Het Het Het
L1104 5Ad (71A),1Ad(72A) Het Het Normal Het Het Het Het
L1793 1 Ade 3 ASS (*), 1 Ad (55A) Normal Normal Het Het Normal Het Het
L1794
. H H H H H H H
s i 1) 2 Ad(47A,51A), 1PH(40A) et et et et et et et
L1956 Nio afectado Normal Normal Het Normal | Normal Het Het

Legenda: CA-carcinoma, Ad-adenoma, PH-pdlipo polipo hiperplasico, ASS- adenoma serreado séssil Cada amostra
correspondente ao individuo da familia em estudo que foi identificada como: Normal -quando ndo possuia a variante; Het-
variante presente em heterozigotia; Homo- variante presente em homozigotia; Os individuos assinalados a cores sdo os
individuos integrados na analise 3, ou seja as variantes identificadas na analise 3 com a exclusdo das variantes partilhadas
também pelo individuo cinzento. A idade de diagnostico (em anos, A) e respectiva caracterizagdo fenotipica encontra-se
descrita para os individuos afectados. Todos os adenomas identificados correspondem a adenomas tubulares com displasia de
baixo grau, com a excep¢do no individuo L1104 que apresenta um adenoma tubular com displasia de alto grau aos 71A. (*)
Nao foi possivel obter-se idade de diagndstico.

A maioria dos individuos afectados apresentava a variante p.Arg35Gly enquanto que esta ndo foi
observada para nenhum individuo saudavel. Para o individuo L801, dado ndo ter sido incluido na

analise 3, ja era esperado a variante nao estar presente. Se este individuo nao partilhar as variantes
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herdadas por se tratar de um caso de origem esporadica, o seu filho (L676) de acordo com o modelo de
segregacdo também ndo as ira apresentar. De facto, esta variante ndo foi identificada nestes dois

individuos (figura 4.5).

1 2 3 4
1 2 3 4 5 6
1 Adenoma(72A) Carcinoma docélon(56 A)
duo 2 3 - 5 6
L1104 dued
Carcinoma dalingua (53A) L1956 L1793
5 Adenom Carcinoma docélon(57A) Carcinoma docolon(45A) 1 Adenoma (55A)
1 Ade mmm( A) T Adenoma (S7A) 3 Adenomas (66A. TIATSA) 1 Adenomae 3 Adenomas serreados
2 2PoliposHiperplisicos (64A.65A) 3 Pélipos Hiperplisicos (T1A.72A.75A) séssil (*)
1 3 4 5 7 8 9 10 " 12 13
860 Ls02 L1094
1 Polipo Hiperplisico (41 A) 2 Adenomas Individuo4
2 Adenomas (43A 44A) (4TASIA) L1794
N ‘ a a 1 Pélipo H la 40 A)
Carcinoma docolon (34A) 8 Adenomas (2(32A), 1(37A), 1(38A),2(42A), e At
1 Adenoma (36A) X ) a o
3 Polipos Hiperplisicos (1(37A). 2(38A)) 4 Polipos Hiperplisicos (2(32A), 2(43A)) o
Legenda

B Afecndocomoer [ Afectado com adenoma I Afectado com adenoma ¢ outro carcinoma (exterioe a0 célon) o~ Falecido [ Sexo masculino () Sexo Feminino

Figura 4.5. Os individuos assinalados a cores foram seleccionados para andlise bioinformatica, no que diz
respeito a analise 3. Apenas para os individuos com numero de identificagdo LXXX ou LXXXX existe material
bioldgico disponivel. Para os individuos afectados foi feita uma caracterizacao fenotipica e respectiva idade de
diagnoéstico com a excepgao de * para o qual ndo se dispunha de informagdo disponivel. Todos os adenomas
identificados correspondem a adenomas tubulares com displasia de baixo grau, com a excep¢do no individuo
L1104 que apresenta um adenoma tubular com displasia de alto grau aos 71A.

A analise 4 integrou as variantes partilhadas pelos individuos 1, 3 e 5, e considerou dois individuos
como fenocdpias (individuos 2 e 4). Desta andlise resultaram 4 variantes (p.Pro78Ala, p.Val882llle,
p-Arg623Gln, p.Ser298=) que segregaram parcialmente com a doenca na familia, correspondendo aos
genes C2orf70 (Chromossome 2 open reading frame 70) (2p23.3), NPR2 (Natriuretic peptide receptor
2) (9p13.3) ,LGR6 (Leucine rich repeat containing G protein-coupled receptor 6)(1q32.1) e PELPI
(Proline,glutamate and leucine rich protein 1) (17p13.2), respectivamente (tabela 4.10).
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Tabela 4.10. Resultados da analise de segregagdo das variantes seleccionadas a partir dos resultados de output da
analise 4. Na tabela estdo descritos os genes onde se identificaram as variantes. Para cada individuo foi realizada

uma breve caracterizagdo clinica, incluindo o nimero de carcinomas e de p6lipos.

Analise 4
Informacio clinica
(Idade de diagnéstico) C20RF70 GPBIA LGR6 MAGII NPR2 PELPI1 PROSER2 RNF217 TM4SF5
L408 1CA(45A), 3Ad(66A,71A,75A),
) 3PH(71A,72A,75A) Het Het Het Het Het Het Het Het Het
L674
(it i) 1 CA(34A), 1Ad(36A), 3PH(37A,38A,38A) Het Het Het Normal Het Het Het Het Het
L676 2 Ad (43A,44A), IPH (41A) Normal Normal NOT““ Normal | Normal | Normal Normal Normal Normal
L781 8Ad(2(32A),1(37A),1(38A),2(42A),2(43A)),
(inscfiion 5, 4 PH(2(32A),2(43A)) Het Het Het Normal Het Het Het Het Het
L801 Norma
., 1 CA (57A), 1 Ad (57A), 2PH(64A,65A) Normal Normal Het Normal Normal Normal Normal Normal
(Individuo 2) 1
L802 Nao afectado Normal Normal No¥ma Het Normal Normal Normal Normal Normal
N Norma
L860 Nao afectado Normal Normal 1 Het Normal Normal Het Het Normal
L1094 2 Ad (47A,51A) Het Normal Het Normal Normal Normal Het Normal Normal
L1104 5 Ad (71A) ,1Ad(72A) Het Het Het Het Het Het Het Het Het
L1793 1 Ade3 ASS (%), 1 Ad (55A) Normal Het Het Het Normal Het Normal Normal Het
LI 2 Ad(47A,51A), 1PH(40A) Normal Normal | NO™ | Normal | Normal | Normal Het Normal Normal
(Individuo 4) 1
N Norma
L1956 Nao afectado Normal Het 1 Normal Normal Het Normal Normal Het

Legenda: CA-carcinoma, Ad-adenoma, PH-p6lipo polipo hiperplasico, ASS- adenoma serreado séssil. Cada amostra

correspondente ao individuo da familia em estudo que foi identificada como:

variante; Het- variante presente em heterozigotia;
assinalados a cores sdo os individuos integrados na analise 4, ou seja as variantes identificadas na andlise 4 com a
exclusdo das variantes partilhadas também pelos individuos a cinzento. A idade de diagndstico (em anos, A) e
respectiva caracterizagdo fenotipica encontra-se descrita para os individuos afectados. Todos os adenomas
identificados correspondem a adenomas tubulares com displasia de baixo grau, com a excep¢do no individuo L1104
que apresenta um adenoma tubular com displasia de alto grau aos 71A. (*) Nao foi possivel obter-se idade de
diagnostico.

Normal -quando ndo possuia a
Homo- variante presente em homozigotia; Os individuos

Com base no modelo da analise 4, a combinagdo das quatro variantes dos genes C2orf70,

NPR2,LGR6 ¢ PELP] foi identificada em individuos com fenétipo mais marcado na familia (L1104,

L674, L781, L408) e que desenvolveram carcinoma. O individuo L1094 apresentou apenas uma destas

variantes, a variante identificada no gene LGR6, enquanto que o individuo L1793 apenas apresentou

duas destas variantes, respectivamente nos genes LGR6 ¢ PELPI. Estas variantes nido foram

identificadas nos individuos L801 e L1794 face ao modelo de analise em que se inserem. O

descendente do L801 (L676) também ndo apresentou qualquer variante de acordo com o modelo de

segregacao (imagem 4.6).
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Figura 4.6. Os individuos assinalados a cores foram seleccionados para andlise bioinformatica, no que diz
respeito a andlise 4. Apenas para os individuos com numero de identificagdo LXXX ou LXXXX existe
material biolégico disponivel. Para os individuos afectados foi feita uma caracterizagdo fenodtipica e
respectiva idade de diagndstico com a excepcao de * para o qual ndo se dispunha de informagao disponivel.
Todos os adenomas identificados correspondem a adenomas tubulares com displasia de baixo grau, com a
excepcdo no individuo L1104 que apresenta um adenoma tubular com displasia de alto grau aos 71A.

Na analise 5 foram seleccionadas as variantes partilhadas entre os individuos 1, 2 ¢ 5 sendo os

individuos 3 e 4 possivelmente fenocdpias. Desta andlise resultaram apenas duas variantes que

segregaram parcialmente na doenga com a familia: p.Leu2 leu3ins e p.Pro657His, dos genes DUSP12

(Dual specificity phosphatase 12) (1q23.3) e SMG7 (Nonsense mediated MRNA decay factor)

(1925.3), respectivamente (tabela 4.11).

Tabela 4.11. Resultados da analise de segregagdo das variantes seleccionadas a partir dos resultados de
output da andlise 5. Na tabela estdo descritos os genes onde se identificaram as variantes. Para cada
individuo foi realizada uma breve caracterizagdo clinica, incluindo o nimero de carcinomas e de pélipos.

Amostra Informacéo clinica Anilise 5

(Familia L56) (idade de diagnéstico) ANKRDI12 AKRIC3 BRD4 BBOX1 C160RF96 CEP250 CLIP2 DCHS1
L408 1CA(45A), 3Ad(66A,71A,75A),

(Individuo/3) 3PH(71A.72A,75A) Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal
L674 1 CA(34A), 1Ad(36A),

(Individuon) 3PH(37A.38A,384) Het Het Het Het Het Het Het Het
L676 2 Ad (43A,44A), 1PH (41A) Het Het Het Normal Normal Normal Het Het
. 8Ad(2(32A),1(37A),1(38A),2(42

(Individuo 5) A),2(43A)), Het Het Het Het Het Het Het Het

naviduo 4 PH( 2(32A),2(43A))
L801 1 CA (57A), 1 Ad (57A),

(Individuo 2) 2PH(64A,65A) Het Het Het Het Het Het Het Het
L3802 Nio afectado Het Het Normal Het Het Het Normal Het
L860 Nio afectado Homo Het Het Normal Het Het Normal Normal
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L1094 2 Ad (47A,51A) Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal Het

L1104 5 Ad (71A) ,1Ad(72A) Het Het Normal Het Het Het Het Normal
L1793 1 Ade 3 ASS (*), 1 Ad (55A) Normal Normal Normal Normal Het Het Het Normal
L.1,794 2 Ad(47A,51A), 1IPH(40A) Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal

(Individuo 4)

L1956 Nio afectado Het Normal Het Normal Normal Het Het Normal
Amostra Informacéo clinica

(Familia L56) (idade de diagnéstico) DUSPI2 OR566A4 PFKP PTPN22 SMG7 TNIP3 TP63 ZNF754
L408 1CA(45A), 3Ad(66A,71A,75A),

(it 3) 3PH(71A.72A,75A) Normal Normal Normal Normal Normal Normal Het Normal
L674 1 CA(34A), 1Ad(36A),

(Individuo 1) 3PH(37A38A,384) Het Het Het Het Het Het Het Het
L676 2 Ad (43A,44A), 1PH (41A) Het Normal Het Het Het Normal Het Normal
. 8Ad(2(32A),1(37A),1(38A),2(42

(Individuo 5) A),2(43A)), Het Het Het Het Het Het Het Het

4 PH( 2(32A),2(43A))
L801 1 CA (57A), 1 Ad (57A),

(Individuo 2) 2PH(64A,65A) Het Het Het Het Het Het Het Het
L802 Nio afectado Normal Het Het Normal Normal Normal Het Het
L860 Nio afectado Normal Normal Het Het Normal Het Het Het
L1094 2 Ad (47A,51A) Normal Normal Normal Normal Normal Normal Het Normal
L1104 5 Ad (71A) ,1Ad(72A) Het Het Het Het Het Normal Het Het
L1793 1 Ade 3 ASS (%), 1 Ad (55A) Normal Normal Normal Normal Normal Het Het Het
L.l,794 2 Ad(47A,51A), 1IPH(40A) Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal

(Individuo 4)

L1956 Nio afectado Normal Normal Normal Normal Het Normal Het Normal

Legenda: CA-carcinoma, Ad-adenoma, PH-po6lipo polipo hiperplasico, ASS- adenoma serreado séssil. Cada amostra
correspondente ao individuo da familia em estudo foi identificada como: Normal -quando ndo possuia a variante;
Het- variante presente em heterozigotia;, Homo- variante presente em homozigotia; Os individuos assinalados a cores
sdo os individuos integrados na andlise 1, ou seja as variantes identificadas na analise 1 sdo partilhadas por esses
individuos. A idade de diagnostico (em anos, A) e respectiva caracterizagdo fenotipica encontra-se descrita para os
individuos afectados. Todos os adenomas identificados correspondem a adenomas tubulares com displasia de baixo
grau, com a excepg¢do no individuo L1104 que apresenta um adenoma tubular com displasia de alto grau aos 71A. (*)
Nao foi possivel obter-se idade de diagndstico.

Os individuos L1104, L674, L781, L801 ¢ L676, apresentaram o mesmo genotipo para estas duas

variantes (figura 4.7). Visto que os genes DUSPI2 ¢ SMG7 situam-se em regides cromossomicas

adjacentes (figura 4.9) é coerente que as variantes presentes nos mesmos tenham segregado em

conjunto nos mesmos individuos. E ainda de salientar que estas alteracdes foram observadas em

individuos com carcinoma ou com mais adenomas ¢ em idade mais jovem. Tendo em conta o modelo

da analise 5, se os individuos 3 (L408) ¢ 4 (L1794) forem casos esporadicos ou associados a outra

qualquer variante € de esperar que o seu familiar directo L1094 também nao tenha a variante germinal.
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Figura 4.7. Os individuos assinalados a cores foram selecionados para analise bioinformatica, no que diz
respeito a andlise 5. Apenas para os individuos com numero de identificacdo LXXX ou LXXXX existe
material bioldgico disponivel. Para os individuos afectados foi feita uma caracterizagdo fendtipica e
respectiva idade de diagnostico com a excepgao de * para o qual ndo se dispunha de informagao disponivel.
Todos os adenomas identificados correspondem a adenomas tubulares com displasia de baixo grau, com a
excepcao no individuo L1104 que apresenta uma adenoma tubular com displasia de alto grau aos 71A.

Para além destas variantes seleccionadas, o estudo de segregacdo ainda contemplou a presenga de
mais 3 variantes resultantes de uma analise bioinformatica preliminar anterior a analise bioinformatica
subjacente a este estudo, em que incluia as variantes somente partilhadas pelos individuos 1,2,3 e 4.

Da referida analise bioinformatica preliminar a este estudo tinham sido identificadas trés variantes
possivelmente patogénicas que também segregavam na familia, nomeadamente nos genes RNF207
(p-Arg539Cys), ZBTB48 (p.Ser675Ala) e TASIRI (p.Leu274Phe) (figura 4.8). Estas variantes foram
identificadas na grande maioria dos individuos afectados (excepto L1793) e no individuo saudavel

L1956.
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Figura 4.8. Os individuos assinalados a cores foram seleccionados para andlise bioinformatica, no que diz
respeito a andlise bioinformdatica previamente realizada ao estudo. Apenas para os individuos com nimero
de identificagdo LXXX ou LXXXX existe material biolégico disponivel. Para os individuos afectados foi
feita uma caracteriza¢do fendtipica e respectiva idade de diagndstico com a excepgdo de * para o qual nao
se dispunha de informagdo disponivel. Todos os adenomas identificados correspondem a adenomas
tubulares com displasia de baixo grau, com a excep¢do no individuo L1104 que apresenta um adenoma
tubular com displasia de alto grau aos 71A.

A localizagdo cromossémica dos varios genes onde foram identificadas as variantes referidas

encontra-se representada na figura 4.9.
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Figura 4.9. Representacdo cromossémicia dos varios genes onde foram identificadas as variantes .(Adaptado

de: Genecards (http://www.genecards.org/) ) 61



4.3.3. Anélise somatica da variante p.Arg645Trp identificada no gene MTMR3

Sendo a variante p.Arg645Trp identificada no gene MTMR3, a que mostrou uma maior segregagao
colocou-se a hipotese de no caso de se confirmar como associada a susceptibilidade para o FCCTX na
familia e funcionar como gene supressor neste modelo de tumorigénese, o gene poder apresentar um
segundo evento, por exemplo perda de heterozigotia. A registar-se perda de heterozigotia, a analise da
variante no tumor por sequenciacdo deveria revelar a variante em homozigotia devido a deleccdo do
alelo normal. Neste caso, a analise somatica realizada em amostras de tecido incluido em parafina para
4 individuos afectados da familia FCCTX em estudo confirmou a presencga da variante p.Arg645Trp
em heterozigotia. Independentemente da lesdo no epitélio do coélon (pdlipo, adenoma ou carcinoma) a
variante foi sempre confirmada em heterozigotia. Para a amostra do individuo ndo pertencente a

familia, a variante ndo foi observada (tabela 4.12).

Tabela 4.12. Resultados obtidos para a analise somatica da variante p.Arg645Trp do gene MTMR3.

Individuo da familia Amostra de parafina Caracterizacio do tecido Identlﬁ'cacao da

L56 correspondente incluido em parafina variante

p-Arg645Trp

L674 Cas 995 Carcinoma Heterozigotia

L676 L676P Polipo Heterozigotia

L781 Cas 987 Adenoma Tubular Heterozigotia

L801 Cas 3575 Carcinoma Heterozigotia
N3ao pertencente a familia Cas 595 Carcinoma Ausente

4.3.4 Analise de expressdao do gene MTMR3 e RACI no tumor de um individuo portador da mutacio
germinal neste gene

Tendo em conta a interacgdo descrita entre as proteinas MTMR3 ¢ RACI, mediada pela
interacdo do PtdIns5P um produto de desfosforilagdo da proteina MTMR3 (Oppelt et al., 2014) ; o
facto destes dois genes e a isoforma do RACI (RAC1b) ja terem sido descritos como intervenientes no
desenvolvimento tumoral no CCR, colocou-se a hipdtese de a expressdo destes genes poder estar
alterada em tumores de individuos portadores de mutagdo germinal no gene MTMR3. Os resultados da
analise de expressdo sugerem uma expressao dos genes MTMR3, RACI ¢ RAC1b no tumor FCCTX
em comparagdo com as mucosas normais B e C. Contudo, também se observou uma expressao elevada

destes genes em tumores ndo FCCTX (A193C e CAS638C). A linha celular humana de cancro do
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colon e recto SW480 revelou uma sub-expressdo em comparagdo com as restantes amostras (figura

4.10).

Analise de expressdo para os genes MTMR3,RACI ¢ RACIB
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Figura 4.10. Analise de expressao para os genes MTMR3, RACI e RACIb num tumor de um individuo
FCCTX portador de mutagdo no gene MTMR3, em dois tumores ndo associados ao FCCTX , numa linha
celular e em mucosa cdlica normal.
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5. Discussao

5.1. Analise do envolvimento do gene FBXO/! I na susceptibilidade para FCCTX

A anélise mutacional do gene FBXOI1 realizada na linha germinal de individuos FCCTX permitiu
analisar um possivel envolvimento deste gene nesta sindrome. Desta analise, foram apenas
identificadas variantes sem potencial caracter patogénico. Mesmo no caso da variante missense
(p.Thr126Ser) detectada esta é classificada como benigna pela analise in silico, pelo que juntamente
com a sua elevada frequéncia, esta variante ndo pode ser considerada como a causadora do fenotipo de
FCCTX. A variante sinonima também pode ser excluida como causadora de patogenicidade visto que
a analise in silico a classifica como polimorfismo ¢ ndo revela potenciais alteracdes de locais de
splicing.

Apenas a variante ¢.2555+53T>C (intrdo 21) poderia justificar a susceptibilidade deste gene para
FCCTX devido a baixa frequéncia mundial associada as mesmas. Do grupo de individuos em estudo
com tumores sem expressao de MSH6, s6 para o L1152 foi identificada a alteragdo ¢.2555+53T>C. No
entanto, a sua localizagdo ndo sugere que possam ser patogénicas.

Toda os estudos efectuados, desde a analise mutacional a analise de copy number ¢ de expressao
efectuados para o gene FBXO!1 nao identificaram nenhuma alteragdo neste gene que o formulasse
como envolvido na susceptibilidade para FCCTX. Nao se pode contudo excluir o seu envolvimento na
tumorigénese colorectal a nivel somatico tendo em conta a sua interac¢do com o gene MSH6. Estudos

adicionais serdo necessarios para avaliar esta hipotese.

5.2. Caracterizacdo a nivel germinal, das familias FCCTX (subgrupos TSG' e TSG") através da analise
de um painel multigénico por Next Generation Sequencing

A analise de mutagdes germinais nos individuos de familias FCCTX, realizada através do painel
multigénico (Trusight Cancer) permitiu identificar 8 variantes apenas em familias TSG', em genes
associados a via de reparacdo HR que ¢é essencial para manter a integridade do genoma apos erros no
DNA do tipo DSB (double-strand break).

Uma das 8 variantes identificadas (p.Lys332Arg) localiza-se no gene RECQL4. A proteina
codificada por este gene, intervém nesta via de reparacdo por promover o recrutamento das proteinas
CtiP, BLM (Bloom Sydrome RecQ Like Helicase), DNA2 (DNA Replication Helicase/Nuclease 2) e
EXO1 (Exonuclease 1) intervenientes na remodelagdo da sequéncia (Breaks et al., 2016). Desta forma
esta mutacao pode afectar este processo de reparacao e contribuir para aumentar o risco de CCR.

Um dos processos mais frequentes apos a indu¢do de DSB ¢ a remodelacdo da cromatina através da
ubiquitinagdo das proteinas H2AX (Histone family member X) e H2AB (Histone cluster 2 H2A family

member B), de maneira a deixar acessivel os sitios danificados para reparacdo (Chenevix-trench et al.,
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2014). A ubiquitinagdo da proteina H2AB ¢ mediada por um complexo formado pelas proteinas
RNF20 (Ring finger protein 20) ¢ RNF40 (Ring finger protein 40) (Zhu et al., 2005). Num estudo
conduzido por Hahn et al., 2012 revelou que o CDC73 ¢ essencial para a estabilidade do complexo
RNF20-RNF40 ¢ que mutagdes patogénicas neste gene podem conduzir a perda da actividade deste
complexo. Uma variante identificada no gene CDC73 (p.Argl1445Trp) foi detectada no individuo L48
pertencente a familia 24. Neste individuo ja se tinha observado uma deleccdo dos exdes 5-8 do gene
SMAD4. A perda da fungdo do gene SMAD4 esta associado ao desenvolvimento tumoral e a um pior
prognéstico em CCR (Yan et al., 2016). O fendtipo apresentado por este doente é muito agressivo,
com o desenvolvimento de tumores extra-colicos para além do CCR. Deste modo, ndo ¢é de excluir que
as 2 alteragdes nestes genes possam contribuir para o fenotipo.

O individuo L108 apresenta duas mutagdes, uma no gene FANCA (c.10007-3C>A) detectada nesta
analise do painel e outra no gene POLD]I (p.Pro300Leu), identificada anteriormente num outro estudo.
A variante descrita para o gene FANCA esta associada a uma perda de local de aceitador de splicing
(Mutation Taster), o que podera implicar uma proteina aberrante incapaz de corrigir os erros de DSB.
O gene POLDI também faz parte de um sistema de reparagdo de erros inseridos durante a replicagdo
do DNA (Palles et al., 2013), pelo que qualquer uma ou mesmo a combinac¢do das duas variantes
podera contribuir para 0 FCCTX nesta familia.

Também no caso do individuo L84 ja tinha sido identificada previamente uma mutagdo do tipo
missense no gene APC (p.Glul317GIn ) (Francisco et al, 2011), tendo a analise recorrendo ao painel
multigénico vindo a identificar uma mutag@o no gene WRN. Este gene codifica para uma proteina com
funcdo de helicase a qual intervém igualmente na reparagdo de DSB por recombinagdo homoéloga
(Chen et al., 2003). Desta forma a mutagdo no gene WRN pode, juntamente com a mutagdo no gene
APC, aumentar o risco de adenomas e contribuir para o FCCTX nesta familia.

O individuo L984 revelou a presenca de uma mutagdo (p.Arg370Pro) no gene WTI. Este gene ja
foi igualmente associado a HR através da interac¢@o de uma das suas isoformas (WTC) com proteinas
intervenientes nesta via tais como as proteinas XRCC2 (X-ray repair cross complementing 2),Rad51D
(RADS 1 parolog D) e Rad54L (RADS54-like (S.cerevisae)) (Oji et al., 2015).

As mutacdes p.Gly439Val e p.Serl434Leu dos genes FANCE e SLX4, respectivamente, foram
identificadas para o mesmo individuo, L1038, pertencente a familia 173. Sendo que estes genes ja
foram associados a HR, as duas mutagdes em conjunto intensificam os erros de reparagao associados a
esta via (Renato et al., 2016) (Michl et al.,2016).

Para além disto, foi ainda identificada uma mutacdo no gene XPC (p.Phe287Cys), também
associado a reparag@o de erros no DNA, para o individuo L1200 (Laczmanska et al.,2007).

Para o individuo L451 nao foi detectada nenhuma mutacdo através da analise do painel, o que
implica que a sua susceptibilidade para FCCTX podera ndo estar associada a genes que participam

nas vias de reparacdo de erros no DNA. Neste mesmo doente ja foi observada uma mutacdo no gene

65



BMPRIA, mais concretamente no exao 10 do mesmo (p.Leul57Pro), sendo esta a razdo mais plausivel
de justificar o fenotipo observado no individuo.

Os individuos que apresentaram mutagdes em genes de reparagdo associados a HR apresentaram
tumores classificados como TSG", ou seja caracterizados por apresentarem metilagdo nos genes MMR
e MGMT e mutacdes somaticas nos genes APC e KRAS. Se nestes individuos os efeitos genotdxicos
nas células epiteliais do célon ndo forem reparados pelos sistemas de reparacio MMR e MGMT
conduzem a inser¢do de quebras em dupla cadeia no DNA (figura 5.1). O defeito germinal no sistema
de reparacdo HR pode provocar assim um aumento da probabilidade de alteragdes cromossémicas e
uma instabilidade gendmica, contribuindo assim para o desenvolvimento tumoral e associar-se a
susceptibilidade aumentada nestas familias FCCTX.

Do sub-grupo de doentes de familias HNPCC ou que preenchem os CB, a maioria das mutagdes
identificadas também foram identificadas em genes associados a8 HR. Dos genes em comum entre este
grupo ¢ os individuos index de familias FCCTX estao os genes SLX4, XPC e WRN. Estes resultados
vieram corroborar a hipdtese de estes sub-grupos de doentes poderem ser potenciais FCCTX, visto que
se identificaram mutag¢des comuns e que sdo casos HNPCC (muitos deles terdo tumores MSS e virdo a
ser classificados como FCCTX) e CB. E de notar que um namero susbtancial dos individuos CB com
mutacdo germinal nestes genes de reparacdo preenchiam os CB4 ou CBS5, que correspondem a uma

historia familiar de CCR, no entanto incompleta e por isso ndo preenchem os critérios de Amesterdao.
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Figura 5.1. Mecanismo sugerido pelo presente estudo, envolvido na reparacdo de erros no DNA
causados por stress genotoxico em FCCTX. (Adapatdo de : (Liu e Gerson, 2006)(Peng e Lin, 2011) )
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Em suma, mutagdes germinais nos genes de reparacdo do DNA por HR podem contribuir para o
aumento do risco de tumores do colon e recto num subgrupo de familias FCCTX, principlmente com
tumores TSG". Estes resultados vém confirmar uma divisdo do FCCTX em varias entidades, nas quais
estardo patentes diferentes causas moleculares.

O facto de em algumas familias FCCTX se terem identificado duas variantes provavelmente
patogénicas, ambas bastante sugestivas de se associarem a doencga, sugere como foi ja sugerido que a
combinacdo de mutagdes de baixo e moderado risco possam contribuir para a agregacdo familiar
(Dominguez-Valentin et al., 2015). Este facto, apoia a hipotese que em muitos casos esta sindrome
ndo seja monogénica, mas antes poligénica, resultando da interaccdo de varios genes de baixa

penetrancia (Stoffel e Kastrinos, 2014).

5.3 Identificacdo de novos genes candidatos para a susceptibilidade para o FCCTX por sequenciacio
do exoma

A analise de exoma efectuada para a familia L56 permitiu identificar variantes que segregassem na
familia de modo a justificar a susceptibilidade para o FCCTX. Dos resultados da analise de
segregacgao, identificou-se a variante p.Arg645Trp, do gene MTMR3, como possivelmente patogénica,
revelando segregacdo com a doenca na familia. A analise de segregagdo, tendo em conta os diferentes
modelos de analise, revelou ainda 7 variantes que segregavam parcialmente: NEK7 (p.Arg356Gly),
C20rf70 (p.Pro78Ala), NPR2 (p.Val882lle), LGR6 (p.Arg623Gln), PELPI (p.Ser298= ), DUSPI2
(p.Leu2 Leu3ins) e SMG7 (p.Pro657His).

A variante identificada para o gene MTMR3 (p.Arg645Trp), foi a Gnica que resultou da analise 1
que engloba as variantes partilhadas pelos 5 individuos afectados para os quais foi feita analise de
WES. Esta variante esta descrita com o SNP rs138823197, classificada como deleterious/probably
damaging nos softwares SIFT/Polyphen e apresenta uma frequéncia mundial de aproximadamente
0,02%. Na familia L56, a alteracdo foi identificada nos individuos afectados quer com carcinoma quer
com adenomas com a excepc¢do do individuo L1094 que até ao momento € o que apresenta um
fenotipo menos severo (presenca de apenas dois adenomas) e ndo se pode excluir se ndo poderdo ter
sido desenvolvidos no contexto esporadico.

Na base de dados COSMIC estao descritas 184 variantes para este gene em que 17 estdo presentes
em CCR (v78 http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic). Para este gene também ja foram descritas mais 78
variantes na base de dados Cancer Cell Metabolism Gene
(https://bioinfo.uth.edu/ccmGDB/index.html), em que 12 sdo em CCR.

A proteina MTMR3 ¢ responsavel pela desfosforilagdo do fosfotidilinositol PtdIns3P e do
PtdIns(3,5)P; para PtdIns e PtdIns5P, respectivamente (figura 5.2-A) (Taylor et al., 2000)(Blondeau et

al., 2000). Para executar a sua fungdo, a proteina necessita de 4 dominios funcionais: o dominio PH-
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GRAM para ligacdo ao substracto, o dominio de fosfatase PTP para a sua ac¢do enzimatica, o
dominio Coiled-coli para uma heterodimerizacdo/homodimerizagdo da proteina que define o seu

estado activo e inactivo e o dominio Zinc finger que permite uma interacgdo entre proteinas (figura

5.2-B) (Hnia et al ., 2012).
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Figura 5.2. (A) Representagdo da desfosforilagdo do fosfotidilinositol PtdIns3P ¢ do PtdIns(3,5)P2
pela MTMR3; (B) Representacdo dos dominios proteicos da MTMR3 e a localizagdo da variante
identificada no contexo da analise de exoma. (adaptado de :(Lorenzo et al.,2005) (Hnia et al., 2012))

Apesar da localizagdo da variante ndo ser coincidente com nenhum dominio proteico, a variante
esta presente num local rico de sitios de fosforilacdo (figura 5.3). A actividade da proteina podera ser
dependente de um processo de ubiquitinacdo como a proteina da sua familia MTMR4 (Lorenzo et al.,
2005). Para esta ultima foi identificado o mecanismo pelo qual esta é degradada para proteossoma
mediado pela proteina Nedd4 que tem capacidade de ligacdo a ubiquitina E3 e ligagdo a MTMR4 no
seu dominio PY(Pro-TYR). A actividade da proteina MTMR3 pode estar comprometida por um
processo semelhante visto que a alteragdo do aminodcido pode conduzir a uma alteracdo de estrutura
proteica deixando expostas ou escondendo sequéncias reconhecidas por proteinas como a Nedd4 e

assim afectar a sua marcacao para degradacao (Plant et al., 2009).
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Figura 5.3. Representacdo dos dominios proteicos com os varios sitios de fosforilagdo (vermelho) da
proteina e a variante identificada pela analise de exoma. (Adapatdo de : (Lorenzo et al.,2005)
(PhosphoSitePlus: http://www.phosphosite.org’/homeA ction.action) )

As fungdes ja definidas para esta proteina envolvem a sua participagdo no processo de autofagia e
na via de sinalizagdo mTOR. A autofagia ¢ um processo de degradagdo de moléculas regulada pelos
niveis PtdIns3P, um dos alvos da proteina MTMR3, consoante o estado nutricional das células. Assim,
niveis baixos da proteina MTMR3 permitem aumentar os niveis de PtdIns3P permitindo que esta
recrute a WIP1-1 para iniciagdo da autofagia. Por outro lado, a proteina tem a capacidade de fosforilar
a proteina mTORCI1 tornando-a inactiva ¢ assim induzir a autofagia (Taguchi-Atarashi et al., 2010)
(Hao et al., 2016).

No trabalho realizado por Oppelt et al., 2014 demonstraram que durante a migragdo celular, a
producdo de PtdIns5P levado a cabo pela proteina MTMR3 leva ao recrutamento de proteinas
efectoras (possivelmente GEFS-guanine-nucleotide-exchange factors) que recrutam a proteina RAC1.
O RACI1 contribui para a proliferagdo celular, invasdo e para o processo metastatico (Espina et al.,
2008). A sua isoforma alternativa RAC1B também ja foi identificada em tumores CCR de forma up-
regulated em comparacdo com a mucosa normal. Esta isoforma pode também contribuir para a
progressdo tumoral de modo a ultrapassar alguns efeitos antagonistas gerados pelos efectores da
RACI1 (Matos e Jordan, 2008). Na analise de expressdo realizada no presente estudo, revelou-se que
ambos os trés genes se encontravam sobre-expressos na amostra tumoral FCCTX (L674T) em
comparacdo com mucosas normais B e C de individuos ndo afectados. No entanto, serdo necessarios
mais estudos incluindo a analise de expressdo noutros tumores da familia e das respectivas mucosas
normais. Os resultados tanto da analise de expressdo como da analise mutacional indicam uma
possibilidade deste gene ser um candidato para a susceptibilidade para FCCTX. Porém , € necessario
detalhar a sua fung@o na participagdo da progressdo tumoral desta sindrome. Para tal, ja foram
planeados testes funcionais in vitro de modo a avaliar o efeito patogénico desta variante em processos
celulares como a apoptose, viabilidade e migragao celular.

Da analise 3 que inclui as variantes partilhadas pelos individuos 1 (L674), 3 (L408), 4 (L1794)
e 5 (L781) com a exclusdo do individuo 2 (L801), embora pouco provavel, como possivel fenocdpia, a

variante identificada no gene NEK7 revelou segregacdo parcial na familia e identificada em individuos
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com aparente predisposi¢ao para o desenvolvimento de adenomas. Esta variante j& se encontra descrita
na base de dados NCBI com o SNP rs558333332, no entanto pelos scores SIFT/Polyphen ¢é
considerada como folerated/benign. Para além disto, esta variante apresenta uma frequéncia mundial
de 0,4% e uma frequéncia europeia perto dos 0,6%. Quanto a fun¢do que desempenha, esta proteina
intervém na progressao do ciclo celular, através da formagdo do fuso mitotico (figura 5.4). Uma
possivel ligacdo entre a NEK7 e o desenvolvimento tumoral poderia passar pela via CIN através de
uma possivel desregulacdo da proteina conduzir a uma deficiente segregacdo cromossémica levando a
alteracdes numéricas na célula (Regan e Fry, 2009). O seu envolvimento no aumento do risco de CCR

ou adenomas € por isso incerto, necessitando de estudos adicionais.
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Figura 5.4. representacdo esquematica do modelo de fungdo da proteina NEK7 no ciclo celular. Apds
a fosforilagdo das proteinas NEK6 ¢ NEK7 por parte da NEK9, estas fosforilam varios componentes
essenciais para a formagao do fuso mitoético. (Adptado de:(Fry et al., 2012))

Face ao modelo da analise 4, as variantes seleccionadas nesta analise eram partilhadas apenas pelos
individuos 1 (L674), 3 (L1408) ¢ 5 (L781), considerando como casos esporadicos os individuos 2
(L801) e 4 (L1794). Desta analise foram identificadas 4 variantes a segregar parcialmente com a
doenca na familia nos genes C20rf70, NPR2, LGR6 ¢ PELPI.

A variante do tipo missense p.Pro78Ala identificada no gene C20rf70 encontra-se descrita na base
de dados NCBI com o SNP rs112873448 e apresenta uma frequéncia mundial de 0,7%. Os softwares
de SIFT/Polphen prevém a alteracdo deste aminoacido como deleterious/probably e a sua frequéncia
europeia equivale a 1,8%. Tendo em conta toda esta informacao in silico, nomeadamente a sua elevada
frequéncia europeia, e que a funcdo desta proteina continua uma incognita, esta variante nao devera
estar associada ao fendtipo FCCTX na familia.

Para o gene NPR? foi identificada a variante p.Val882lle com segregacdo parcial na familia. Este
gene € responsavel por codificar a enzima transmembranar GB-C (Guanylate Cyclase B) que catalisa a

conversdo do GTP (guanosine triphosphate) em cGMP (cyclic GMP) (figura 5.5).
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Figura 5.5. Possivel mecanismo subjacente a conversao de GTP em cGMP pela proteina
NPR2. (Adapatdo de : Hannig et al., 2014)

A proteina NPR2 ¢ constituida por 4 dominios essenciais: o dominio CYC (Cyclase catalytic
domain), o dominio ECD (Extracellular-binding domain), o dominio TM (Transmembrane segment) e

o dominio KHD (Protein Kinase homology domain) (figura 5.6) (Tamura ¢ Garbers, 2003).

Dominio TM
(Transmembrane segment)

Dominio ECD ¢ Dominio KHD Dominio CYC
(extracellular-binding domain) (Protein Kinase homology domain) (Cyclase catalytic domain)

0 / \ 104622

FSDIVGFTALSAESTPMOUVTLLNDLYT
870 880 890

p.-Val882Ile

Figura 5.6. Representacdo dos dominios proteicos do GC-B ¢ identificagdo da variante p.Val882Ile
na respectiva regido do dominio CYC da proteina NPR2. (Adapatado de : (Tamura e Garbers, 2003)
(PhosphoSitePlus: http://www.phosphosite.org’/homeAction.action) )

A alteragdo identificada na analise localiza-se num dos 4 dominios essenciais da proteina, o
dominio (CYC), na posicdo 882 provocando a alteracdo de uma valina por uma isoleucina. Estudos
recentes identificaram uma alteragdo no aminoacido adjacente (p.Val883Met) como causadora de uma
modificagdo a nivel da conformagdo da proteina, levando a uma produgdo constitutiva de cGMP. Os
niveis de cGMP sdo essenciais para uma homeostasia normal no epitélio do co6lon, equilibrando os
processos de diferenciagdo e proliferagdao das células na cripta (Miura et al., 2012). Por estas razoes, se
a variante p.Val882Ile também for capaz de modificar a conformacgdo da proteina, implica niveis de
expressdo aberrantes do ¢cGMP, o que pode induzir alteracdes nos processos celulares referidos,

contribuindo para o desenvolvimento de alteracdes no epitélio do célon. Para além disto, a variante ja
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se encontra descrita com o SNP rs55700371 , apresenta uma baixa frequéncia mundial e europeia e ¢
considerada como deleterious/possibly damaging pelos softwares SIFT/Polyphen. Esta hipotese
também ¢ reforgada pelo facto de os individuos que apresentam esta variante no gene NPR2, a
excep¢do de um, todos terem desenvolvido carcinomas. O individuo que ainda ndo desenvolveu
carcinoma, apresenta um numero elevado de poélipos em idade muito jovem e possivelmente ndo
desenvolveu carcinoma como o irmao porque entretanto comegou a ser vigiado.

O gene LGR6 ¢é responsavel por codificar um receptor acoplado a proteina G. Estudos baseados na
caracterizacdo molecular desta proteina, comprovaram a afinidade deste receptor para a familia das
proteinas RSPO (R-spondin), semelhante aos outros receptores da mesma familia, LGR4 (Leucine rich
repeat containing G protein-coupled receptor 4) e LGRS (Leucine rich repeat containing G protein-
coupled receptor 5). A interaccdo do receptor LGR6 com uma proteina RSPO ¢ responsavel por
activar a via de sinalizagdo WNT que intervém na proliferacdo e migracdo celular no célon (figura
5.7). Adicionalmente a variante identificada neste estudo, outras 3 muta¢des neste gene em 37 casos
de CCR também foram identificadas num contexto de sequenciagdo de exoma. Para além disto, a
regido promotora do gene ja foi encontrada hipermetilada num estudo envolvendo casos de CCR
(Sjoblom et al., 2006)(Mokarram et al., 2009). A variante p.Arg623Gln identificada para este gene
esta localizada num dominio 7TM (dominio transmembranar) necessario na via de sinalizagdo do
receptor. Apesar dos softwares SIFT/Polyphen preverem esta alteracdo como folerated/benign (perto
do limiar de score) a sua frequéncia mundial (0,002%) e toda a informacao funcional prevista para a
proteina LGR6 fortalecem uma possivel patogenicidade associada a esta variante. Para além disto, esta
variante esta presente em individuos com um numero consideravel de adenomas, o que podera reforgar
a sua associagdo a um risco aumentado de adenomas e poder associar-se ao fenotipo apresentado por

esta familia.
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Figura 5.7. Representagdo da possivel interac¢do do LGR6 com a RSPO e a sua participagdo na via
WNT.(Adaptado de Birchmeier, 2011)

WS

72



Pela analise 4 ainda foi identificada a variante p.Ser298= no gene PELPI. Esta variante também ja
se encontra descrita na base NCBI com o SNP rs68343383 e com uma frequéncia mundial e europeia
associada de 0,04% e 0,03%. Visto que esta proteina é do tipo sinonima nio vai implicar alteragdo de
aminoacido mas pode ter implicagdes a nivel de splicing. Pelo software Mutation Taster a alteragao
da citosina (C) por uma tirosina (T) ndo demonstra altera¢des relevantes a nivel de splicing. Para este
gene ja foram descritas duas isoformas: uma isoforma longa de 3,8Kb e outra mais curta de 3,4 Kb,
em que esta ultima é expressa em varias células tumorais. O PELPI ja foi definido como proto-
oncogene ¢ a sua expressao ja foi determinada em tumores de célon. Quando este exerce a sua fungao
de oncogene ele influencia varios processos como o ciclo celular, modificagdes na cromatina,
metilagdo de histonas e resposta a danifica¢des na sequéncia de DNA (Girard et al.,2014). No entanto,
a previsdo in silico ndo favorece a sua patogenicidade, assim como a sua presenca no individuo L.1956,
o qual ndo ¢é afectado.

A analise 5 englobou as variantes partilhadas pelos individuos 1 (L674), 2 (L801) e 5 (L781)
especulando os individuos 3 (L408) ¢ 4 (L1794) como esporadicos. Desta analise derivaram duas
variantes para dois genes: DUSPI2 e SMG?7.

A variante p.Leu2 Leu3ins foi identificada no gene DUSPI2 que codifica uma fosfatase
responsavel por desfosforilar varios residuos de tirosina, serina ou treonina (Patterson et al.,2009).
Apesar desta proteina ainda ndo ter fungdo completamente conhecida ja foi descrita uma possivel
interac¢do desta com a proteina HSP70 (heat shock protein) que actua em vias dependentes de
caspases para inibir apoptose (figura 5.8). Esta proteina ainda pode ter a possibilidade de promover o
desenvolvimento tumoral através da interaccdo com dois oncogenes ITGAI (Integrin Subunit Alpha 1)
e ¢-MET (MET Proto-Oncogene, Receptor Tyrosine Kinase) que participam na invasdo tumoral e
migragdo celular, respectivamente (Cain e Beeser, 2013). A frameshift identificada ainda ndo esta
descrita na base NCBI e ainda ndo foi reportada nenhuma frequéncia associada a mesma, o que podera

refor¢car uma eventual patogenecidade.
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Figura 5.8. Representagdo da interaccdo das proteinas DUSP12 e HSP70 e o seu possivel
envolvimento na inibi¢do da apoptose. (Adaptado de Weiss et al., 2009)
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Pelo contrario, a variante p.Pro657His, identificada no gene SMG7, ja se encontra descrita com o
SNP rs34426362 com uma frequéncia de 0,2% ¢ 0,6% a nivel mundial e europeia , respectivamente.
Para além disto, esta variante ¢ considerada pelos softwares SIFT/Polyphen como
deleterious/probably. Num estudo conduzido por Luo et al., 2016 foi revelada uma fungao relevante
da proteina SMG7 na estabilizagdo do p53 em resposta aos erros na sequéncia de DNA. A proteina
SMG?7 através da fosforilagdo dos residuos de serina na proteina Mdm?2 leva a que esta ndo se ligue ao
p53 para inibir a sua actividade e poder reparar os erros de DNA (Luo et al., 2016). A segregacao
destas duas variantes revelou-se em conjunto pois estavam presentes nos mesmos individuos afectados
(L1104, L801, L674, L781, L676). Este haplotipo partilhado na familia deve-se ao facto de estes genes
estarem localizados em regides adjacentes no cromossoma 1 e poderia estar associado a um
agravamento de fendtipo visto que os individuos detectados com o mesmo sdo 0s que apresentam um
fenotipo mais marcado. No entanto, a variante identificada no gene SMG7 também se encontra
presente no individuo L1956 que ndo ¢é afectado, pelo que talvez favoreca a variante detectada no gene
DUSPI12 como mais provavelmente associada ao fenotipo nesta familia.

Da anélise bioinformatica anteriormente ao estudo foram identificadas trés variantes presentes nos
genes RNF207 (p.Arg539Cys), ZBTB48 (p.Ser675Ala) e TASIRI (p.Leu274Phe). Estas variantes
foram descritas para os mesmos individuos afectados e num unico individuo saudavel (L1956) devido
as localizagdes vizinhas dos trés genes no cromossoma 1 (figura 4.9). As variantes p.Arg539Cys e
p-Ser675Ala ja estdo descritas na base NCBI com o SNP rs55823245 e rs2229330, respectivamente,
apresentam uma frequéncia mundial (0,9% e 3,5%) e europeia (2,6% e 7,2%) elevada e estdo
caracterizadas como deleterious/possibly  damaging e deleterious/benign nos  softwares
SIFT/Polyphen. A previsdo in silico destas duas variantes indicam uma fraca contribuigdo das mesmas
na susceptibilidade para FCCTX na familia. Por outro lado, a variante identificada no gene TASIRI
(p.Leu274Phe) ainda ndo apresenta nenhum SNP atribuido na base NCBI. A proteina codificada por
este gene, um receptor acoplado a proteina G, esta associada principalmente a percepgdo do paladar
humano e na deteccdo de aminoacidos ao longo do tracto grastrointestinal. Estudos recentes
demonstraram uma possivel ligacdo entre este receptor ¢ a proteina MTORCI, e assim a semelhanca
da proteina MTMR3, pode estar envolvido no processo de autofagia através da via de sinalizagdo

mTOR (figura 5.9) (Choi et al., 2016) (Wauson et al., 2012).
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Figura 5.9. Acc¢do dos receptores TASIR1/TAS1R3 na presenca de aminoacidos e a sua consequente
activagdo da proteina MTORCI de forma a inibir a autofagia. (Adaptado de Wauson et al., 2013)

Em suma, apés a selec¢do criteriosa de variantes potencialmente patogénicas e reunindo
informagdes sobre a sua segregagdo na familia (face ao modelo onde se inserem), funcdes relevantes
em desenvolvimento tumoral e patogenicidade prevista in silico, formularam-se 3 hipdteses que
poderdo estar subjacentes a susceptibilidade de FCCTX nesta familia. A primeira hipotese baseia-se na
segregacao da variante identificada no gene MTMR3 e no facto deste ter-se revelado um gene bastante
promissor ¢ com grande impacto para o desenvolvimento de CCR, implicando que pode estar por
detras do fenotipo associado a esta familia. A segunda hipotese € que juntamente com a mutagdo no
gene MTMR3, mutagdes nos genes LGR6, NEK7 ou TASIRI poderdo revelar um aumento de risco
para desenvolvimento de adenomas. Por ultimo, as variantes observadas nos genes como o DUSPI12 e

0 NPR2 poderao intervir como potenciais modificadores de fenétipo.
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6. Conclusao

O cancro do colon e recto familiar (FCCTX) ndo apresenta ainda causas moleculares conhecidas
que expliquem a susceptibilidade para o desenvolvimento de cancro do célon na maioria das familias
FCCTX. Desta forma, a identificagdo de novos genes/variantes genéticas especificas que contribuam
para a susceptibilidade para esta doenga reveste-se de extrema importancia.

O gene FBXO11 foi associado a um mecanismo de interac¢do antisense com o gene MSHG6, através
de um estudo realizado por Duan et al., 2012. Anteriormente, 0 nosso grupo detectou tumores FCCTX
com delecgdes na regido promotora do gene MSH6. Deste modo, colocou-se a hipotese da ocorréncia
de um evento germinal no gene FBXOIl e de um segundo evento (somatico) corresponder as
deleccdes observadas no gene MSHG. Os resultados da analise mutacional e das analises de expressao
e copy number para o gene FBXOI1 ndo revelaram qualquer alteragdo que pudesse contribuir para a
susceptibilidade para o FCCTX. No entanto, ndo se pode excluir a possivel interaccdo destes dois
genes num contexto de desenvolvimento de CCR esporadico.

A analise de um painel multigénico (Trusight Cancer Illumina) de 94 genes associados a um risco
aumentado para cancro, sugeriu que mutagdes nos genes de reparacdo associados a HR podem
contribuir para o risco aumentado de CCR e para a susceptibilidade para o FCCTX. O facto de
mutacdes nestes genes terem sido identificadas apenas nos individuos index de familias TSG+, tendo
em conta a assinatura molecular observada nos tumores destes individuos, a qual pode ser explicada
por uma deficiente reparagdo de DSB devido a defeitos no sistema de reparagdo associado a HR,
reforca a possibilidade de as referidas mutacdes poderem explicar e/ou contribuir para o FCCTX
nestas familias. Por outro lado, estes resultados também permitiram confirmar que as duas entidades
moleculares distintas (TSG™ ¢ TSG) deverdo seguir vias diferentes no contexto da susceptibilidade
para FCCTX. Mais ainda, em algumas familias, muta¢des em dois genes distintos poderdo contribuir
em conjunto para o fenotipo apresentado. Este facto, vem reforcar a hipotese que tem vindo a ser
proposta em varios estudos de que em muitos casos esta sindrome ndo seja monogénica, mas antes
poligénica, resultando da interaccdo de varios genes de baixa penetrdncia. A deteccdo de mutagdes
nestes genes em algumas familias HNPCC ou que preenchem os CB, nestes ultimos essencialmente
nos critérios associados a historia familiar de CCR, sugere que algumas familias destes sub-grupos de
doentes poderdo ser potenciais FCCTX. Assim a analise destes genes podera vir a ser util para o
manejo clinico destas familias.

A sequenciacdo do exoma numa familia informativa de FCCTX (TSG-), utilizou varios modelos de
segregacdo onde se excluiram eventuais fenocdpias, levando a seleccdo de variantes germinais
possivelmente patogénicas. Tendo em conta a analise de segregagdo e a sua previsdo de
patogenecidade in silico, identificou-se mais do que uma variante capaz de contribuir para a
susceptibilidade para esta sindrome e para o aumento do risco de desenvolvimento de carcinoma ou

adenoma (variantes presentes nos genes MTMR3, LGR6, NEK7, DUSPI12, NPR2 e TASIRI). A
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variante identificada no gene MTMR3 (p.Arg645Trp) estava presente em individuos afectados quer
com carcinoma quer com adenomas com a excepcao do individuo L1094 que até ao momento é o que
apresenta um fenotipo menos severo (presenga de apenas dois adenomas) e ndo se pode excluir se ndao
poderdo ter sido desenvolvidos no contexto esporadico. Os resultados tanto da analise de expressao
como da analise mutacional, assim como as fungdes que a proteina MTMR3 parece apresentar,
indicam uma possibilidade deste gene ser um candidato para a susceptibilidade para FCCTX. a
semelhanca do observado na analise mutacional utilizando o painel multigénico, para a qual também
foram constatados individuos com mutagdo em mais do que um gene, € possivel que alguma(s) das
restantes 5 variantes, resultantes da analise do exoma, possa também contribuir para o fenotipo na
familia, de acordo com um modelo do FCCTX como uma doenga poligénica. Este facto confere uma
maior dificuldade no esclarecimento da sua base genética, assim como na detecg¢do da causa molecular

subjacente a doenca em cada familia.
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8. Anexos

Anexo A: Sequéncia e caracteristicas dos primers utilizados neste estudo

L

Sequéncias dos primers e tamanho do fragmento esperado utilizados para amplificacdo dos varios exdes

do gene FBXO11 (Adaptado de: Duan et al., 2012)

Exao/ exdes

Tamanho do

Gene amplificados Sequéncia do primer Tm (C) fragmento(bp)
Fw CTCCCTCCCGAATTTGAAG
la2 57,01 609
Rev AAAGTCAGAGGGAGAGGTCAGG
Fw TGTGTTACCCATGAAACCCAC 57,9
3 Rev CCGACTTTCCTACCATGTTTAGC 60,18 369
Fw TCTAGCCTGGATGACAGTGAGAC 58,51
4 Rev CGCCCAGCCTAAACTTATTTC 58,92 398
Sa6 Fw GAAACCCTGTTCTTTGTTTCTGG 59,92 617
Rev TCTTCATTCCTACTTTACCAGCAG 58
7a8 Fw AGCAAAGGCTGATGATGAAA 55,75 583
Rev GGACATGCTCCTTGACCACT 56,87
Fw ACACCACAATGCACACCACT 56,12
9alo Rev GAACGCTATCACCTCTACATGG 56,76 74
Fw GCCCAGCCTTAAATGTTTCTAATAC 60,58
H Rev CAATAGCTATGGCTCATTCAGATG 58,97 203
= . Fw TGAAGAAATTGAGGCCTTAGAAGT 59,04 315
g Rev TCAGTGCTTCCACTTGGGTAG 57,72
E 1 Fw GCCTGCAGCTCTCTGCATC 58,88 a3
Rev TTAAGATACTGGCAGGGAGAAGAAG 60,85
Fw TGCCATTACCTCCTTACTCGG 59,51
4als Rev CCAGTGGCTTCTGTCCTCAC 57,49 62
16 Fw TTCTCAGGGCATCTTGGACTC 59,06 341
Rev GTGATCCACCCATCTCGG 55,63
17 Fw CCACTGCACACTCCAGCC 57,1 410
Rev GGCACTAATCTCCTAAACCAGTTC 58,75
18 Fw TGGAGATGGCAGATTATTGGTC 59,16 162
Rev CATTCAGCCACTTCAGCACAC 58,82
19 Fw ACTGTTGGTGGTTGAAATAGGTATC 58,83 105
Rev TCCAACCATTTAGAACCAAAGC 58,91
Fw GCTTTGGTTCTAAATGGTTGGAG 60,14
20 Rev ACCACGCCTACCCACAGTTAC 59,06 481
a2 Fw GGTCCTCTTAAAGCCAAAGGTC 59,2 610
Rev ACCCAGCTTTGAGATCCTGAG 58,37
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1L Sequéncias dos primers utilizados na reac¢do de sequenciagdo, para alguns exdes do gene FBXOI1, em que estes
sdo diferentes dos utilizados para a amplificagdo por PCR descritos na tabela I do anexo A (Adaptado de: Duan et
al., 2012)
Gene Exdo / exdes Sequéncia do primer
amplificados q p
21a22 Fw GGTCCTCTTAAAGCCAAAGGTC
3 Fw CATTAGATAAAATGAAAACTG
4 Fw TCTTACTCAAGTTTTTGAGGC
FBXO11 9a10 Fw GACTATATATAACAGATCATG
Rev CATTATCCTCATATATTCCC
14 Rev AAAGCTTTTTCAAGGGACAAG
17 Fw AAATATACCTTCTAGATAACC
111 Sequéncias dos primers utilizados para a analise de expressao e de copy-number do gene FBXOI1, por qPCR, e
localizagdo cromossdnica dos mesmos (Duan et al., 2012)
A . Localizaciio cromossomica
Estudo Gene Sequéncia do primer (tamanho em bp)
Fw | GATGGACGAGGCCTTATTGA
FBXO11 Chr 2:47820397-47822254 (97)
Analise de Rev | TGTTATGCCGAACAATTGGA
Expressdo Fw | TACAAGGTGCGGATTGATGA
SDHA Chr 5: 251463-254476 (90)
Rev | GGTGTGCTTCCTCCAGTGCT
Fw | CTCCATGACCACCACTCCTT | Chr 2: 26965666-26965733
FBXOI11_probel ’
Rev | ATGACACAGCCCTCATCTCC (CH)
Fw ACTTGGCCAATTTCAACCAG
Copy- Number | FBXOI11_probe2 Chr 2 : 26864659-26864712(54)
Rev | TCAGACCCCCAATTTCAGAG
Fw GCTTGCCCTGTCCAGTTAAT
CHRI2_probel Chr 12: 6585217-6585317(101)
Rev | TAGCTCAGCTGCACCCTTTA
V. Sequéncias e temperaturas de annealing dos primers utilizados para confirmagdo das variantes identificadas pela
analise do painel multigénico Trusight Cancer (Illumina) nas amostras das 15 familias FCCTX (informacdes
obtidas com o software NetPrimer: (http://'www.premierbiosoft.com/netprimer/) e UCSC In-Silico PCR
(https.//genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr)
Tamanho do
Sub-grupo | Amostra Gene Variante Sequéncia do primer Tm (C) fragmento
(bp)
c.2761G>A, Fw CACTCCCAATACAGCTTACCG
L3 RECOL4 | GluoaiLys Rev CTCCAACCTCGTCTCCAACT 37 290
c.691T>C Fw GCCTCCCGAATGTAGCAGTTT
L48 CDC73 i’ 64 503
p.Trp231Arg Rev AATGTTGGGGAGGGCTTTCAC
Fw CGCATTGATGGTAGTGGTCC
L1 FANCA 1 - A 2 2
08 NG ¢.1007-3¢> Rev TACCACATCCACTCACCCTG 6 8
¢.435G>T, Fw GCAGGAGTGGCATTCAAAC
. L484 WRN pTpla5Cys | Rev GGCAACATCTGTCAACTCC 38 351
F ACCT A TTCTTT
1984 WTl ¢.1109G>C, w CACCTGCCACCCCTTC 60 494
p-Arg370Pro Rev CTCTACCACTCTGCTCTGC
c.1316G>T, Fw AGGCTGGGCATTCTGTTACC
1 FANCE |\ Gly439val | Rev TACAACTGCCAGGGAGGTCA 62 452
L1038 Lxs ¢.4301C>T, Fw CTTCCTGAACCAGACCCCA 0 ALl
p-Ser1434Leu Rev TGCTCTTCCCCGTCCCAAA
¢.860T>G, Fw TGCCCTGACCTCTGACACAA
L1200 Xpc p.Phe287Cys Rev ACCTGGAATGGCATCTGGCA 62 248
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II.  Sequéncias e temperaturas de annealing dos primers utilizados para segregagdo das variantes
identificadas pela andlise de exoma na familia L56 (informagdes obtidas com o software
NetPrimer:  (http://www.premierbiosoft.com/netprimer/) e UCSC  In-Silico  PCR
(https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr)

Output Gene Caracterizag¢do da variante em estudo Primer Tm Tamanho do
P s (€) fragmento(bp)
Frw GCAAGGAGGAGAACACAGC 60
Cl6orf96 ¢.611C>T ;p.Ser204Phe 219
Rev TTCCTGCTAACCTCCCCTT 58
Frw CCACAGCATCCTCCACTT
C2orf70 €.232C>G;p.Pro78Ala 56 557
Rev AGTCCTGAGCCTCCTTAC
Frw CATTGTGCCTTCCTGCCCT 60
DCHS1 ¢.97_100delTGC; p.Cys34_Cys35ins 385
Rev AGCCACTCGCACTGTAACT 58
Frw ATCAACTTTGGGGGTAGGG 58
DUSP12 c.1_4insTTG; p.Leu2_Leu3ins; 331
Rev CGAAATACAATCCTGGCTGC 60
Frw CGACACCCTTCTCCTCCAA 57,86
GP1BA c.775G>A;p. Val259Met 494
Rev ATGTGGTCTGCTCCTTAGTG 52,16
Frw TGCTGGTGGGATGAACTGT
MAGI1 c.1263_1264insCAG; p. GIn421_Thr422insGIn 58 306
Rev TCAGTGTGGCAAGAGAGGA
Frw TCAAGCGAACCAGCAGATG 57,56
MAML2 c.1821_1829delACAGCAGCA;p.GIn472_GIn474del 493
Rev GCTAAATGGTCTCTGGGAAC 53,8
Frw CCAAGATTTTCATTTCCCCC 58,57
MTMR3 ¢.1933C>T;p.Arg645Trp 406
4 Rev TTCCTCCTGCTCTCCTTTTC 56,12
Frw TTGGCTTCACAGCATTGTCA 58
NPR2 €.2644G>A;p.Valg82lle 346
Rev AAAGCGGGTCTCTATTAAAGG 55,58
Frw CAGCGTCACTGTTCCATCA
OR3A1 €.392C>T;p.Arg131GIn 58 385
Rev CACAGCAAAAAGCAGCAGC
Frw CTAACACCACCCTCCTGAT 58
OR56A4 C.464T>C; p.Q155R 359
Rev GGGAACAGGAAGAGAAACA 56
Frw AAACAAGATGCTGAGACTCCT 53,15
PROSER2 ¢.G607A; p.Glu203Lys 362
Rev TTGGTGACGATGATGTTGCT 56,69
Frw TGGTGCCTGGCTTGAGTAA 57,12
RNF207 ¢.1615C>T; p.Arg2695Cys 300
Rev TCAGCCTCCCGAAGTGTTA 56,21
Frw ACTCCCTCTACCTACCTGT
SMG7 ¢.1757C>A; p.Pro657His 58 380
Rev CTGGCTTGTAGACTGTGCT
Frw AGGGATGGATGACTTGCTC 58
TNIP3 C.854T>G; p.Glu285Ala 431
Rev GACTTCATCCCAGGTGCTG 60
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Output Gen Caracteriza¢io da variante em Primer Tm Tamanho do
uipu ene estudo ©) fragmento(bp)
Fw GAGCTTCTGTTCAGAAATGGC 56,74
AKRIC3 ¢.623C>T;p.Ser208Leu 397
Rev AGGAAACTGAGGATGCTCTGA 56,34
TTGAATTT A 4
ANKRDI2 ¢.297A>G; p.Thr99= Fw CTGCATGGTTG cee 39,0 446
Rev AAATGTGGTGTCACCCACGTA 58,33
Fw GCTTCTTTGATGACTGCTGCT 57,33
ARHGAP22 ¢963G>A; p.Asn321= Rev AGATGGAGATGTGCCACCTGA 59,93 294
. Fw TTTCCTCTGGCTTAGTGACAA 55,25
BBOXI ©.639+5_639+6insG Rev CCATGTGACTTTGAGGGAAA 55,56 338
Fw TTTCCCATCCTTTTCCTTCC 58,27
CACNAIS* ¢.3607C>T; p.D1203N 243
Rev AGATGGAATGACAAGTCACGG 57,17
Fw AAATCAAGAACATGGGCTCCT 57,99
BRD4 ¢3810C>G; p.GluI270Asp Rev | TCAGGAGCTAATCCTTAGACCA 56,29 364
Fw TTGCCCAAGTCCTTATCACTG 57.8
CEP250 ¢.4208A>C; p.Gln1403Pro 439
Rev TCTCCAGTTCCTGGATTTGTC 56,42
LI 02238G>Asp AlaT46= Fw AGTGATGGAGGGCATCAAGAT 58,33 .
Rev | TGCAGAACAGAGGTCAGCAAA 59,18
Fw ATCTTGGCTCGGATTCAGGA 59,42
GALNTS ¢.988G>A;p.Glu330Lys 239
Rev TTCCTGCCTTCCCACATGCTA 62,88
Fw ATCCACAGAGCTTAATACCCC 55,39
kiaA1462 ¢1660T>C; p.Thr354Ala Rev TGATCAGCACTGGGCTTTAAG 58,16 400
Fw CAACACCTTGACTGGCATTTC 57,95
LGR6 ¢.1868G>A.p.Arg623GlIn 404
Rev AGGAGTTCATCATCACCAGGG 58,57
Fw GGGTGGAGGTTTAACAACACT 55,82
Map4 ¢. 6422G>A; p Ser2141Phe Rev TTCTATCTACATGGGCACCTG 55,29 307
3 Fw TATCTCAGCACCAGTCAAGGA 55,48
MAP6 c.1716A>G; p-Asn572= Rev TTGATCCTTGACAGGTGCTGA 58,68 236
Fw GAGTGAATGGATGTCTGCAAA 55,71
NEK7 ¢.103C>G; p.Arg35Gly 359
Rev AGGCTATCAGTACCCAATCAT 5323
Fw TGGGTCTGAAGAAGTCAAGCT 56,49
PARD3 ¢.2540G>A; p.Ala847Val 427
Rev TGCAGTATCACAGGACATGTG 54,5
Fw GCCATCTTTGCTCATGACACA 59,15
PELPI ¢-894C>T;p.Ser298= Rev AGCAGGCACACTTGGTCAAA 58,82 232
Fw ATTAGCTGGTGTCTTTCCCAG 56,27
. _ : 41
PFKP ¢339C>T;p.Asnl13 Rev CCTGGCACATGGTAAGGTTAA 57,88 3
. 1OTAAG Fw TCACTTGTTCACTCATGAGCA 5429 120
Rev CTTGCGTTCAAGTGATCTTTC 5501
Fw TCTTGGCTTATCTGTCCCTCA 57,35
PTPN23 ¢.3988G>A;p. Val1330Met 260
Rev AAGGACTGGACAGCACTTAGA 54,06
RASLI1E 0 577G>Asp Ala193Thr Fw AAACAGGTTGACCCTCAGCTT 58,05 153
Rev GCCAATATTCAACGTTCCTG 55,7
Fw TCCATTGCCAGCACTTGAGTA 59,09
RNF217 C.6+3A>G 400
Rev AGAATAGTCAGCTGCCAGGCA 60,05
Fw AGCAAACTCAGTCGTGGCTTT 59,23
SULTAI c-44C>A Rev | CAGGGTTGTCTGAAATGGGAT 58,76 391
Fw AGGATAAAGTAAGGTGAAGCC 52.8
TM4SES ¢T179C; p.Val60Ala Rev ATTACAGGCATGAGACACCA 53,18 310
. Fw AGTTGATGGATTGGACAGGTA 5432
TP63 ¢~72_-7linsAGAG Rev GCATCTCTAAATGGAGTGCTA 52,53 308
- Fw GTTTCACAAGACTCCCCATCT 55,52
WDR37 ¢.C331T_p.Alal77= Rev | CACTAAGCATCACCAAGGGTT 56,02 327
Fw ATAGTGCCGGAAAATCTCCT 55,74
ZNF734 c-A931G Rev TTGGTGCCATTTTCCCACT 58,37 361
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Analise Bioinformatica anterior

Gen Caracterizagdo da variante Primer Tm Tamanho do
ene em estudo ©) fragmento(bp)
Frw TTGGTGTGGGGAGGGTGTT 60
CYB5R2 ¢.55C>T;p.Pro19Ser 315
Rev GCCATGAGATGACTGTCTG 58
Frw TTTCCAGTCAGCATTCTCCA
DNAH3 ¢.10915C>A;p.Leu36391lle 56,16 231
Rev GCACTGTCATCGCTTACCTA
Frw TCCAACGAGGTGTATGAGC
GIMAPI* ¢.908T>G;p.Val303Gly 58 559
Rev TGCGTTTGTCCCCACTACA
OBSCN 8365G>Cup. GIv2TR9A Frw AAGACAATGGAGGTGCTGGA 57,08 252
. >C;p.
¢ PHYEISTAE [ TRey CTGCCTACCTCTGACAATGA 53,08

Legenda: *Condig¢des de PCR ainda ndo optimizadas

.  Sequéncia dos primers utilizado para amplificagdo por PCR da variante do gene MTMR3 ao
nivel somatico
Fragmento (tamanho) Variante Sequéncia do primer
Fw ACAACACAGTGCCTCTGGCCA
MTMR3 (129 bp) p.Arg645Trp
Rev TGTCGGCAGAAAGGGGATCCT
IV.  Sequéncias dos primers utilizados para a analise de expressdo dos genes MTMR3, RACI e

RACI1b por qPCR, e localizagdo cromossdmica dos mesmos (os primers identificados com *

encontram-se descritos em Duan et al., 2012)

Gen Sequéncia do primer Localizaciio cromossémica
ene ed p (tamanho do fragmento em bp)
Fw TGCACCACCAACTGCTTAGC
GADPH* Chr 12: 6537319-6537598 (87)
Rev GGCATGGACTGTGGTCATGAG
Fw CGTGGAGTTCGATTCTTCTCTG
MTMR3 Chr22: 30007309-30009028 (154)
Rev TGGGTAATACTCTGGGCATTCG
Fw GGGCAAAGACAAGCCGATTG
RACI Chr7: 6398697-6400168 (65)
Rev ATGATGCAGGACTCACAAGGG
Fw GGAGACGGAGCTGTAGGTAAA
RACIb Chr 7:6374763-6391983 (140)
Rev | CATAAGCCCAGATTCACCGG
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Anexo B: Condicoes de PCR utilizadas para amplificacio das variantes estudadas

L

Condigdes de PCR utilizada na amplificacdo dos exdes do gene FBXO11

Gene Exdo amplificado MgCl, (nl) Primer (nl) | Temperatura (°C) N° ciclos
la2 1,5 0,2 68 35
3 1,5 0,2 64,5 35
4 * 3,25 0,3 68 35
5a6 1,25 0,2 65 35
7 a 8** 1,75 0,3 67 35
9al0 0,75 0,3 67 35
11 2,2 0,2 70 35
3 12% 2,5 02 68 35
= 13 1,75 02 67 35
B 14215 1,75 03 70 35
16% /*%* 5,75 0,2 66,5 30
17* 0,75 0,2 63 32
18 2 0,3 69 35
19 1,75 0,3 66,5 35
20 1,25 0,3 65 35
21a22 1,5 0,3 69,5 35

Legenda: * Utilizagdo dos reagentes do kit AmpliTaq Gold® (Thermofisher); ** Adicao de 3% de DMSO***Adicdo de 1,25
wl GC rich resolution PCR System (Roche);

II.  Condigdes de qPCR e amostras utilizadas para as analises de expressdo e de copy number do
gene FBXO11
Analise Gene Amostras Concentragdo dos primers Concentragio Kit utilizado Eficiéncia da recta
da amostra
FBXO11 cDNA: L1484, 10 pmol/ul 2,04
L1624, L1846,
L1855, L1956,
Analise de L1871, L1807, ] .
expressio SDHA L1897, L1811, 5 pmol/ul 15 ng/ul Applied Biosystems 1,91
L2120, L1363,
L1547, PS, L1570,
L1571
FBXO11 probe 1 DNA: 5 pmol/ul 1,99
FBXO11 probe 2 L5,L48,1.108,1.295, 10 pmol/ul 2,04
1926, L408, L674,
L451, L720, E436,
L467, L484, L499,
Copy-number L701, L984, L1038, 10 ng/ul Applied Biosystems
Chr 12 L1200, L1121, 5 pmol/ul 2,09

L1152, L1484,

L1635, L1624,

L1846, L1855,
L1956
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III.

Condicdes de PCR utilizada na amplificagcdo das variantes identificadas pela analise do painel

multigénico Trusight Cancer (Ilumina) nas amostras das 15 familias FCCTX

Sub-grupo | Amostra Gene Variante Tm (C) M(i(l:)lz
L5 RECQL4 ¢.2761G>A, p.Glu921Lys 58 0,5
L48 CDC73 c.691T>C, p.Trp231Arg 59 0,5
L108 FANCA ¢.1007-3C>A 67,5 1
n L484 WRN ¢.435G>T, p.Trp145Cys 60 1
©)
£
L984 WT1 ¢.1109G>C, p.Arg370Pro 70 1
FANCE ¢.1316G>T, p.Gly439Val 64 0,5
L1038
SLX4 ¢.4301C>T, p.Ser1434Leu 68 1
L1200 XPC ¢.860T>G, p.Phe287Cys 64 0,5

Legenda: Todas as reacdes de amplificagdo por PCR foram efetuadas com 35 ciclos.

IV.  Condigoes de PCR utilizadas para a amplificacdo das variantes selecionadas através da analise
bioinformatica, a partir da analise de WES, para o estudo de segregagdo com a doenga na
familia L56

. . Temperatura MgCI2
Output Gene Variante amplificada ¢C) ()
CI60RF96 ¢.611C>T ;p.Ser204Phe 59,5 0,5
C20RF70 ¢.232C>G;p.Pro78Ala 60 0,5
DCHS1 p.Cys34_Cys35ins 60 0,5
DUSPI2 c.6_10insTTG; p.Leu2 Leu3ins; 60 0,5
GPIBA ¢.775G>A;p. Val259Met 62 0,5
MAGII GIn421_Thr422insGln 56 0,5
MAML2 c.1821_1829delACAGCAGCA;p.GIn472_Gln474del 63,5 0,5
4 MTMR3 ¢.1933C>T;p.Arg645Trp 60,5 0,5
NPR2 ¢.2644G>A;p.Valg82lle 62 1
OR3AI1* ¢.392C>T;p.Argl31Gln 69 2
OR5644 ¢.464T>C; p.Q155R 58 0,5
PROSER2** ¢.607G>A; p.Glu203Lys 66 1
RNF207 c.1615C>T; p.Arg2695Cys 59 0,5
SMG7 c.1757C>A; p.Pro657His 59 1,5
TNIP3 ¢.854T>G; p.Glu285Ala 60 0,5
AKRIC3 ¢.623C>T;p.Ser208Leu 65 1
ANKRDI2 ¢.297*>G; p.Thr99= 63 1
3 ARHGAP22 c.963G>A; p.Asn321= 66 1
BBOXI ¢.639+5_639+6insG 62 0,5
BRD4 ¢.3810C>G; p.Glu1270Asp 65 0,5
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CEP250 ¢.4208A>C; p.GIn1403Pro 65 1
CLIP2 c.2238G>A;p.Ala746= 65 0,5
GALNTS c.988G>A;p.Glu330Lys 64,5 0,5
KIAA1462 c.1660T>C; p.Thr554Ala 65 1,25
LGR6 c.1868G>A,p.Arg623GIn 65 1
MAP4 c. 6422G>A; p.Ser2141Phe 65 1
MAPG6*** c.1716A>G; p.Asn572= 64 0,5
NEK7 ¢.103C>G; p.Arg35Gly 63 1
PARD3 ¢.2540G>A; p.Ala847Val 65 1
PELPI ¢.894C>T;p.Ser298= 64 1
PFKP ¢.339C>T;p.Asnl13= 65 1
PTPN22 c.197-4A>G 63 1
PTPN23 ¢.3988G>A;p.Val1330Met 64,5 1,25
RASL11B ¢.577G>A;p.Alal93Thr 65 1,25
RNF217 c.6+3A>G 65 0,5
SULTIAL c.-44C>A 65 0,5
TMASF5*** ¢.179T>C; p.Val60Ala 60,5 1
TP63 c.-72_-71insAGAG 62 0,75
WDR37 ¢.531C>T;p.Alal77= 65 1
ZNF754 c.A931G 60 0,5
Analise CYB5R2 ¢.55C>T;p.Pro19Ser 64 0,5
Bioinformatica DNAH3 ¢.10915C>A;p.Leu3639llle 59,5 0,5
Anterior OBSCN ¢c.8365G>C;p.Gly2789Arg 60,5 0,5

Legenda:* Adigao de 2 pl de solugdo GC rich resolution PCR System (Roche), ** Adigdo de 3% de DMSQO; *** Utilizagdo

de reagentes AmpliTaq Gold® (Thermofisher); Todas as reagdes de amplificagdo por PCR foram efetuadas com 35 ciclos.

V.  Condicdes de PCR utilizadas para a andlise somatica da variante p.Arg645Trp do gene
MTMR3

Gene

Variante amplificada

Temperatura (°C) | MgCl, (ul) | Ciclos

Reagentes

MTMR3 p-Arg645Trp 1,65 40 | AmpliTaq Gold (Thermofisher Scientific)
VI.  Condi¢des de qPCR e amostras utilizadas para as analises de expressdo dos genes MTMR3,
RACI e RACI1b
Analise Gene Amostras Concen.trag:ao Concentragio Eficiéncia da Recta
dos primers da amostra
MTMR3 5 pmol/ul KapaBiosystems 2,13
Analise cDNA: L674T, Mucosa B,
de Mucosa C, Cas638C, 15 ng/ul
expressdo | RACI A193C, Sw480 3 pmol/ul Applied Biosystems 2,18
RACIb 5 pmol/ul KapaBiosystems 2,24
GADPH 5 pmol/ul KapaBiosystems 2,12
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Anexo C: Programas de amplificacdo por PCR utilizados neste estudo

1L

III.

Iv.

Programa utilizado na amplificagdo por PCR com os reagentes do kit Biotag™ (Bioline)

Etapa Temperatura (°C) Duracio N° Ciclos
Des;a}t;;:]ﬂcao 95 5 minutos 1
Desnaturagao 94 50 segundos

Annealing Variavel 30 segundos 30-35
Extensdo 72 50 segundos
Extensdo Final 72 7 minutos 1
Pausa 15 0 0

Programa utilizado na amplificagdo por PCR com os
(Thermofisher)

reagentes do kit AmpliTag Gold®

Etapa Temperatura (°C) Duracio N° Ciclos
Desp gtqraqﬁo 95 10 minutos 1
inicial
Desnaturagao 94 50 segundos
Annealing Variavel 30 segundos 30-35
Extensao 70 1 minuto
Extensdo Final 70 5 minutos 1
Pausa 15 0 )

Programa utilizado na reac¢ao de sequenciacdo para os genes em estudo

Etapa Temperatura (°C) Duracio N° Ciclos
Desnaturagdo inicial 96 5 minutos 1
Desnaturagio 95 10 segundos
Annealing 59,5 5 segundos 25
Extensdo 60 4 minutos
Pausa 4 © )

Programa utilizado na reac¢do de transcrigao reversa para sintese de cDNA

Etapa Temperatura Duracio N° de
P (°C) (min) Ciclos
DesnaturagaAo e ligagao dos 70 10
hexameros
Pausa 10 o 1
Sintese do cDNA 42 60
Extensdo 70 15
Pausa 4 © o0




VL

Programa utilizado na reaccdo qPCR para a analise de expressdao e copy number do gene

FBXOI11
Temperatura = .
Etapa o Duracio Ciclos
0
Incubagao 50 2 minutos -
Ativagdo da polimerase 95 10 minutos -
Desnaturagao 95 15 segundos 10
60 1 minutos

Hibridacdo e extensdo

Programa utilizado na reac¢do qPCR para a analise de expressdo dos genes MTMR3,

RACI e RACID.
Temperatura = .
Etapa ¢C) Duracio Ciclos
Incubagio 50 2 minutos -
Ativagao da polimerase 95 10 minutos -
Desnaturagdo 95 25 segundos
Hibridagéo e extensdo 61 1 minuto e 40 45
segundos
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Anexo D: Preparaciao dos reagentes utilizados na electroforese em gel de agarose

1. Preparacdo do tampao de electroforese:

Para se obter TBE 1x, procedeu-se a uma dilui¢do a partir de TBE 10x (0,89M Tris Borato
pHS8,3 + 20mM Na2 EDTA — National Diagnostics) para um volume final de 2000ml, em

agua bidestilada.

2.Preparacao do gel de agarose 2% (p/v):

I. Pesar 5g de agarose (Seaken® LE Agarose — Lonza), para um erlenmeyer de 500ml;

II. Adicionar 250ml de tampédo TBE 1x;

II1. Dissolver a solugdo no microondas;

IV. Adicionar 12,5ul de brometo de etidio (10mg/ml, MP biomedicals) e agitar para

homogeneizagao;

V. Colocar a solucdo num molde com 4 pentes e deixar arrefecer até a solidificacdo do gel.

3. Preparacdo do gel de agarose 0.8% (p/v)

I. Pesar 1,2g de agarose (Seaken® LE Agarose — Lonza), para um erlenmeyer de 500ml;

II. Adicionar 150ml de tampédo TBE 1x;

III. Dissolver a solugdo no microondas;

IV. Adicionar 7,5ul de brometo de etidio (10mg/ml, MP biomedicals) e agitar para

homogeneizagao;

V. Colocar a solucdo num molde com 1 pentes e deixar arrefecer até a solidificacdo do gel.
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4 Preparacio do Orange G 5x e 1x:

4.1. Orange G 5x: preparado a partir de 12ml de Ficoll (Sigma), 125g de Orange G (Sigma) e

50ml de agua bidestilada, sob agita¢do. Aliquotar e armazenar a -20°C.

4.2. Orange G 1x: diluido a partir de Orange G 5x para um volume final de Iml em agua

bidestilada. Armazenar a 4°C.

5.Preparacao do marcador de peso molecular GeneRuler50bpDNALadder (Thermofisher Scientific):

Adicionar 50ul de GeneRuler 50bp DNA Ladder (Thermofisher Scientific) a 250ul de Orange

G 5x e perfazer o volume para Iml com agua bidestilada.

6. Preparacdo do marcador molecular Lambda/Hindlll DNA Ladder (Fermentas)

Adicionar 0,5ul de marcador Lambda/HindIll DNA Ladder (Fermentas) a 2,5ul de Orange G
5x e 7ul de agua bidestilada. Este marcador, por ndo ser tdo utilizado, ¢ preparado de fresco, quando

necessario.
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Anexo E: Protocolo de precipitacio e purificacio do DNA Etanol/EDTA/Acetato de
sodio — BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) apos a

reaccio de sequenciagio

1. Num tubo tipo eppendorf de 2ml adicionar 2ul de EDTA (125mM), 2ul de acetato de sodio
(3M) e 50pul de etanol absoluto, por cada reaccao;
Agitar em vortex e fazer spin-down;

bl

Transferir 54l do sobrenadante para novos tubos tipo eppendorf de 1,5ml, adicionar o volume
total da reacdo de sequenciagdo e homogeneizar;
Incubar durante 15minutos a temperatura ambiente;
Centrifugar a 14000rpm durante 30minutos a 4°C;
Retirar completamente o sobrenadante com uma micropipeta;
Adicionar 100ul de etanol a 70% (v/v) e agitar ligeiramente em vorfex;
Centrifugar a 14000rpm durante 15minutos a 4°C;
Retirar completamente o sobrenadante com uma micropipeta;
. Secar o pellet a 37°C num banho-seco durante cerca de 10minutos;
. Guardar o pellet a 4°C.

= = 0 ©° =3 n ok

— O

L EDTA (125 mM, pH 8)

Dissolver 4,65g de EDTA em agua destilada e perfazer o volume para 100 mL.

I1. Acetato de sodio (3M, pH 4.5)

Dissolver 24,8g de acetato de s6dio em agua destilada. Acertar o pH com acido acético e

perfazer para um volume de 100 mL.

II1. Etanol 70%

A 70 mL de etanol absoluto, adicionar 30 mL de dgua destilada e homogeneizar.
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Anexo F: I- Constitui¢do do painel multigénico (Trusight Cancer Illumina) de 94 genes associados ao

aumento de risco para cancro

Genes incluidos no painel multigénico
AIP EGFR HNF14 RBI
ALK EPCAM HRAS RECQL4
APC ERCC2 KIT RET
ATM ERCC3 MAX RHBDF?2
BAPI ERCC4 MENI RUNXI
BIM ERCCS MET SBDS
BMPRIA EXTI1 MLH]I SDHAF2
BRCAI EXT2 MSH?2 SDHB
BRCA2 EZH2 MSH6 SDHC
BRIP1 FANCA MUTYH SDHD
BUBIB FANCB NBN SLX4
CDC73 FANCC NF1 SMAD4
CDH1 FANCD?2 NF2 SMARCBI1
CDK4 FANCE NSD1 STK11
CDKNIC FANCF PALB2 SUFU
CDKN2A4 FANCG PHOX2B TMEM127
CEBPA FANCI PMS1 TP53
CEP57 FANCL PMS2 7SCI
CHEK?2 FANCM PRFI 7SC2
CYLD FH PRKARIA VHL
DDB?2 FLCN PTCHI WRN
DICERI GATA2 PTEN WT1
DIS3L2 GPC3 RADS5IC XPA
RADS51D XPC
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Anexo G: I-Resultados da anélise mutacional efectuada nos 22 exdes do gene FBXOI11 para as 24 amostras de DNA (15 de individuos index das familias

FCCTX e 3 de familiares afetados e 6 de individuos HNPCC e/ou que preenchem os CB, cujos tumores apresentavam auséncia de expressao do gene MSHG,

sem mutagdo germinal identificada nos genes MMR).

Resultados da analise mutacional do gene FBXO11

DNA Familia Ex 1/2 Ex3 Ex 4 Ex5/6 Ex7/8 Ex 9/10 Ex 11 EX 12 Ex 13 Ex 14/15 Ex 16 Ex 17 Ex 18 Ex 19 Ex 20 Ex 21/22
L5 7 Normal | Normal | Normal | Normal | Normal* Normal | Normal Normal Het 6* Normal* Normal | Normal | Normal* | Normal* Het 9 Normal*
L48 24 Normal | Normal | Normal | Normal | Normal* Normal | Normal Normal Normal* Normal* Normal | Normal | Normal* | Normal* | Normal | Normal*

L108 37 Hetl Normal | Normal | Normal | Normal* Normal | Normal Normal Normal* Normal* Normal | Normal | Normal* | Normal* | Normal | Normal*

L295 Normal | Normal | Normal | Normal | Normal* Normal | Normal Normal Normal* Normal* Normal | Normal | Normal* | Normal* | Normal | Normal*

L926 > Normal | Normal | Normal | Normal | Normal* Normal | Normal Normal Normal* Normal* Normal | Normal | Normal* | Normal* | Normal | Normal*

L408 Normal | Normal | Normal | Normal | Normal* Normal | Normal Normal Normal* Normal* Normal | Normal | Normal* | Normal* | Normal | Normal*

L674 56 Normal | Normal | Normal | Normal | Normal* Normal Het 4 Normal Normal* Normal* Normal | Normal | Normal* | Normal* | Normal | Normal*

L451 63 Normal | Normal | Normal | Normal Het 2* Normal | Normal Normal Normal* Normal* Normal | Normal | Normal* | Normal* | Normal | Normal*

L720 63 Normal | Normal | Normal | Normal | Normal* Normal | Normal Normal Normal* Normal* Normal | Normal | Normal* | Normal* | Normal | Normal*

E436 69 Normal | Normal | Normal | Normal | Normal* Normal | Normal Normal Normal* Normal* Normal | Normal | Normal* | Normal* | Normal | Normal*

L4a67 71 Normal | Normal | Normal | Normal | Normal* Normal | Normal Normal Normal* Normal* Normal | Normal | Normal* | Normal* | Normal | Normal*

B L484 84 Normal | Normal | Normal | Normal | Normal* | Normal | Normal Normal Normal* | Normal* | Normal | Normal | Normal* | Normal* | Normal | Normal*
Index L499 86 Normal | Normal | Normal | Normal | Normal* Normal | Normal Normal Normal* Normal* Normal | Normal | Normal* | Normal* | Normal | Normal*

L701 106 Normal | Normal | Normal | Normal | Normal* Normal | Normal Normal Normal* Normal* Normal | Normal | Normal* | Normal* | Normal | Normal*

L984 148 Normal | Normal | Normal | Normal | Normal* Normal | Normal Normal Normal* Normal* Normal | Normal | Normal* | Normal* | Normal | Normal*

L1038 173 Normal | Normal | Normal | Normal | Normal* Normal | Normal Normal Normal* Normal* Normal | Normal | Normal* | Normal* | Normal | Normal*

L1200 236 Normal | Normal | Normal | Normal | Normal* Normal | Normal Normal Normal* Normal* Normal | Normal | Normal* | Normal* | Normal | Normal*

L1121 P2209 Normal | Normal | Normal | Normal | Normal* Normal | Normal Normal Normal* Normal* Normal Het 7 Normal* | Normal* | Normal | Normal*

L1152 L316 Normal | Normal | Normal | Normal Normal Het 3 Normal Normal Normal Normal Normal | Normal Normal Normal Normal Normal
L1484 L302 Normal | Normal | Normal | Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal Het 8 Normal Normal Normal Normal
L1624 P3057 Normal | Normal | Normal | Normal Normal Normal Het 5 Normal Normal Normal Normal | Normal Normal Normal Normal Normal
L1635 P3369 Normal | Normal | Normal | Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal | Normal Normal Normal Normal Normal
L1846 P3821 Normal | Normal | Normal | Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal | Normal Normal Normal Normal Normal
L1855 P3660 Normal | Normal | Normal | Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal Normal Het 8 Normal Normal Normal Normal

Legenda: Cada individuo foi identificado como Het quando se detectou alguma alteragdo e normal quando ndo; Os individuos a cinzento correspondem aos 6 individuos com tumores com
auséncia de expressdo do gene MSH6; Os resultados * foram obtidos da analise mutacional iniciada anteriormente ao projecto; Het 1:p.Thr126Ser; Het 2: ¢.789+37C>T; Het 3:
c.1398+13 1398+16delATTT; Hetd: ¢.1399-107 1399-106insAA; Het5: c.1578 A>G;Het6: c.1451-11G >T; Het 7: ¢.2083+25 2083+26insT; Het 8: ¢.2227+88T>G; Het 9: ¢.2555+53T>C;
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