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RESUMO

O céncer de ovario (CaOV) configura como um céancer letal. Fatores genéticos
contribuindo para o risco de desenvolvimento do CaOV tém sido investigados
através dos estudos de associacdo ampla do genoma (GWAS), identificando loci de
risco em diferentes regibes dos cromossomos, dentre eles o locus 8g21. Nesse
estudo, realizamos uma analise funcional sistemética de nove SNPs candidatos para
a causalidade ao CaOV no locus proximal ao gene CHMP4C. Apés a caracterizacao
da regido para provaveis elementos regulatorios e genes associados, testamos 0s
nove SNPs candidatos para atividade alelo especifica para regides com atividade de
enhancer, como também testes para identificar provaveis fatores de transcricdo. O
SNP candidato localizado na regido codificante do gene CHMP4C foi testado para
instabilidade da proteina. Trés SNPs foram identificados com funcionalidade alelo
especifica: rs35094336, rs137960856, rs1116683632. Este estudo elucidou o campo
funcional da regido 8921 associado ao CaOV e identificou SNPs funcionais como

possiveis mecanismos de associacao ao risco de desenvolvimento da doenca.

Palavras-chave: Cancer de ovario. GWAS. Fine Mapping. SNPs. CHMPA4C.



ABSTRACT

Ovarian cancer (OC) is one of the most lethal cancer because of lack of early
diagnosis. Genetic factors contributing to OC have recently been investigated
through genome-wide association studies (GWAS), implicating in several
independent OC risk loci in different chromosomal regions, among them the locus
8921. Here, we performed an in-depth functional analysis of 9 SNPs causal
candidates in the risk locus on 8921 proximal to the CHMP4C gene. We first
characterized the region for likely regulatory elements and genes associated, then
we tested the 9 SNPs candidates for allele-specific activity in two different enhancer
scanning assay, as well transcription factors associated. The SNP candidate
localized in the coding region of CHMP4C gene was test for protein instability. Three
SNPs were identified with allele-specific functionality: rs35094336, rs137960856,
rs1116683632. These studies reveal the functional landscape of the 8g21 OC
susceptibility locus and identify a network of functional SNPs as a possible

mechanism driving OC risk association.

Key words: Ovarian cancer. Genome wide association study. Fine Mapping. SNPs.
CHMPA4C.
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1 INTRODUCAO

O céancer de ovério (CaOV) € o sétimo tipo tumoral mais comum entre as
mulheres, configurando, paradoxalmente, a principal causa mortis por tumores
ginecolégicos (NEZHAT et al., 2015; PRAT, 2015). O carcinoma ovariano pode ser
dividido em trés grupos histolégicos: epitelial, estromal e de células germinativas,
sendo que o epitelial corresponde a 90% dos casos diagnosticados da doenca
(ROSEN et al., 2010). A agressividade do CAQOV esta associada, dentre outros
fatores, a auséncia de métodos eficazes de diagndstico, a natureza assintomatica de
sua fase inicial e a deteccao tardia da doenca (LI et al., 2012). De fato, as pacientes
detectadas com CaOV em estagio inicial e responsivo a quimioterapia apresentam
taxa de sobrevida em torno de 80-90%. Contudo, tais mulheres representam apenas
15-20% de toda a populacdo de mulheres com essa neoplasia (MODUGNO;
EDWARDS, 2012). Em contraste, a maioria das mulheres é diagnosticada com
CAOV em estagios avancados e ja resistentes aos tratamentos quimioterapicos

disponiveis na clinica.

Estudos realizados com grupos de familiares ou com gémeos revelaram fortes
indicios de componentes genéticos hereditarios envolvidos no risco para o0
desenvolvimento do CaOV. Contudo, foi constatado que apenas 20% dos
componentes hereditarios estdo relacionados a genes de moderada a alta
penetrancia funcional em células ovarianas normais, causando o CaOV (JERVIS et
al., 2014; PHELAN et al., 2017). Diante desses achados, a ciéncia tem dedicado
esforcos na tentativa de elucidar a relagdo entre elementos hereditarios e genes que
podem contribuir para o desenvolvimento da doenca. Nesse interim, estudos de
sequenciamento em ampla escala e de associacdo gendmica ampla (genome-wide
association studies — GWAS) vém sendo realizados, identificando, com éxito,

centenas de loci cromossdmicos associados ao cancer, incluindo o CaOV.

No que tange ao GWAS, tratam-se de estudos que comparam variantes
genéticas comuns dentre uma populacdo de estudo de numero expressivo, divididos
em casos (pacientes afetados/doentes) e controles (pacientes ndo afetados/sadios)
com fins a determinacdo de variacbes genéticas potencialmente associadas a
doenca de interesse (SALE; MYCHALECKYJ; CHEN, 2009). Os resultados dos

estudos supracitados sdo intrigantes, posto que correlacdes entre variantes
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genéticas observadas foram consideradas, aparentemente, promissoras como
agentes para o desenvolvimento da doenca. Ainda, andlises po6s-GWAS sao
conduzidas para identificar SNPs (single-nucleotide polymorphism) que contribuem
funcionalmente para o risco do desenvolvimento da doenca, denominados SNPs

causais.

O processo para identificacdo de SNP causal, a partir do GWAS, pode ser
dividido em duas etapas, a saber: i) a primeira consiste em genotipagem mais
detalhada do locus previamente identificado, processo denominado fine-mapping; ii)
a segunda investiga como as variantes identificadas influenciam na funcionalidades
celulares para o aumento do risco da doenca de interesse. Essa etapa se baseia em
testes de anotacao funcional e experimentos in vitro / in vivo (SPAIN; BARRETT,
2015). O obijetivo final desses estudos €, portanto, a potencial aplicacao clinica dos
SNPs estudados como fatores de risco para o desenvolvimento da doenca de

interesse em individuos carreadores do alelo de risco.

Em face ao exposto, o presente trabalho se prop6s a realizar analise funcional
sistematica, almejando identificar SNPs causais no locus de susceptibilidade 8g21,
potencialmente associados ao risco aumentado de desenvolvimento do CaOV. O
estudo teve inicio a partir dos dados gerados por Pharoah e colaboradores (2013), o
qual identificou o SNP rs11782652 (p = 5,5x107?), valendo-se de meta-andlise de
GWAS associado ao desenvolvimento de CaOV epitelial. Em seguida, o mesmo
grupo realizou a andlise de fine-mapping (dados néo publicados) a partir do SNP
rs11782652, o qual identificou nove SNPs candidatos a causalidade do CaOV. Neste
contexto, o presente trabalho se prestou a realizar estudo in vitro com fins a
caracterizacdo da funcionalidade dos nove SNPs. A realizacdo desse estudo
possibilitou, por meio de dados inovadores e promissores, contribuir para o
aprofundamento do entendimento dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento
e na progressao do CaOV, tal a fazer emergir possibilidades inéditas de estratégias
diagnosticas e/ou terapéuticas contra a doenca que segue desafiando

pesquisadores e clinicos.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 EPIDEMIOLOGIA DO CAQV

Ao longo de duas décadas, a taxa de mortalidade de CaOV aumentou 1% ao
ano em mulheres brancas e 0,4% em mulheres negras, tal que o CaOV configura a
quinta causa de Obito por cancer entre as mulheres. Nesse cenario, nos Estados
Unidos da América (EUA), somente no ano de 2017, mais de 50% das pacientes
portadoras de CaQV foram a Obito em decorréncia da doenca (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2017). No Brasil, dados do Instituto Nacional do Cancer (2016), indicaram
que o CaOV ocupou a sétima posi¢cdo de incidéncia de cancer entre as mulheres,
com excec¢do do cancer de pele ndo melanoma. Por outro lado, a taxa de Obito
ocupou a segunda posicdo por cancer ginecologico, atrds apenas do cancer de colo
de atero. No Espirito Santo, ha uma taxa de incidéncia de 5,78 por 100 mil
habitantes. Quando observado apenas a capital do estado, Vitoria, a taxa aumenta
para 9,45 por 100 mil habitantes (SANTIAGO; NOVOA, 2016).

Digno de nota, o cancer € considerado uma doenca do envelhecimento. De
fato, nosso grupo de pesquisa publicou um estudo epidemiolégico no Espirito Santo
em que foi demonstrado uma prevaléncia maior de CaOV em mulheres com idade
acima de 60 anos (PAES et al., 2011). Ainda em relagdo a prevaléncia do cancer em
idade avancada, o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica publicou, no ano de
2000, estimativas de crescimento de 9% da populacédo brasileira idosa em 50 anos.
Consequentemente, a medida que a populacdo envelhece, pode-se antever
aumento do numero total de casos de CaOV, aspecto com potencial de reflexo
econdmico negativo tanto sobre o Sistema Unico de Sautde (SUS) quanto no sistema
privado de saude do pais. Diante do cenario do CaOV, o qual aponta um futuro
dramatico,0 Ministério da Saude decretou, em 2010, o CaOV como doenca
prioritaria no Brasil, por meio do qual aprova e regulamenta diretrizes diagnosticas e

terapéuticas objetivando o manejo desta neoplasia (MAGALHAES, 2013).
2.1.1 Classificagcdo CaOV

Andlises histopatologicas, imunohistoquimicas e genéticas permitem a
distincdo de cinco tipos principais de cancer de ovario epitelial (EOC), os quais

configuram 98% dos carcinomas ovarianos, a saber: i) carcinoma seroso de alto



12

grau (HGSOC) (70% dos casos de CaOV diagnosticados); ii) endometridide (ENOC)
(10% dos casos de CaOV); iii) células claras (CCOC) (10% dos casos de CaQV); iv)
mucinoso (MOC) (3% dos casos de CaOV); e carcinoma seroso de baixo grau
(LGSOC) (5% dos casos de CaOV) (LEE et al., 2003) (Figura 1). Com fins
meramente informativos, posto que o presente trabalho tem como foco os céanceres
de ovario epiteliais, ha, ainda, os tumores de menor incidéncia de células
germinativas malignas, disgerminomas, tumores do saco vitelinico e teratomas
imaturos (PRAT, 2014).

Sabe-se que, dentre os tumores ovarianos, aproximadamente 10% dos casos
de CaOV estdo associados com alteracBes genéticas autossomais de baixa
frequéncia hereditaria que levam a predisposicdo a doenca (BOYD, 2003;
JELOVAC; ARMSTRONG, 2011). As mutacBes germinativas nos oncogenes do
cancer de mama 1/2 (BRCA1/2) estdo associadas a 5-15% do total dos casos de
CaOV, enquanto que outros fatores genéticos conhecidos somados estao
relacionados a, aproximadamente, 2% do total de casos (KIGAWA, 2013),
mostrando um campo desconhecido, envolvendo riscos genéticos associados a

doenca, que necessita de um estudo mais aprofundado.

Seroso alto grau

Células claras

Figura 1: Desenho esquematico para os possiveis tecidos que dao origem aos subtipos de cancer de
ovario epitelial — Mucionoso invasivo, Endometriéide, Células claras e Seroso - com as respectivas
imagens histolégicas do tecido. Imagens histolégicas cortesia R. Drapkin, Dana-Farber, Cancer
Institute, EUA, e C. Crum, Brigham e Women Hospital, EUA. Adaptado VAUGHANZet al., 2011.
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2.1.2 Diagnéstico do CaOV

E consenso entre clinicos e pesquisadores que o diagndstico precoce do
cancer é fator decisivo para o curso da doenca. Todavia, a inexisténcia de sinais e
sintomas patognomoénicos do CaOV associado aos meétodos diagndsticos
disponiveis na clinica, os quais sao inespecificos para a doenca, a mesma é
frequentemente diagnosticada em estadios avangados comumente correlacionados
a ocorréncia de metastases e de quimiorresisténcia. (MCCLUGGAGE, 2011;
SOSLOW, 2008; SHIH & KURMAN, 2004). Esse € o caso de cerca de 85% das
pacientes, sendo que apenas 15% das mulheres sdo diagnosticadas em estadios
iniciais da doenca, quando esta € restrita aos ovarios, o que é condicdo de bom
prognéstico. (GOFF et al., 2000).

Atualmente, o estadiamento do CaOV segue diretrizes estabelecidas pela
FIGO (Federacao Internacional de Ginecologia e Obstetricia), revisada em 2012,
dada a heterogeneidade da doenca (PRAT, 2014) (Quadro 1). Apesar dos métodos
de rastreio de mulheres assintométicas ndo serem eficazes, o conhecimento dos
sintomas pode ajudar a identificar a doenca em fase precoce. Assim, alguns
sintomas sugestivos incluem dor pélvica ou abdominal, urgéncia ou frequéncia
urinéria, inchaco e saciedade da fome precoce (GOFF et al., 2007). As mulheres que
apresentam muitos desses sintomas, mais de doze vezes por més, em um periodo
menor que um ano, apresentam sensibilidade de deteccdo de CaOV de 56,7% para
a doenca em estadio inicial e 79,5% em avancado. A especificidade da deteccéo é
de 90% para pacientes com mais de 50 anos e 86,7% para pacientes com menos de
50 anos. Dessa forma, a presenca desses sintomas deve ser considerada no
diagnéstico diferencial de CaOV (JELOVAC; ARMSTRONG, 2011).
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Quadro 1: Estadiamento FIGO, porcentagem de casos e taxa de sobrevida em 10 anos segundo o

estadiamento FIGO do CaOV. Adaptado JELOVAC; ARMSTRONG, 2011.

Estadiamento
FIGO

Caracteristicas

Distribuicéo
(%)

Taxa de sobrevida

em 10 anos (%)

Doenca confinada no ovario

ou tuba de falépio

Tumor limitado em 1 ovario
(capsula intacta) ou tuba de

falopio, sem ascites

Tumor em ambos 0s ovarios
(cdpsula intacta) ou tuba de

falépio, sem ascites

Estadio 1A ou IB adicionado
de ascites, capsula rompida,
tumor na superficie do

ovario

20

73

Tumor com metéstase na
pélvis

45

Doenca confirmada na
cavidade abdominal
incluindo  superficie  do
figado, pélvis, para-aodrtica,
ganglios linfaticos e
intestino.

A

Nédulos linfaticos negativos
adicionado de
espalhamento microscépico

na superficie peritonial

1B

Nédulos linfaticos negativos,

implante peritonial <2cm

lnc

Nédulos linfaticos positivos
e/ou implante abdominal

>2cm

58

21

Espalhamento para 0
parénquima do figado,
pulméo, pleura ou outros

locais extra-abdominais.

17

<5
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O diagnodstico de CaOV se inicia com a detec¢cdo de massa anexial durante
exame pélvico, sendo a ultrassonografia, o teste de rastreio ndo invasivo mais
utiizado para o fim. A recomendacdo para a cirurgia depende do grau de
malignidade da massa pélvica associado a outros fatores, que incluem a idade da
paciente, o inicio da menopausa, o historico familiar, o nivel sérico de CA-125 e a
uni- ou bilateralidade do tumor (CANNISTRA, 2004).

Embora recomendada clinicamente, a dosagem de CA-125 ainda é
guestionavel, visto que esse marcador pode estar elevado tanto em condi¢cfes nao-
malignas, como endometriose e em casos de inflamacédo pélvica, bem como em
doencas malignas, incluindo tumores do endométrio e do pancreas (GUPTA; LIS,
2009). Logo, abordagens especificas com fins ao diagnostico precoce e preciso do
CaOV séo de extrema urgéncia clinica, vislumbrando melhorias na qualidade de vida
das portadoras da doenca, bem como no aumento da taxa de sobrevida das
mesmas. Introduz-se, portanto, a possibilidade de aplicar ferramentas de andlise
gendbmica na pesquisa de marcadores ou padrdes de expressdo de genes

potencialmente correlacionaveis ao desenvolvimento e/ou a progresséo do CaOV.
2.2 ANALISE GENOMICA PARA DETECCAO DE DOENCAS

O genoma € de carater anico do individuo, de modo que a comparacédo entre
genomas de humanos descreve diferencas inimeras dentre 0s mesmos. Essas
diferencas incluem desde pequenas varia¢des individuais de nucleotideos, os SNPs,
bem como modificagdes mais amplas, como delecdes, insercdes e variacdes do
namero de cépias do gene no DNA. Seja qual for o evento gendmico, ha a
possibilidade de se observar diferencas fenotipicas no individuo carreador de

alteracdes quando comparado ao seu par com genoma selvagem.

Dentre as caracteristicas fenotipicas abordadas, pode-se incluir o aumento
dos riscos para o desenvolvimento de certas doengas (STRACHAN; READ, 2011).
Até o ano 2000, antes da introducdo dos GWAS, o método primario para
investigacdo de variantes no genoma humano era por meio de estudos hereditarios
em casos de familias portadoras de doencas hereditarias, que se mostrou eficaz
para desordens de um unico gene (ROPERS, 2010). No entanto, para doencas

comuns e complexas, os resultados foram de reprodutibilidade insuficiente
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(STRACHAN; READ, 2011). Por outro lado, estudos baseados na metodologia de
GWAS procuram, dentro de uma populagdo, variantes genéticos com o objetivo
correlaciona-los ao traco da doenca de interesse. A diferenca entre os estudos
classicos de hereditariedade genética e o novo método de GWAS esta compilada na

Figura 2.



Mendeliana

oo o

|

Nao-mendeliana

YN
.0,

o NoJ

o &
'9" 9’

|

17

Controles Casos

Treeeeeee  eReRRITRe
theteeeee  eeeeeeRee

Familias afetadas

Estudos de ligacéo

R

24
4 f\
L 1
1 T

LOD scores
o

l 1
T T
/ 0N \
/ / \‘.‘ "\ 1 X
4 / \ \ 0 "
Im(E IIII\_Illll[ A P
""" *"-" -.-...*"""_

Alelos que modificam codificacdo proteica e
Alelos que modificam codificacéo proteica . L.

regides regulatérias
Figura 2 - Diferentes estratégias para identificagdo de loci de predisposicao a doenca. Em doenca
mendeliana, individuos que apresentam variantes de alta penetréncia que conferem risco (circulo
vermelho) tendem a expressar o fendtipo da doenca (circulo com o centro vermelho), contudo séo
raros na populacdo. Em doenca ndo-mendeliana, os individuos que apresentam a variante comum de
risco (circulo vermelho) tendem a ter baixa penetrancia e, por isso, muitos desses ndo irdo manifestar
o fendtipo da doenca (circulo com o centro branco). Doenca mendeliana pode ser estudada por meio
de ligacdo baseada em hereditariedade e o locus de risco é posicionalmente identificado (seta
vermelha) (tipicamente em logaritmo da probabilidade (LOD) com score > 3 (linha pontilhada
vermelha)). Doenca ndo-mendeliana pode ser investigada com GWAS (sequenciamento de casos e
controles para comparacdo) e o locus de risco é posicionalmente identificado (seta vermelha)
(tipicamente com p < 5x10% (linha vermelha pontilhada)). Adaptado de MONTEIRO; FREEDMAN,
2014.
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2.2.1 Estudos de associagdo ampla do genoma (GWAS)

No passado, os estudos dos SNPs estavam limitados & tecnologias
disponiveis que resultavam na sele¢cdo de um Unico locus ou poucos loci por ciclo
experimental, sendo necessario selecionar regifes especificas previamente. Para
tanto empregavam-se critérios, tais quais: i) a relagcdo descrita previamente com
potencial para desencadear carcinogénese; ii) fungcbes no metabolismo; iii) controle
do ciclo celular; iv) sintese hormonal, dentre outros. Sendo assim, o0s estudos
referidos eram limitados aos achados sobre SNPs associados a funcbes
fundamentais para a homeostasia ou doencas previamente documentadas. Por
outro lado, GWAS ampliou a possibilidade de descoberta de alvos génicos inéditos
ou vias possivelmente envolvidas com a patologia em questdo (MONTEIRO;
FREEDMAN, 2014). Desse modo, com 0 avanco tecnoldgico, o numero de SNPs
estudados em conjunto foi ampliado, tornando possivel a inclusdo de variantes
comuns presentes no genoma. Assim, os estudos de associagédo com teste direto de
polimorfismos genéticos em ampla escala tém se tornado um dos principais métodos
da genética por ter o foco em alelos de baixa penetrancia, diferentemente dos

estudos anteriores de ligagdo genética (Figura 3).

Impacto na célula

) D G

Frequéncia da alteracao

Figura 3 - Caracteristicas das variantes de baixa penetrancia (comuns) e de alta penetrancia (raros).
Os estudos classicos de genética tém por objetivo estudar alelos raros — alteragdo com alto impacto
na célula e com frequéncia rara na populagcédo. O foco do GWAS é fazer associa¢cdes observando,
principalmente, alelos comuns — alteracao de baixo impacto na célula, mas encontrado com grande
frequéncia na populacéo (adaptado de LYRA-JUNIOR et al., 2017).
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O GWAS ¢é uma tecnologia emergente com capacidade de analisar 0 genoma
humano por completo e identificar variantes comuns em uma determinada
populacdo associada a fatores genéticos de uma doenca especifica. O primeiro
sucesso do GWAS foi a identificacdo de variantes no gene do Fator H do
complemento como fatores de risco para a degeneracdo macular relacionado a
idade (EDWARDS, 2005; HAINES, 2005; KLEIN, 2005). Dessa maneira, h&
evidéncias de que o GWAS possa predizer individuos com maior probabilidade para
o desenvolvimento de doencas e direcionar novas estratégias para prevencao e
tratamento das mesmas (BUSH; MOORE, 2012).

A tecnologia chip-based microarray technology, que permite os estudos de
GWAS, é executada em plataformas de genotipagem que podem avaliar de
centenas a milhares de SNPs simultaneamente. As duas plataformas mais utilizadas
para a maioria dos GWAS foram desenvolvidas pela Illumina (San Diego, CA) e
Affymetrix (Santa Clara, CA). A Affymetrix imprime pequenas sequéncias de DNA,
de determinado alelo, em um chip. Em seguida, o DNA das amostras é adicionado
ao chip e nesse momento pode ocorrer a formacéo de dupla fita entre as sequéncias
fixas e os fragmentos de DNA. Caso ocorra 0 pareamento, sondas marcadas,
especificas para determinado alelo, completam a dupla fita formada anteriormente.
Por fim, o sinal para deteccdo é amplificado e captado por um sensor. Nesse
método, as variantes sao detectadas pela diferenca de hibridizacdo das sondas as
amostras. Todos os passos, com mais detalhes, da técnica estdo ilustrados na

Figura 4.
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Figura 4 — Detalhamento metodolégico com fins a detecgdo da variante presente na amostra a partir
da tecnologia desenvolvida pela Affymetrix para GWAS. O material € inicialmente amplificado e
fragmentado (fitas azuis), em seguida o material é colocado em uma plataforma (retdngulo cinza)
contendo determinada sequéncia de DNA (fita preta com circulo amarelo) juntamente com sondas
marcadas (fitas pretas com circulos em azul ou roxo). Em seguida, realiza-se a ligagdo das sondas
ao fragmento fixo na plataforma seguido da coloracdo (complexo com arcos vermelhos e cinza) e
leitura do experimento com o intuito de determinacdo da variante presente.

Adaptado de https://www.affymetrix.com/products_services/arrays/specific/axiom_mydesign.affx

A plataforma lllumina, por sua vez, utiliza uma tecnologia baseada em bead,
na qual uma sequéncia longa de DNA é inserida a uma matriz sélida para detectar a
variante. Apds adicionar fragmentos da amostra a plataforma, ocorre a ligacéo, do
fragmento derivado da amostra com a sequéncia complementar fixada no bead e ha
uma interrupcdo da dupla fita uma base antes do SNP alvo. A proxima etapa
consiste em alongar a dupla fita interrompida, tendo como molde o DNA da amostra.
Nucleotideos marcados séo incorporados e detectados atraves da coloracdo emitida
por excitacdo de elétrons (Figura 5). Embora mais dispendiosa, a lllumina confere
maior especificidade. Portanto, € possivel conduzir estudos de associacdo usando
conjuntos de SNPs para as variantes mais conhecidas no genoma, e assim,
investigar, por associagdes, eliminando a necessidade de conhecimento prévio
sobre a funcado das variantes selecionadas (BURTON et al., 2007; BUSH; MOORE,
2012).
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Figura 5 — Detalhamento experimental para a detec¢do da variante presente na amostra a partir da
tecnologia desenvolvida pela lllumina. A) Na primeira etapa, um fragmento da sequéncia de interesse
¢é fixado na plataforma por um bead (Fita em cinza). Em seguida, fragmentos da amostra (fitas azuis)
sdo adicionados e ha o pareamento especifico formando uma dupla fita entre as sequéncias
amostra/beads, interrompida no nucleotideo correspondendo ao SNP de interesse. B) O nucleotideo
marcado incorporado a fita (quadrados verdes ou vermelhos), correspondente a variante de interesse,
possibilitando a emissdo de luminescéncia, tal a indicar o nucleotideo inserido e determinando a
variante presente na amostra. A figura mostra a deteccédo de trés SNPs diferentes, sendo o primeiro
identificado como homozigoto GG — marcagdo em verde para implementagédo do nucleotideo citosina
(C) na fita complementar, o segundo heterozigoto CT — marcacdo em verde para implementacdo do
nucleotideo guanina (G) e em vermelho para implementagdo do nucleotideo adenina (A) na fita
complementar e o terceiro homozigoto AA — marcacdo em vermelho para implementacdo do
nucleotideo timina (T) na fita complementar, para os SNPs rs100000010, rs1108985, rs1109052,
respectivamente.
(https://www.illumina.com/science/technology/beadarray-technology/infinium-assay.html).
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Embora o GWAS se proponha a identificar variantes espalhados por todo o
genoma relacionados a doenca, ha limitacées no sequenciamento de todos os SNPs
em todas as amostras. Para sobrepor o problema, os estudos utilizam de um
fendmeno da genética denominado desequilibrio de ligagdo (linkage disequilibrium —
LD), que se refere a uma associacdo ndo ao acaso quando comparados alelos em
dois loci (SLATKIN, 2008). A mensuracdo do grau de LD sdo comparacdes que
observam a frequéncia de haplotipos em relacdo a uma frequéncia pré-determinada,
essa se baseia na frequéncia de alelos que compdem os varios haplétipos
(VANLIERE; ROSENBERG, 2008). Dessa maneira, ao selecionar um SNP chave, é
possivel determinar os alelos presentes no haplétipo pela correlagdo em LD das
regides. Os artigos de GWAS trazem o nhome de imputacdo para os SNPs que sao
determinados sem que ocorra o sequenciamento direto, para tanto utiliza-se um
painel referéncia de diferentes populagdes feita pelo projeto 1000 Genomes Project,
representativo dos haplotipos mais frequentes (AUTON et al., 2015; MCVEAN et al.,
2012).

Uma tendéncia dos SNPs com associacao ao risco da doenca € a localizacao
em regibes ndo codificantes do genoma, igualmente distribuidas em regides
intrdnicas e regides intergénicas (BLATTLER et al., 2014; FREEDMAN et al., 2011).
Dessa forma, a possibilidade de identificar SNPs em regides de pouco impacto na
funcionalidade celular, que ndo tenha uma relacdo direta no desenvolvimento da
doenca, torna-se maior. Em detrimento dos resultados, analises mais detalhadas de
outros SNPs associados ao primeiro podem ser necessarias a fim de identificar
SNPs causais, ou seja, SNPs que expliquem funcionalmente o aumento do risco a

doenca.

Existem dois métodos adotados para determinacdo dos SNPs causais. O
primeiro é parte da estatistica derivada da propriedade do LD, discutido
anteriormente, em que o grau de associacédo (r? ) é calculado para obtencdo dos
SNPs mais relacionados ao SNP principal — ou tag-SNP. Sua utilizacdo €
controversa, uma vez que ndo ha padrdes definidos para exclusdo/inclusdo de
SNPs, tornando o método demasiadamente empirico. O método mais apurado para
deteccdo de SNPs associados ao tag-SNP € conhecido como fine-mapping. O fine-
mapping emprega um ensaio de genotipagem denso que contém todos os SNPs
comuns dentro do loci de risco identificados na primeira etapa do GWAS, o qual,
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juntamente com imputacbes, permite que investigadores facam uma andlise
completa das regides de risco (BROWNING; BROWNING, 2007; HOWIE;
DONNELLY; MARCHINI, 2009; LI et al., 2010). A maior parte das andlises de fine-
mapping tém sido feitas por consorcios internacionais com interesse mutuo sobre
uma doencga especifica; os exemplos sdo: the immunochip (TRYNKA et al., 2011),
the metabochip (VOIGHT et al.,, 2012) e the iCOGs array (MICHAILIDOU et al.,
2013).

2.2.2 Anotacdes e ensaios para elementos regulatorios

A caracterizagdo das regides regulatérias contendo os alelos de risco sao
fundamentais para o entendimento das possiveis modificacbes em funcbes que
podem ocorrer na célula. Por essa razdo, sdo rastreados elementos que
sabidamente estédo envolvidos de alguma forma no controle da expresséo génica. As
sequéncias mais abundantes, dentre os elementos regulatérios, sdo de enhancers.
Esses estdo na fita de DNA, contendo entre 50 a 1500 pares de base, e que, quando
ativados, aumentam a probabilidade da transcricdo de um gene em particular
ocorrer. Além disso, outras regifes regulatorias também inseridas no DNA, como os
promotores, os insulators e os silenciadores, apesar de ndo serem tao abundantes,
podem ser alvos de estudo por influenciar a funcionalidade celular (MASTON;
EVANS; GREEN, 2006). Destaca-se o fato de que, com excecao de regides
promotoras especificas, os elementos regulatérios sdo, por muitas vezes, célula
especifica (HEINTZMAN et al., 2010). Isso explicaria, ao menos parcialmente, a
obtencdo de listas distintas de variantes associados a doenca para cada GWAS

realizado.

O estudo de modificagbes em histonas ou sensibilidade a DNase (ou
hipersensibilidade) mostrou-se ferramenta eficaz para anotacbes de elementos
regulatorios sendo tecido especificos (VISEL; ET AL., 2009) e mais informativo do
que estudar sequéncias conservadas (BIRNEY et al., 2007; BLOW et al., 2010).
Utilizar anotacbes da cromatina para identificar SNPs funcionais dentro de uma
sequéncia regulatéria do locus de susceptitibilidade, tem sido bastante proposto pela
area cientifica (COETZEE et al., 2010). Além das anotacfes de regides reguladoras,
€ possivel obter mais informacgdes do locus de interesse através de associacdes dos

fatores de transcricdo com os elementos responsivos. Tanto modificagdes de histona
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como de regides de ligacéo dos fatores de transcricdo, sdo atualmente identificados
utiizando a metodologia de sequenciamento de cromatina imunopreciptada
(chromatin immunopreciptitation sequencing — ChlIP-seq). Os sinais captados,
normalmente, correspondem a sequéncias de DNA inferiores a 1kb para analises
detalhadas. Para atividade de enhancers em regides regulatorias pode-se utilizar
genes-reporter tanto in vitro (JIA et al., 2009b) quanto in vivo (VISEL; ET AL., 2009).

Integrar o conhecimento das sequéncias regulatérias que estdo nos loci de
risco com o catalogo de SNPs associados ao risco, talvez seja a maneira mais
eficiente de priorizar tanto os locais de regulacdo quanto as variantes funcionais
mais provaveis. Em um estudo, dois SNPs no cromossomo 8qg24 foram associados
ao risco de cancer de prostata e ao cancer colorretal, sendo que um SNP esta
localizado no sitio de ligagdo FoxAl e, curiosamente, muitas regides de enhancers
transcricionais foram identificadas no locus 8924, sendo dois deles associados aos
receptores de androgenos (JIA et al., 2009a). Nesse caso, é postulado que o alelo
de risco para o cancer de prostata alterou a funcionalidade de FoxAl o que pode ter

resultado na forte responsividade ao tratamento com androgeno.

Em um estudo em paralelo, um SNP no locus 8924 para cancer colorretal,
encontrado também em regido com anotacdo para enhancer transcricional, foi
testado quanto as atividades alelo-dependente. Como resultado, foi mostrado que a
regido contendo o SNP interagia fisicamente com o proto-oncogene MYC com
ligacdo alelo dependente do fator de transcricdo 7-like 2 (TCF7L2) (POMERANTZ et
al., 2009). Apesar de encontrar essa forte relagdo, ndo houve aprofundamento a
partir dos dados iniciais. O trabalho prossegue na tentativa de elucidar com mais
detalhes a funcionalidade dos SNPs. Para tanto, poderia ser empregado métodos
bioguimicos que avaliam a diferenca na ligagédo de fatores de transcri¢do e atividade,
como por exemplo ChIP-seq ou electrophoretic mobility shift assay (EMSA). Assim,
as sequéncias regulatorias contendo SNPs funcionais podem ser associadas a

genes alvos.

Uma vez que ha evidéncias suficientes que apontem genes candidatos de
susceptibilidade, mais estudos detalhados de funcionalidade sdo necessarios para
caracterizar o papel dos genes na patogénese da doenca que esta sendo

considerada. Obter um melhor entendimento dos mecanismos biolégicos do
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desenvolvimento do cancer geralmente recai em modelos de anélise que refletem a
doenca e na aplicacdo de tecnologias que facilitem a andlise desses modelos. Os
estudos de funcionalidade se baseiam principalmente em: 1) identificacdo do SNP
principal (ou tag-SNP) e os possiveis SNPs causais associados, 2) genes
candidatos relacionados aos loci de susceptibilidade, 3) variacdes funcionais alelo
dependente. A Figura 6 resume 0s passos basicos para o estudo funcional no
contexto do GWAS. Dessa forma, acredita-se que € possivel alcancar aplicacéo

clinica a partir dos dados obtidos.

Estagios na analise funcional
Fontesinformativas

|dentificar SNPs |dentificaro genes
EN?ggi funcionais candidatos
1000 Genomes < 0 @
Regulome DB
\ | @
. — W
Experimentos ; ; i
: ; Determinara interacdo
informativos !
eQTL &)
EMSA %!\ﬁ
\ v
Modelos in Determinarcomo as mudancas
ViV e in vitro 4 contribuempara o cancer

Figura 6 — Os trés estagios da andlise funcional. O primeiro estagio é a identificacdo de SNPs
funcionais (a partir do r2 proveniente do LD ou fine-mapping, quando disponivel para a regido). No
mesmo interim, sdo identificados os genes candidatos no locus. Utiliza-se banco de dados para obter
informacdes publicamente disponiveis a respeito da regido - por exemplo TCGA, 1000 Genomes,
Regulome DB. No segundo estagio sdo realizados experimentos que acrescentam mais informacdes
a respeito das atividades funcionais ou regulatorias do locus de susceptibilidade — por exemplo eQTL
e EMSA. Por (ltimo, séo realizados modelos in vitro e in vivo para definir as mudangas que de fato
contribuem para o desenvolvimento da doenca. No caso, o foco do presente estudo é o CaOV.
Adaptado de MONTEIRO; FREEDMAN, 2014.
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2.3 META-ANALISE E REPLICACAO DO GWAS INDENTIFICA TRES NOVOS LOCI
DE SUSCEPTIBILIDADE PARA O CANCER DE OVARIO

Pharoah e colaboradores (2013) realizaram um estudo em que foram
retirados dados de dois GWAS, um dos Estados Unidos e outro do Reino Unido. O
estudo nos Estados Unidos foi composto por quatro estudos independentes de caso-
controle, incluindo 1.952 casos de EOC e 2.052 controles. O outro estudo, consiste
em um GWAS multi-center de duas fases que incluiu 1.817 casos de EOC e 2.354
controles na primeira fase e 4.162 casos de EOC e 4.810 controles na segunda fase.
Com base nesses estudos, foram selecionados 24.551 SNPs para compor uma nova
plataforma de genotipagem, a iICOGS. Foram analisadas as associacdes para,
aproximadamente, 2.5 milhdes de SNPs incluindo os diretamente genotipados e
imputados. Ademais, foram selecionados 24.551 SNPs associados com o risco para
todas as histologias (11.647 SNPs) ou cancer de ovario seroso (12.904 SNPs)
baseados na classificacdo do valor de p, em que p era menor que 5,0 x 108,

ApoOs aplicar todos os filtros para o controle de qualidade, foram testados
22.252 SNPs para associacdo com o risco de EOC invasivo e para EOC seroso
invasivo em 18.174 casos de EOC (10.316 casos de seroso) e 26.134 controles. As
andlises primarias foram baseadas em individuos de ancestrais europeus (16.283
casos e 23.491 controles). Associacdes previamente reportadas foram confirmadas
(SNPs em 231, 30925, 80924, 9p22, 17921 e 19p13). Foram identificados trés novos
loci com significancia genémica (p < 5x10%8) (Gréafico 1), sendo dois deles
significantes para todos EOC invasivos (8921 e 10p12) e o outro apenas para EOC
seroso invasivo (17q12)(PHAROAH et al., 2013).
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Grafico 1 — A associacdo de SNPs genotipados no risco de desenvolvimento do cancer de ovario.

Gréafico de Manhattan plot mostrando a associacdo entre genétipos de 22.076 SNPs e o0 risco com

valor de p <5x10-8 e subtipo seroso invasivo de EOC separadamente (b) identificando um locus 17g12

todos os subtipos de EOC invasivo (a), identificado 2 loci (8921 e 10p12), em que os SNPs obtiveram
em gue o SNP obteve valor de p <5x10-¢ (PHAROAH et al., 2013).
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A associacdo mais relevante para todos os EOC invasivos foi do SNP
rs11782652 no locus 8921 (Razdo de possibilidades (OR) = 1,19, Intervalo de
confianga (Cl) de 95%: 1,12-1,26, p=5,5x107?). Ademais, o SNP apresentou uma

variacdo pequena na associacao por subtipo histolégico (p=0,0002) com maior grau

de associag&do no subtipo seroso (Tabela 1) (PHAROAH et al., 2013). No intuito de

verificar possiveis SNPs causais associados ao SNP rs11782652, foi realizada

analise do haplotipo através dos dados disponiveis no HapMap. N&do foram

identificados SNPs com alto grau de associacdo ao SNP rs11782652 na regido de,
aproximadamente, 70 kb (chr8:82,598,658-82,599,158-82,669,813) (Figura 7).

Tabela 1- Odds Ratio e teste de associacéo por subtipo histologico na populagdo mais associada ao
SNP da regido 8g21. Adaptado de PHAROAH et al., 2013.

SNP Locus Alelo E:)egllﬁg%i: Subtipo Ancestral OR Cl Valor
Ref/Alt : P 95% dep
risco
(511782652 8q21 A >G 0.07 _Todos Europeu 119 L1 55410
invasivo 1,26 ¥
0.07 Seroso Europeu 1,24 1,16- 7.0x10
1,33 10
0,92-
0.07 Endometridide  Europeu 1,04 119 0,50
. 0,95-
0.07 Células claras  Europeu 1,12 133 0,18
. 0,78-
0.07 Mucionoso Europeu 0,95 115 0,58
0.07 Seroso Asiatico - - -
0.07 Seroso Afficano 1,73 292 001
3,28
0.07 Seroso Misturado 1,15 281 043

1,64
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Figura 7- Linkage Disequilibrium — r2 plot para grau de associacdo dos SNPs no haplétipo da regido
80921 (chr8:82,598,658-82,599,158-82,669,813) a partir do banco de dados do HapMap. A associacao
do SNP rs11782652 aos SNPs adjacentes € observada ao tragar uma linha reta a partir do SNP
principal (linha continua vermelha) e outra linha reta a partir do SNP secundario (linha tracejada
vermelha). O ponto de intercessao das linhas forma um quadrado, a cor do quadrado quanto mais
escuro (preto) mais forte a associacdo e quanto mais claro (branco) menor a associagdo. O tag-SNP
rs11782652 apresenta baixa associacdo com os SNPs adjacentes (PHAROAH et al., 2013).

2.3.1 Dados moleculares e funcionais preliminares

O SNP rs11782652 associado ao risco de CaOV esté localizado em regido
nao codificante do DNA, intron 1 do gene CHMP4C. Como dito anteriormente, o tag-
SNP pode atuar como um marcador para o verdadeiro SNP causal, o qual pode
interferir em diversas funcdes celulares dependendo da localizagdo do SNP no
genoma. Para identificar o possivel SNP causal e gene alvo no locus 8921, foi
avaliado o papel funcional de SNPs e genes em uma regiao de 1Mb centralizando o
SNP rs11782652 na regido (PHAROAH et al., 2013).

Inicialmente foram imputados gendtipos da regido no banco de dados do

projeto 1000 Genomes e testados para associacao todas as variantes de menor
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frequéncia que apresentaram Minor allele frequency (MAF) > 0,02. Foi comparado o
logaritmo de probabilidade dos modelos de regressdo, em que oito SNPs
(rs11782652, rs74544416, rs787400051, rs78724141, rs74758321, rs137960856,
rs76837345, rs35094336) foram considerados fortemente associados (equivalente a
probabilidade de 1000:1) como possiveis candidatos para SNP causal (PHAROAH
et al., 2013).

Ndo foram encontradas evidéncias de correlacdo entre 0 genotipo
rs11782652 e expressao génica em células normais de ovario e células epiteliais da
tuba de faldépio para os nove genes na regidao (FABP5, PMP2, FABP4, FABP12,
IMPA1, SLC10A5, ZFAND1, CHMP4C e SNX16), mas houve uma associacao
estatisticamente significante entre o rs11782652 e a expressdo de CHMP4C em
tecidos primarios de EOC (p = 3,9x10-4) e linfonodos transformados (p = 0,012).
Também foram encontradas evidéncias de associacdo para o rs1l1782652 e a
metilacdo da regido (methylation quantitative trait locus (mMQTL)) para trés genes em
tecidos tumorais: ZFAND1 (p = 0,003), CHMP4C (p = 0,001) e SNX16 (p = 0,001).
No entanto, a metilacdo do gene foi correlacionada apenas com a expressao do
gene CHMP4C (PHAROAH et al., 2013).

No geral, os dados do artigo sugerem que oito SNPs podem estar envolvidos
no desenvolvimento do CaOV e varios genes no locus 8921 podem atuar no
desenvolvimento somatico do EOC. No entanto, as evidéncias indicam fortemente
que CHMP4C (encoding choromatin-modifying protein 4C) é o provavel gene

candidato para a susceptibilidade ao CaOV.

2.4 ANALISE DE FINE-MAPPING NA REGIAO 8g21 EM CASOS DE CANCER DE
OVARIO

O estudo de Fine-mapping da regido 8921, desenvolvido por Pharoah e
colaborados (dados nédo publicados), foi feito como parte do COGS (Collaborative
Oncologic Gene-Environment Study) com o objetivo de identificar os SNPs com
maior probabilidade de causar o cancer de ovario no locus. Todos os SNPs dentro
do intervalo de 1Mb no locus 8921 foram identificados a partir do projeto 1000
genomas (DURBIN et al.,, 2010) e HapMap Il (The International HapMap

Consortium, 2003). Apenas as variantes com alelo de menor frequéncia encontrado
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pelo menos duas vezes no projeto 1000 genomas e com pontuacao > 0.8 em
[llumina Design foram incluidos. Além disso, somente as variantes correlacionadas
com o SNP de risco (r? > 0.1) foram selecionadas para a genotipagem, novamente a

plataforma utilizada foi a ICOGS.

O ensaio ICOGS genotipou 0s casos e o0s controles de 43 estudos que
consitituem o Ovarian Cancer Asssociation Consortium (OCAC) previamente
descrito por Pharoah, (2013). Em conjunto com os dados OCAC iCOGS, também
foram utilizados dados de outros estudos de GWAS para cancer de ovario a fim de
aumentar o poder estatistico. As amostras foram excluidas caso: i) individuos sem
ancestral europeu; ii) valores de genotipagem inferiores a 95%; iii) baixa ou alta
heterogeneidade ambigua; iv) se encontrado marcadores para o cromossomo Y ou
sexo ambiguo. Ainda, foram excluidos individuos para cada par de amostras por
serem parentes de primeiro grau ou amostras duplicadas entre iCOGS e qualquer
outro GWAS previamente realizado. Ademais, os SNPs foram excluidos caso
fossem monomorficos, apresentassem valores de identificagdo menores que 95% e
mostrassem desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg (p <1 X107 ou p <1 x10'?2 em
controles) ou baixa concordancia entre as duplicatas (<98%). Para o estudo,
também foram excluidos SNPs raros (Frequéncia do alelo recessivo (MAF) < 1% ou
contagem alélica < 5).

Assim, o grupo final genotipado consistiu em 11.069 casos e 21.722 controles
do COGS (OCAC-iCOGS), 2.165 casos e 2.564 controles de GWAS norte
americano, 1.762 casos e 6.118 controles de GWAS do reino unido e 441 casos e
441 controles da clinica Mayo. Todas as pessoas analisadas tiveram o termo de
consentimento assinado, com informacdes e amostra de sangue, sob protocolos
aprovados pela instituicido executora. Em geral, os estudos de 11 paises somaram
15.437 casos de mulheres diagnosticadas com EOC invasivo, sendo 9.627 casos
com subtipo seroso e 30.845 controles.

Para haver uma maior cobertura da genotipagem, foram imputados os
genodtipos de SNPs incluidos em GWAS anteriores. Foi feita a imputagédo
separadamente das amostras do iICOGS e dos GWAS. Os dados das variantes

imputadas foram provenientes do 1000 Genome Project usando a versao 3 de abril
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2012 (CLARKE et al., 2012). Ao final, o bloco analisado compreendeu 8.068 SNPs,

dos quais 2.350 foram genotipados pelas amostras da COGS.

2.4.1 Identificacdo de SNPs de susceptibilidade candidatos a partir do Fine-

Mapping

A selecdo dos SNPs genotipados e imputados foram testados para o
potencial risco de associagdo com cancer de ovario. A associagdo mais significante
encontrada foi do SNP rs11782652 (p = 1x10'), corroborando os achados de
Pharoah de 2013. Ademais, baseado na estatistica do log da probabilidade, a partir
da andlise de associacdo, foram encontrados mais oito SNPs com probabilidade de
100:1 de ser o variante funcional, a saber: rs74544416, rs787224141, rs78740005,
rs111683632, rs137960856, rs74758321, rs76837345 e rs35094336, sendo que sete
desses SNPs foram identificados por Pharoah em 2013, diferenciando apenas a
probabilidade estatistica que antes era de 1000:1. Esses SNPs restringem o sinal de
associacdo para uma regido de aproximadamente 17 kb (chr8: 82.653.590 -
82.670.992, Human Genome Browser hgl9 assembly) (Figura 8)(dados néo

publicados).
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Figura 8 - Analise de Fine mapping determina a associa¢ao entre cancer de ovario com a regiao no
locus 8g21. SNPs genotipados (vermelho) e imputados (preto) representados em suas respectivas
localizagdes no cromossomo 8 (eixo x) e -log 10 (valor de p) na associacdo com 0 cancer de ovario.
O traco horizontal cinza representa o ponto de corte para a probabilidade de grande associacao. Os
pontos azuis representam os SNPs com probabilidade de 1000:1, os pontos verdes representam 0s
SNPs com probabilidade de 100:1 e o losango vermelho representa o SNP com maior associacao
(Pharoah et al,Dados nédo publicados).
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Os dados reportados, por ambos os estudos apresentados até o momento,
norteiam os préximos passos da pesquisa com o objetivo de alcangar uma aplicacéo
clinica. E irrefutavel o fato de que o gene CHMPA4C apresenta dados robustos que o
relaciona diretamente com a susceptibilidade ao CaOV e, também, que ha ao menos
nove SNPs com caracteristicas de atuarem modificando fung¢des celulares que
sujeitam o individuo a desenvolver a malignidade. Dessa forma, € imperativo a
necessidade de analises funcionais que elucidem variacées na presenca do alelo de
risco associado a doenca e o possivel impacto celular para aumentar a

susceptibilidade ao desenvolvimento da doenga.
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3 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como alvo investigar as funcionalidades celulares
gue podem sofrer alteracbes quando presente o alelo de risco dos SNPs candidatos

e possiveis implicacdes na susceptibilidade ao desenvolvimento do CaOV.
3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analisar os nove provaveis SNPs causais in silico para obtencdo de dados

gue suportem a hipétese de implicacéo funcional celular;

- Avaliar sistematicamente os nove provaveis SNPs causais in vitro a fim de

identificar alteragces na funcionalidade que sejam alelo dependentes.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 ANALISE DE FRAGMENTOS GENOMICOS COM ATIVIDADE DE ENHANCER

A andlise de uma regido para atividade de enhancer foi realizada segundo o
protocolo proposto por Buckley e colaboradores (2015). Brevemente, segmentos
gendmicos (aqui denominados como “tiles”), de até 2kb, foram amplificados por PCR
tendo como fita molde o DNA gendmico ou o cromossomo artificial bacteriano (BAC)
RP11-464L17 (ThermoFisher), utilizando primers contendo locais de recombinacao
att B (Senso - 5 CCAACTTTGTACAAAAAAGCAGGCTACGCGT, Anti-senso — 5
CCAACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCGAG). Para a amplificacdo utilizou-se
KAPA HiFi HotStart PCR kit (Kapabiosystems) seguido de purificacdo do gel
(Qiagen). A tecnologia de clonagem do tipo gateway (Gateway BP clonase — Life
Tech) foi utilizada para clonar os amplicons no vetor pPDONR 221. As reacfes de
recombinacdo (Gateway LR Clonase Il — Life Tech) foram utilizadas para clonar os
tiles genbmicos nas orientacdes senso e antisenso (Figura 9) upstream ao promotor
SV40 que conduz a expressao da luciferase firefly no vetor pGL3-Promoter-LR
(Promega) (FiguralO), o qual foi obtido através do Gateway Vector Conversion
System (Life Tech).

C\) g
—‘ I Tile )—' Luciferase P—

—_— oL l _ H Luciferase }—

Figura 9 - Esquema dos tiles nas duas orientacdes em relacdo ao promotor SV40 e a luciferase. Em
vermelho a posicao do SNP de interesse (BUCKLEY et al., 2015).
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Figura 10 - Mapa dos vetores. Mapa do vetor pGL3-LR — F (senso) e R (anti-senso) sdo adaptados
do mapa original do pGL3-Promoter da Promega. Luc+, gene da luciferase; ori, origem da replicagéo;
ampr, gene de resisténcia a ampicilina; fl1 ori, oriem da replicagdo fl phage; attR1
(5’ ACAAGTTTGTACAAAAAAGCTGAAC-3) e attR2 (5-GACCACTTTGTACAAGAAAGCTGAAC-3");
CmR, gene de resisténcia ao cloranfenicol; cddB, gene codificante uma DNA gyrase lethal para E.coli
(BUCKLEY et al., 2015).

Para o ensaio reporter, usamos a linhagem iOSE “MYC (célula epitelial da
superficie do ovario — Tert-imortalizado e parcialmente transformado com o Myc)
alocada em placas de 96 pocos com 5x102 células/poco. Os vetores pGL3 contendo
os tiles individualmente foram co-transfectados com o vetor pRL-CMV, que é o
controle interno, usando Fugene HD (Promega) na razdo de 3 de Fugene HD
(volume em pL): 1 DNA (ng). As leituras de DNA foram obtidas ap6s 24 horas da
transfeccdo usando Dual-Glo Luciferase Assay System (Promega). A atividade da
luciferase foi calculada a partir da normalizacdo pelo controle interno e o nivel de
significancia foi determinado pela comparacdo da atividade de luciferase entre o
alelo de menor frequéncia com o de maior frequéncia (teste t ndo pareado; valor de
p < 0,05). Os alelos foram gerados utilizando QuickChange PCR mutagenesis
(BRAMAN; PAPWORTH; GREENER, 1996). Para o sequenciamento, utilizamos os
primers RVprimer3 e GLprimer2 (Promega) para verificar o variante apds a

mutagénese.
4.1.1 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdao de
experimentos realizados em triplicatas biolégicas e avaliados através de Analise de
Variancia (ANOVA) de uma via. Um valor p<0,05 foi considerado estatisticamente

significante. Analises estatisticas foram realizadas no software GraphPadPrism v.5



37

4.2 ANALISE POR STARR-SEQ DE REGIOES DO GENOMA COM ATIVIDADE DE
ENHANCER

4.2.1 Geracéao da biblioteca e preparacdo das amostras para coleta de dados

Para a andlise de STARR-seq (self-transcribing active regulatory region
sequencing) (ARNOLD et al., 2013), que também identifica regides do genoma com
atividade de enhancer, foram realizadas etapas sucessivas descritas sucintamente a
seguir. Brevemente, o primeiro passo foi a geracdo da biblioteca da regido. Para
tanto o BAC DNA RP11-464L17 (ThermoFisher) foi fragmentado usando o sonicador
(Covaris M220) para obtencéo de fragmentos, em média, de 500 pares de base. Em
seguida, foi realizada uma reacédo para reparar as extremidades e a cauda A.
Posteriormente, foi realizada a ligacdo de adaptadores e a limpeza dos fragmentos
através de beads magnéticos que se ligam ao DNA. A seguir, foi realizada a
amplificac@o da biblioteca através da PCR, utilizando primers pré-estabelecidos para
0os adaptadores e a limpeza novamente dos fragmentos. Na sequéncia, foi feita a
recombinacdo dos fragmentos da biblioteca gerada em vetores de varredura para
STARR-seq. Essa etapa foi realizada utilizando enzimas de digestdo Agel e Sall
(NEB) e In-fusion HD (Clontech). De posse dos vetores, foi feita a transformacéo de
bactérias utilizando MegaX DH10B electrocompetent (Thermo Fisher) para
replicacdo dos vetores. Por fim, realizou-se a transfeccéo de células iOSE4“MYC com
20 ug da biblioteca e ap6s 24 horas foi coletado o RNA, utilizando os kits Qiagen
RNeasy mini kit e Qiagen Shredder (Qiagen). Também foram coletados os
plasmideos remanescentes, através do kit de mini-prep (Qiagen), para utiliza-los
como controle interno da biblioteca que foi utilizada. Apds todas essas etapas, 0
RNA foi convertido em cDNA, indexado e feito o sequenciamento de nova geracéo —

Next-Generation Sequence - (llllumina) (Figura 11).
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Figura 11 - Visdo geral da sequéncia experimental do STARR-seq para identificacéo de regides com
atividade de enhancer. (MUERDTER; BORYN; ARNOLD, 2015).
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4.2.2 Analise in silico para os dados a partir do sequenciamento de nova

geracao

Os arquivos gerados a partir do sequenciamento (BAM files) foram alinhados
com o genoma humano (Human Genome version 19) utilizando o programa
computacional Bowtie2 (LANGMEAD; SALZBERG, 2012). Em seguida, utilizamos o
programa Integrative Genomics Viewer (ROBINSON et al., 2011) para visualizagao
das regides que foram mapeadas com alto niumero de copias e também para
observar se a biblioteca gerada estava cobrindo a regido de interesse. O programa
Model-based Analysis of ChIP-Seq data (MACS)2 identifica regides gendmicas
enriquecidas em dados de ChIP- e DNase-seq que s&o estatisticamente
significantes usando um algoritmo. O programa seleciona os picos ao analisar o
genoma inteiro, calculando o valor de p para cada pico utilizando uma dinamica
distribuicdo de Poisson para capturar tendéncias (ZHANG et al., 2008). Por fim, as
regides de enhancer foram caracterizadas por apresentar alto nimero de copias

transcritas.

4.3 ANALISE DE FATORES DE TRANSCRICAO COM ATIVIDADE ALELO
DEPENDENTE POR ELECTROPHORETIC MOBILITY SHIFT ASSAY (EMSA)

O protocolo para extrato de proteinas nucleares de células iIOSE4°MYC foi
baseado no modelo proposto por Dignam e colaboradores (1983) para extratos
nucleares. Brevemente, o extrato nuclear foi preparado usando uma solucéo
hipotbnica de lise (10mM HEPES pH 7,9, 1,5mM de MgCl, 10mM KCI,
suplementado por Ditiotreitol (DTT) e inibidores de protease) seguido por ruptura
celular usando uma seringa e isolando a fragdo nuclear com uma solugdo de
extracdo (20mM HEPES pH 7,9, 1,5mM MgCI, 0,42M NaCl, 0,2mM EDTA, 25% v/v
glicerol, suplementado com DTT e inibidor de protease). Para cada SNP, uma sonda
de DNA foi gerada para conter o alelo mais frequente ou o alelo menos frequente
com 20 pares de base de cada lado (Tabela 2). As sondas senso e anti-senso foram
aneladas (10uM de cada) utilizando um bloco de aquecimento a 90°C por 5 minutos
(resfriamento gradativo), seguido de marcacdo com ATP [y-32P] (Perkin Elmer)
usando T4 polinucleotideo quinase (NEB) e retirando o ATP [y-32P] nao ligado
atraves do kit QIAquick Nucleotide Removal (Qiagen). As sondas marcadas foram

incubadas com o extrato de proteinas nucleares isoladas previamente usando
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LightShift Poly(dl-dC) (Thermo) em solugcéo tamp&o de ligagdo (10mM Tris, 50mM
KCI, 1mM DTT, pH 7,4). A reacao foi entéo transferida para o gel 6% poliacrilamida
de eletroforese, nas condicdes: 83 Volts, overnight a 4°C. O gel foi seco e filmes
foram expostos ao gel por 5-8 horas. Os ensaios de EMSA foram realizados em pelo
menos dois experimentos independentes e cada sonda foi adicionada em duplicata
para cada gel. Mudancas no padrédo de migracdo foram analisadas por inspecao
visual e apenas variacdes reprodutiveis foram considerados positivas.

Tabela 2 — Tabela com as sondas utilizadas para a técnica de EMSA e as respectivas sequéncia,

alelo de maior frequéncia - Major - (senso e anti-senso) e alelo de menor frequéncia — Minor - (senso
e anti-senso).

Nome das sondas

Sequéncia

rs11782652 Major A

ATAGGATTTACACAGTTACAAGGAATTATGGCAAGAGAGTA

rs11782652 Major T

TACTCTCTTGCCATAATTCCTTGTAACTGTGTAAATCCTAT

rs11782652 Minor G

ATAGGATTTACACAGTTACAGGGAATTATGGCAAGAGAGTA

rs11782652 Minor C

TACTCTCTTGCCATAATTCCCTGTAACTGTGTAAATCCTAT

rs78740005 Major T

CCAGATTTGAAGGTAAACAATCCTAGAGCATGATGTTCTAT

rs78740005 Major A

ATAGAACATCATGCTCTAGGATTGTTTACCTTCAAATCTGG

rs78740005 Minor C

CCAGATTTGAAGGTAAACAACCCTAGAGCATGATGTTCTAT

rs78740005 Minor G

ATAGAACATCATGCTCTAGGGTTGTTTACCTTCAAATCTGG

rs78724141 Major G

AGGCACTGAACCAGCCTGACGAGATAGGGAAGACATGCACT

rs78724141 Major C

AGTGCATGTCTTCCCTATCTCGTCAGGCTGGTTCAGTGCCT

rs78724141 Minor T

AGGCACTGAACCAGCCTGACTAGATAGGGAAGACATGCACT

rs78724141 Minor A

AGTGCATGTCTTCCCTATCTAGTCAGGCTGGTTCAGTGCCT

rs111683632 Major C  |TGCAGTGAGCCAAGATCGCGCCACTGCACTCCAGCCTGGTG

rs111683632 Major G CACCAGGCTGGAGTGCAGTGGCGCGATCTTGGCTCACTGCA

rs111683632 Minor G TGCAGTGAGCCAAGATCGCGGCACTGCACTCCAGCCTGGTG

rs111683632 Minor C CACCAGGCTGGAGTGCAGTGCCGCGATCTTGGCTCACTGCA

rs74758321 Major A

TTTGTCATATGCCCTATCAGACAAAATTTCAAAATGGGTTT

rs74758321 Major T

AAACCCATTTTGAAATTTTGTCTGATAGGGCATATGACAAA

rs74758321 Minor G

TTTGTCATATGCCCTATCAGGCAAAATTTCAAAATGGGTTT

rs74758321 Minor C

AAACCCATTTTGAAATTTTGCCTGATAGGGCATATGACAAA

rs76837345 Major A

GTGATAATGAAGATTTTTGGATCCCTGGATTATCTCCAAAA

rs76837345 Major T

TTTTGGAGATAATCCAGGGATCCAAAAATCTTCATTATCAC

rs76837345 Minor G

GTGATAATGAAGATTTTTGGGTCCCTGGATTATCTCCAAAA

rs76837345 Minor C

TTTTGGAGATAATCCAGGGACCCAAAAATCTTCATTATCAC

rs35094336 Major G

TCAAACAATTGGCAGCTTGGGCTACCTAAACTAAAACACAT

rs35094336 Major C

ATGTGTTTTAGTTTAGGTAGCCCAAGCTGCCAATTGTTTGA

rs35094336 Minor A

TCAAACAATTGGCAGCTTGGACTACCTAAACTAAAACACAT

rs35094336 Minor T

ATGTGTTTTAGTTTAGGTAGTCCAAGCTGCCAATTGTTTGA
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rs74544416 Major GTGA

ATCTGTTCATGAAAACATGTGAGTGACTCTGGTCTCCCTCT

rs74544416 Major GTGA

AGAGGGAGACCAGAGTCACTCACATGTTTTCATGAACAGAT

rs74544416 Minor Delecdo

ATCTGTTCATGAAAACATGTGACTCTGGTCTCCCTCT

rs74544416 Minor Delecdo

AGAGGGAGACCAGAGTCACATGTTTTCATGAACAGAT

rs137960856 Major A

GTCCTATACATTACATGAGCAATGAAATTGAAACTCTTTTCTG

rs137960856 Major A

CAGAAAAGAGTTTCAATTTCATTGCTCATGTAATGTATAGGAC

rs137960856 Minor G

GTCCTATACATTACATGAGCAGTGAAATTGAAACTCTTTTCTG

rs137960856 Minor G

CAGAAAAGAGTTTCAATTTCACTGCTCATGTAATGTATAGGAC

4.4 TRANSFECCOES ESTAVEIS COM VETORES CONTENDO O GENE CHMP4C
PARA AMBOS ALELOS

Transfeccbes estaveis para as condi¢cdes: a) CHMP4C — rs35094336 alelo G
b) CHMP4C - rs335094336 alelo A c¢) pCMV6-entry vetor vazio (figura 12), foram
realizadas utilizando FUGENE HD (Promega) de acordo com as instrugdes do
fabricante. Brevemente, células iOSE4¢MYC foram cultivadas em placas de 6 pocos
por 24 horas de forma que estivessem entre 70 a 90% de confluéncia na hora da
transfeccdo. No dia da transfeccdo, 19 pug do plasmideo para cada condigao,
contendo o gene de resisténcia a Neomicina e 56 pL de FUGENE HD em Opti-MEM
(Invitrogen) foram adicionados individualmente em tubos eppendorf. Apos 10
minutos de incubacdo em temperatura ambiente, o complexo foi adicionado
individualmente aos poc¢os. Apés 48 horas, 200ug/ml de Geneticina (Sigma) foi
adicionada ao meio completo. O meio completo com Geneticina foi trocado a cada

quatro dias gerando coldnias resistentes a Geneticina.
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Figura 12 — Desenho esquematico do vetor vazio pCMV6-Entry.

4.5 ANALISES DA ESTABILIDADE PROTEICA DE CHMP4C ATRAVES DE
WESTERN BLOT

As células contendo as condicBes: a) CHMP4C — rs35094336 alelo G b)
CHMPA4C - rs335094336 alelo A c) pCMV6-entry vetor vazio, ap6s cultivo para
estabilizacdo e selecéo de colbnias transfectadas, foram tratadas com cicloheximida
(Sigma), inibidor classico da sintese proteica, por Oh, 6h, 12h, 24h, 36h e 48h. As
células foram coletadas em PBS e iniciado o protocolo para obtencdo do extrato
proteico celular. Brevemente, o lisado das células foi preparado utilizando solugéo
de lise NETN (100mM NaCl, 20mM Tris-Cl (pH 8,0) e 0,5 mM EDTA). As proteinas
foram resolvidas por gel de eletroforese desnaturante SDS-PAGE e transferidas
para uma membrana. As proteinas fundidas ao epitopo denominado DDK (flag)
foram detectadas por anticorpo policlonal anti-DDK (Flag) e o anticorpo 1gG
conjugado de camundongo anti-coelho e visualizado com substrato Pierce ECL

Western blotting (Thermo Scientific) de acordo com o protocolo fornecido.
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5 RESULTADOS

Foram testados todos os nove SNPs encontrados pelo fine-mapping com
probabilidade de 100:1, associados ao tag-SNP rs11782652. Todos os SNPs estao
em uma area de aproximadamente 18kb (chr8:82.653.396-82.671.115) no gene
CHMPA4C, sendo oito SNPs localizados em introns e um localizado no éxon 5 do
gene CHMP4C. Os detalhes dos nove SNPs candidatos como a alteracéo, a classe,
a funcéo e a frequéncia alélica estédo na Tabela 3.

Tabela 3 - Lista dos SNPs com probabilidade de 100:1 e suas caracteristicas: Altera¢cdo, classe,
funcao e frequéncia alélica.

SNP Alteracdo Classe LocalAlza_gao Frequéncia alélica
candidato gendmica
rs11782652 AIG Unico intron A:94,549%(4735/5008);G:5,451%(273/5008)
rs74544416 AIG Unico intron A:95,947%(4805/5008);G:4,053%(203/5008)
rs78724141 GIT Unico intron G:95,527%(4784/5008);T:4,473%(224/5008)
rs78740005 T/IC Unico intron T:95,887%(4802/5008);C:4,113%(206/5008)
rs111683632 C/IG Unico intron C:95,527%(4784/5008);G:4,473%(273/5008)
= Variante de GTGA:93,890%(105445/112307);
% 1 1
rs137960856  GTGA”  Delegdo "o -:6,110%(6862/112307)
rs74758321 AIG Unico intron A:95,407%(4778/5008);G:4,593%(230/5008)
rs76837345 AIG Unico intron A:96,506%(4833/5008);G:3,494%(175/5008)
: Alteracéo
rs35094336 G/A Unico nao G:94,490%(119089/126034);A:5,510%(6945/126034)
sinbnima

O SNP rs35094336 esta localizado no éxon 5 do gene CHMP4C, sendo uma
alteracdo nao sindnima (quando a alteracdo de uma das bases do DNA resulta em
alteracdo do aminoacido codificado na proteina), o que o coloca como principal SNP
causal. Para caracterizar 0s possiveis impactos da alteragdo, utilizamos a
ferramenta in silico PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2). Essa ferramenta
prediz o possivel impacto da substituicho de um aminoacido na estabilidade e

funcdo de proteinas humanas usando consideracfes estruturais e comparativos
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evolucionarios (ADZHUBEI; JORDAN; SUNYAEV, 2013). O resultado obtido através
da ferramenta & mostrado na Tabela 4. Uma representacdo 3D da proteina
CHMP4C com o local onde ocorre a variacdo (apontada pela seta) esta
representada na figura 13.

Tabela 4 — Dados obtidos apés andlise utilizando a ferramenta in silico PolyPhen-2. A predi¢édo para o
SNP rs35094336 é de que hd um provavel dano na proteina quando alterado o alelo G (mais

frequente) para o alelo A (menos frequente), ocasionando em troca do aminoacido Alalina por
Treonina.

SNP Gene Alelo Mudanca Detalhe Predicdo Score
rs35094336 CHMPAC GIA Alalina > _Nao Provavel 0,997
Treonina sSinonimo dano

Ala232Thr

Figura 13 — Representacao 3D da proteina CHMPA4C. A seta representa a alteragdo do aminoacido
Alalina para Treonina na posi¢do 232 da sequéncia proteica de CHMP4C. Esse residuo € localizado
na Alfa-hélice anfipatica da porgdo C-terminal que é conservada em todas as proteinas da familia
CHMPA4.
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A fim de identificar a presenca de outros genes, além de CHMPA4C,
potencialmente associado aos SNPs candidatos do locus 8g21, foi realizada outra
andlise in silico. O Topologically Association Domain (TAD) € uma regido de
interacdo do cromossomo a partir da conformacéo espacial, ou seja, a sequéncia de
DNA dentro de um TAD interage fisicamente muito mais entre elas do que com uma
sequéncia fora do TAD. A funcdo dos TADs ndo € completamente entendida,
contudo, em alguns casos, a disrupcao da TAD pode resultar em doencas porque a
mudanca organizacional em 3D do cromossomo interrompe a regulacdo génica
(POMBO; DILLON, 2015). Na Figura 14, podemos analisar a regido de 2Mb ao redor
dos SNPs candidatos (bloco roxo). Constatamos que nao ha forte interacdo entre as
regides vizinhas e os SNPs candidatos, indicando que a funcionalidade esta, muito
provavelmente, contida apenas em relacdo ao gene CHMP4C.

o oo
OwSs nes

Genes fwd strand (¢

Figura 14 - Bloco obtido para andlise de dominios com associacdo topolégica. O bloco em lilas
mostra a regido em que os nove SNPs candidatos estdo localizados. O triangulo em vermelho mostra
gue h& pouca interacao da regido que contém os nove SNPs candidatos com regides em que outros
genes estdo presentes, confirmando que CHMP4C deve ser o principal gene a ser investigado.
Acesso: http://promoter.bx.psu.edu/hi-c/view.php

A localizacdo dos SNPs candidatos é importante para determinar as possiveis
funcbes. NOs avaliamos a sobreposicdo entre os nove SNPs e regides que
apresentam caracteristicas de elementos regulatérios ativos, tendo como referéncia:

Formaldehyde Assisted Isolation of Regulatory Elements seguido de
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sequenciamento (FAIRE-seq), que é indicativo de cromatina ativa; Histona H3 Lisina
27 acetilada (H3K27Ac), indicativo de enhancer e regido promotora; Histona H3
Lisina 4 Mono-metilada (H3K4Mel), indicativo de Enhancer. Os dados para esses
elementos regulatérios foram obtidos através de um painel de estudos realizados
com linhagens de células normais e tumorais (COETZEE et al., 2015). Essa analise
identificou apenas um SNP, rs11782652, sobrepondo as marcacOes de
caracteristicas de cromatina em células iIOSE11, UWB1.289, CaOV3 e iFTSEC33
(COETZEE et al., 2015; LAWRENSON et al., 2009) (FIGURA 15A e B).
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Figura 15 — Visualizacdo da area em que os nove SNPs candidatos estdo no locus 8921 com os
dados obtidos através do UCSC. A esquerda estdo os nove SNPs candidatos (verde) e os dados
organizados por experimento e linhagem celular : Super enhancer = Vermelho; FAIRE-seq = preto;
H3K27AC = laranja; H3K4mel = amarelo; Layered = preto; Gene CHMPA4C = azul). A) As linhas azuis
identificam o posicionamento dos oito SNPs e a relacdo negativa de biomarcadores para a regido; a
linha vermelha identifica o0 SNP rs11782652 e a relagéo positiva com biomarcadores. B) Ampliacéo da
regido do SNP rs11782652, confirmando a relacdo positiva com biomarcadores para atividade de
cromatina.
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5.1 MAPEAMENTO DOS NOVE SNPS CANDIDATOS PARA ELEMENTOS
FUNCIONAIS RELACIONADOS AO CANCER DE OVARIO

Para validar a funcionalidade das regides de enhancer encontradas nas
andlises in silicoem células ovarianas, utilizamos um teste reporter. Primeiramente,
geramos sete tiles gendmicos (Tabela 5) que foram clonados no sentindo senso e
anti-senso logo depois do promotor SV40 da expresséo da luciferase, visto que &
conhecido que o loop formado para a transcricdo pode afastar fisicamente a por¢cao
do enhancer impedindo sua atividade (Figura 16). Cada constructo foi transfectado
em células ovarianas iOSE4°MYC (LAWRENSON et al.,, 2010) e os niveis de
luciferase foram mensurados apds 24 horas da transfeccdo. Interessantemente,
nenhuma regido apresentou alteracdo significante quando comparado os alelos

(normal vs. risco) em ambas as direces (senso e anti-senso) (Grafico 2).

Tabela 5 — Lista de SNPs e seus respectivos tiles e a posi¢do da sequéncia gendmica que o tile
mimetiza.

SNP Nome do tile Posicdo gendmica
rs11782652 D12 chr8:82,652,644-82,654,974
rs74544416 E2 chr8:82,656,266-82,658,539
rs78724141 E3 chr8:82,658,365-82,660,469
rs78740005 E3 chr8:82,658,365-82,660,469
rs111683632 E4 chr8:82,659,948-82,662,106
rs137960856 E7 chr8:82,665,245-82,667,150
rs74758321 E8 chr8:82,667,181-82,669,040
rs76837345 ES8 chr8:82,667,181-82,669,040

rs35094336 E9 chr8:82,668,879-82,671,154
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Promoter Enhancer

Figura 16 — Modelo de organizagdo espacial da cromatina. Enhancers podem ativar a expressédo
génica a distancia especifica. O looping promotor-enhancer € mediado por coesina (arco cinza),
CTCF (roxo) e pelo mediador complexo (vermelho) que trazem o enhancer para proximo do seu
promotor alvo. A seta marca o ponto de inicio da transcricdo do gene. Fatores de transcricdo (verde)
e co-fatores (amarelo) se ligam ao enhancer e séo trazidos também para a maquinaria transcricional
no promotor (adaptado de MORA et al., 2015).
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Gréfico 2 - Ensaio de luciferase para os tiles genémicos contendo os nove SNPs de interesse para
atividade regido com atividade de enhancer alelo dependente. No eixo Y a unidade luminescente e no
eixo X os constructos D12, E2, E3, E4, E7, E8, E9, LRF (vetor vazio), LRR (vetor vazio), Enhancer
LRF e LRR (enhancer classico como controle positivo); M = Alelo de maior frequéncia; m = alelo de
menor frequéncia; LRF = sequéncia do constructo no sentido senso; LRR = sequéncia do constructo
no sentido anti-senso. Comparac¢ao entre constructo com alelo de maior frequéncia e constructo com
alelo de menor frequéncia no mesmo sentido.
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Como o resultado do teste de luciferase ndo validou as evidéncias in silico
para a funcionalidade de regibes com atividade de enhancer, utilizamos outro teste
para mitigar quaisquer duvidas remanescentes. Sendo assim, realizamos o teste de
STARR-seq para identificar novamente regibes do genoma associadas a
funcionalidade de enhancer em células de origem epitelial ovariana. A abordagem
em relagdo ao primeiro teste reporter se diferencia ao utilizar-se de uma biblioteca
gendmica construida utilizando BAC DNA, representativa de uma regido de,
aproximadamente, 282 Kb. Sucessivas etapas de controle de qualidade (CQ) foram
realizadas através de sequenciamento por Next Generation Sequence (NGS)
confirmando que a biblioteca era representativa da regido de interesse. Em seguida,
procedemos com a transfeccdo de células IOSEMYC com os constructos da
biblioteca genbmica por 24 horas, seguido de sequenciamento de NGS para

identificacdo das regibes com funcdo de enhancer (Figura 17).
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Etapasda técnica de
STARR-seq

Biblioteca genomicafragmentada

> cal
v
Amplificagdo da biblioteca
cQ2
Transfeccdo
d
/
/
/
RNA (cDNA) Plasmideo
Detecgao de regiGes com Biblioteca

atividade de Enhancer

Figura 17 — Etapas da técnica de STARR-seq. Inicialmente realizamos a fragmentacéo do BAC (500
pares de base) confirmado através de bioanalyser, em seguida o primeiro sequenciamento (CQ1 —
NGS) para confirmacgdo de que a sequéncia da regido de interesse permanecia completa. A segunda
etapa foi amplificacdo da biblioteca, através de transformacdo de bactérias, seguido de novo
sequenciamento (CQ2 — NGS) para confirmacdo de que a sequéncia da regido de interesse
permanecia intacta. Ap6s as etapas de preparacdo da biblioteca, células IOSESMYC foram
transfectadas com vetores contendo porcdes randdémicas da regido de interesse. Apés 24 horas da
trasnfeccdo, foi coletado o RNA (transformado em cDNA) — utilizado para identificar as regides com
atividade de enhancers — e os plasmideos remanescentes para reconstituicdo da biblioteca —
garantindo que ndo houveram falhas na sequéncia de interesse.
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A fragmentacdo da BAC DNA RP11-464L17 em sequéncias randdmicas de,
em média, 500 pares de base, foi confirmada através da andlise de gel de agarose

por eletroforese (Figural8).

BAC fragmentada

Figura 18 — Eletroforese em gel de agarose 10% para separa¢éo dos fragmentos apds sonificacéo da
BAC DNA RP11-464L17, confirmando que ha fragmentos de 500 pares de base na amostra.

A cobertura genbmica que foi capturada apO0s 0S sucessivos
sequenciamentos por NGS (Figura 19). Na primeira etapa de controle de qualidade,
houveram falhas de alinhamento com regido de interesse, como também ruidos em
regides que ndo estavam contidos no BAC DNA RP11-464L17. Contudo, no CQ2
houve um maior alinhamento das sequéncias obtidas pés amplificacdo da biblioteca
e diminuicdo do ruido em regifes ndo especificas. Sendo assim, prosseguimos com
os testes de transfeccédo celular e coleta de dados. A cobertura gendmica com a
coleta dos plasmideos mostrou-se satisfatéria por ndo apresentar ruidos fora da
regido especifica. Eram esperadas lacunas no alinhamento da amostra contendo os
plasmideos, uma vez que parte da biblioteca foi introduzida nas células. O
alinhamento do cDNA também mostrou-se satisfatério por ndo apresentar ruidos

além das margens da regido de interesse.
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Figura 19 — Visualizacdo, no programa IGV, do alinhamento com o genoma dos dados obtidos apds
sequenciamento (NGS) das amostras Controle de qualidade 1 (CQ1), Controle de qualidade 2 (CQ2),
Plasmideo e cDNA. Quando ocorre o alinhamento da sequéncia obtida pelo sequenciamento (NGS)
da amostra com a sequéncia do genoma é feito um tragco azul correspondente a regido. Em vermelho,
a delimitacdo da sequéncia representativa presente ha BAC DNA RP11-464L17 (chr8:82,583,319-
82,800,877).

Uma vez confirmado o sucesso do sequenciamento e do alinhamento das
sequéncias, realizamos a andlise que determina as regides com atividade de
enhancer na amostra. Para tanto, foi utilizada a ferramenta MACSII — CallPeaks que
identifica regides enriguecidas. Assim, foram detectadas dezenove regibes
enriquecidas, traduzindo-se em regides de atividade de enhancer (Tabela 6).
Contudo, nenhuma regiédo identificada é representativa do local em que os nove
SNPs candidatos estdo presentes (Figura 20), corroborando a analise inicial do
ensaio de luciferase, em que nenhuma das regides de interesse contendo esses

SNPs possuem atividade de enhancer in vitro.
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Tabela 6 — Resultado obtido apds analise por MACSII-CallPeaks. Dezenove regifes foram
consideradas positivas para enriquecimento (maior nimero de cépias), 0 que indica uma regido com
atividade de enhancer.

Altura do pico com as sequéncias

Cromossomo Posicédo deinicio Posicao final

empilhadas

chr8 56636499 56636500 10.59264
chr8 82594793 82594794 1.75333
chr8 82643807 82643808 3.35223
chr8 82672655 82672656 2.3267
chr8 82676245 82676246 2.75885
chr8 82698498 82698499 10.59264
Chr8 82704749 82704750 2.93522
chr8 82730363 82730364 3.10525
Chr8 82742185 82742186 2.51475
chr8 82776161 82776162 2.75885
Chr8 82778342 82778343 2.91432
chr8 82780250 82780251 4.98013
Chr8 82789877 82789878 2.75885
chr8 82792083 82792084 2.75885
Chr8 82800044 82800045 2.3267
chr8 82816277 82816278 2.91432
Chr8 82839607 82839608 3.70151
chr8 82847747 82847748 4.45838
chr8 82854413 82854414 2.3267
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Figura 20 - Visualizagdo no programa IGV das dezenove regifes positivas para enriquecimento de
copias (tragos vermelhos). E possivel notar que ndo ha alinhamento das regibes enriquecidas com os
nove SNPs candidatos (tragos pretos). Em azul, na parte inferior da figura, os genes que estdo na
regido da biblioteca.

Para investigar outros efeitos alelo especificos, realizamos o0 ensaio
eletroforético de motilidade alterada (EMSA) para identificar a diferenca na ligacéao
de proteinas nucleares no alelo de referéncia versus o alelo de risco para cada SNP
candidato. Usamos extratos nucleares de células iOSE4°MYC incubados com as
sondas de cada alelo a ser analisado. Foi possivel identificar dois SNPs,
rs111683632 e rs137960856, com constante diferenca na ligacdo de proteinas

guando comparado o alelo mais frequente com o menos frequente (Figura 21).
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rs111683632 rs137960856
FPFF ™M1 m FPFF ™M m

Figura 21 - Ensaio de EMSA para deteccao de fatores de transcricdo que se ligam em cada sonda
contendo um diferente alelo para os nove SNPs candidatos. FP: Free Probe — Controle negativo. M:
Alelo com maior frequéncia na populagédo. m: Alelo com menor frequéncia na populagéo. Para cada

condicao foram feitos dois pocos.
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Tendo os SNPs rs111683632 e rs137960856 apresentado variagéo na ligagéo
de proteinas alelo especifico, propusemos relacionar quais as possiveis proteinas
estariam envolvidas nessa atividade. Para tanto, realizamos analise in silico com
duas ferramentas de predicdo: PROMO e JASPAR. Ambas as ferramentas calculam

quais proteinas podem ter afinidade por liga-se a uma dada sequéncia de DNA.

Realizamos os testes para os SNPs rs111683632 e rs137960856 utilizando
as respectivas sequéncias das sondas geradas para o EMSA (Tabela 2) e para cada
analise obtivemos uma lista com as provaveis proteinas associadas. Em seguida,
delineamos um método de exclusdo que consistiu em eliminar proteinas com
predicdo para ambos os alelos, uma vez que o interesse é identificar atividade alelo

especifico de ligacdo. Com isso, foram obtidas listas de proteinas com ligacéo alelo

especifica (Figura 22).
PROMO
rs111683632 rs137960856
M m M m
Todalista 11 3 Toda lista 17 11
Sem 4 1 Sem 4 0
repeti¢do ‘ repeticao ‘ ‘
Proteinas 0 1 Proteinas 4 0
Inh LXR-Alpha
LXR_A a E2F_1 .................
trlteive o B L b NF-1
VDR .................
................. HNF-1A
HNE-1A i
.............. HNF_3beta



Toda Lista

Sem
repeticio

Proteina

rs111683632

M

SREBF2

m

JUND(var.2)

JASPAR

Toda lista

Sem
repeticao

Proteina

59

rs137960856

M m

116 103

8 8

8 8
FIGLA ~ BHLHE41

GATA3 HEY2

ISL2 HNF4A
JJoP2 MLX ...

KLF5 NEUROD2
NKX2-8  NEUROG2
.JCF4 RUNX2

ZEB1 ZBTB18

Figura 22 - Lista de provaveis fatores de transcricdo que apresentaram potencial de ligacdo nas
sequéncias de sondas desenhadas para cada alelo, sendo M o de maior frequéncia e m o de menor
frequéncia, dos SNPs rs111683632 (C/G) e rs137960856 (GTGA/----). A lista foi obtida através de
dois diferentes testes in silico (PROMO e JASPAR). Para cada analise seguiu-se o protocolo:
selecionar toda a lista e comparar proteinas que eram particulares de um alelo e, por fim, eliminar
proteinas repetidas gerando a lista final apresentada.
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Como um dos SNPs esta localizado na porcdo do éxon 5 do gene charged
multivesicular body protein 4C (CHMP4C), rs35094336, tentamos avaliar se houve
alteracéo da funcao celular na presenca dos diferentes alelos (A/G). Como mostrado
anteriormente, a troca do nucleotideo na sequéncia génica representa uma alteracéo
com provavel dano na proteina. E conhecido que CHMP4C é uma subunidade do
complexo ESCRT-III que esta envolvido no tempo de divisdo celular. Essa funcédo
esta relacionada com a distribuicdo espaco-temporal durante estagios tardios da
citocinese. De acordo com a literatura, CHMP4C funcionaria em um complexo
juntamente com a proteina de parada celular Aurora-B que previne a resolucao
prematura das pontes intracelulares do cromossomo e o acumulo de danos no DNA
(Figura 23) (CARLTON et al., 2012b).

Figura 23 - llustracdo do envolvimento da proteina CHMP4C no complexo Aurora B checkpoint para
o timing da divisdo celular (CARMENA, 2012).

Baseado nisso, iniciamos nossos testes transfectando as células com o vetor
contendo a sequéncia do gene CHMP4C com ambos os alelos para serem
expressos em células iIOSE4“MYC A fim de obter um resultado mais préximo da
realidade, realizamos os testes em células com expressdo estavel apos a
transfeccdo por meio de selecédo utilizando Geneticina (G418). No teste realizado,
observamos variagbes na estabilidade (meia vida) da proteina CHMP4C

comparando os alelos transfectados, referéncia G e de risco A (Figura 24).
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Figura 24 — Imunoblot para deteccdo da variagdo da estabilidade da proteina CHMPA4C alelo
dependente com proteinas da célula IOSE4°MYC com transfec¢do estavel. O gene CHMPAC foi
clonado no vetor pCVM6-entry em duas versfes para conter os dois alelos (A e G) do SNP
rs35094336, fundida ao epitopo DDK(Flag). A extracdo e marcacéo com o anticorpo anti-DDK(flag) foi
realizada apos Oh, 6h, 12h, 24h, 36h, 48h da adicdo de ciclohexamida. B-actina foi utilizada como
normalizador.

O resultado do experimento mostra que ha uma alteragdo significante na
estabilidade da proteina entre os alelos, sendo o alelo A mais estavel em relacdo ao
alelo G (Figura 24).
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6 DISCUSSAO

Mais de 30 loci foram identificados através do GWAS para a susceptibilidade
ao cancer de ovario, gerando a necessidade de analise funcional p6s-GWAS. Sendo
assim, estudos sao realizados para que identifiquem e relacionem os loci detectados
com a sua funcionalidade. Nosso objetivo foi identificar alelos de risco, a partir de
uma lista de SNPs candidatos gerada previamente, que possam ser caracterizados
funcionalmente como causais e elucidar os possiveis mecanismos envolvidos no

l6cus de risco 8921 para o cancer de ovario.

Apesar de o GWAS detectar o SNP associado ao risco da doencga, nao
necessariamente ele é o agente funcional para o desenvolvimento da mesma. Dessa
forma,é fundamental um novo sequenciamento genémico do locus encontrado
previamente, denominado de fine-mapping. O fine-mapping € uma estratégia
minuciosa para identificar o SNP funcional associado ao risco da doenga. Pharoah e
colaboradores (dados néo publicados) combinaram estudos anteriores de GWAS
com consércios mundiais para aumentar a significancia estatistica, bem como
ampliar o numero de SNPs analisados. Isso foi possivel visto que os SNPs estédo
concentrados em uma regido menor, o que facilita o sequenciamento de um maior
namero de SNPs. Ainda, utilizaram dados de imputacdo de SNPs que estédo
sabidamente associados ao haplétipo. Por fim, nove SNPs causais candidatos foram
encontrados com probabilidade de 100:1 (rs74544416, rs787224141, rs78740005,
rs111683632, rs137960856, rs74758321, rs76837345, rs35094336 e rs11782652).

Uma vez identificados os SNPs causais candidatos, foi realizada uma anélise
in silico com o objetivo de obter informacBes para direcionar os experimentos
funcionais para cada SNP de acordo com as suas caracteristicas. Nesse estudo
encontramos oito SNPs localizados em regides intrnicas do gene CHMP4C e um
SNP no éxon 5 do gene CHMP4C. E sabido que regifes de introns, apesar de n&o
terem participacdo na formacao da proteina final, estdo envolvidas na regulacéo de
genes proximais e distais. De fato, ao coletar informagdes em bancos de dados para
regides com atividade de promotores, de enhancer, de ligacdo de fatores de
transcricdo e de acdo da DNase, quase todos os SNPs estdo correlacionados a

essas regides especificas em células de ovario. Isso indica que ha razédo para que
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esses SNPs estivessem entre os SNPs funcionais de risco associado ao cancer de

ovario, o que nos deu base para prosseguir com experimentos funcionais.

Apesar de ser relatado que a maioria dos SNPs encontrados em estudos de
GWAS e fine-mapping estdo em regifes intrbnicas ou intergénicas, para esse
estudo, curiosamente um SNP — rs35094336 — estd em uma regido codificante do
gene CHMPA4C (éxon 5). As alteracfes em regides codificantes tém maior apelo por
estarem diretamente ligadas a producao de proteinas e com isso modificacdes na
fita de DNA que podem levar a alteracdes fenotipicas. Nesse intuito, identificamos
que o SNP rs35094336 tem predicao para provavel dano na proteina por conter uma
alteracdo missense, que se caracteriza pela troca do aminoacido alalina por
treonina. Stehr e colaboradores (2011) mostraram que a inativacdo de supressores
de tumores correlaciona-se frequentemente com alteragdes na proteina, enquanto o
aumento da atividade de oncogenes esta relacionado a alteracdes especificas em
local funcional, consequentemente, padrbes distintos de alteracdes podem
potencialmente serem usados para pré-classificar genes que sdo associados ao

cancer, mas que ainda ndo possuem funcéo conhecida (STEHR et al., 2011).

A organizacdo espacial do genoma € intimamente ligada a sua funcgéo
biologica. No nucleo de células eucaridticas, cromossomos em interfase ocupam
territérios distintos e inUmeros modelos tém tentado propor como 0S Cromossomos
se dobram dentro desses territorios (CREMER; CREMER, 2010). Avancos recentes
em tecnologia gendmica tém impulsionado estudos da organizacdo gendmica em
trés dimensbes. Em particular, Hi-C tem sido introduzido como método identificador
de interacdo de cromatina no genoma, elucidando que regides gendmicas mesmos
distantes linearmente podem estar préximas devido a conformacdo espacial e com
isso haver regulagdo génica (LIEBERMAN-AIDEN et al., 2009). Nesse intuito,
analisamos se a regido em que os SNPs se encontram esta relacionada com outros
genes, além do CHMP4C. No entanto, ndo ha evidéncias, baseado na TAD
(topological associated domain), de que ha regides interagindo com os SNPs. Dessa
forma, delineamos o0s experimentos apenas para a regido dos SNPs e o gene
CHMPA4C.

Na tentativa de comprovar a funcionalidade real dos SNPs iniciamos os testes

in vitro. Utilizando o protocolo de varredura para enhancer foi possivel detectar a
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presenca de regides regulatdrias transcricionais que séo ativadas de maneira célula-
especificas (BUCKLEY et al., 2015). Nenhuma regido foi identificada com atividade.
Com a finalidade de confirmar o resultado obtido pelo método de luciferase,
lancamos mao de um segundo método, STARR-seq. Esta ferramenta identifica
regibes com atividades regulatérias através de uma tecnologia mais robusta
(MUERDTER; BORYN; ARNOLD, 2015). Entretanto, as regiées contendo os SNPs
também ndo mostraram nenhum tipo de atividade nos testes realizados. Dessa
forma, podemos afirmar que, para as células de epitélio superficial de ovario normal,

os SNPs candidatos ndo possuem efeito regulatoério.

Os locais de ligagao no DNA, do inglés “DNA binding sites”, sdo regidées em
gue outras moléculas podem se ligar. Essas regifes sao definidas como sequéncias
curtas de DNA (normalmente entre 4 a 30 pares de base), podendo compreender
até 200 pares de base para regides recombinantes). Esses locais sdo normalmente
associados com proteinas ou complexos especializados, conhecidos como fatores
de transcricdo e que estdo associados a regulacdo transcricional (HALFORD;
MARKO, 2004). O teste de EMSA identificou dois SNPs com ligacdo de proteinas
nucleares dependente do alelo presente, rs137960856 e rs111683632. O SNP
rs137960856 é uma delecdo de 4 pares de base (GTGA), a predicdo usando
PROMO e JASPAR juntos indicam uma lista de onze candidatos que se ligam na
sonda com o alelo mais frequente (LRX-Alpha; NF-1; HNF-1A; HNF-3beta; FIGLA;
GATA3; ISL2; JDP2; KLF5; NKX2-8; TCF4; ZEB1). Para o SNP rs111683632 a
predicao indica que os fatores de transcri¢cao ligados a sonda contendo o alelo mais
frequente sdo: LXR-alpha; VDR; HNF-1A; C-jun; CEBP; E2F1 e 4, MGA. NRF1, SP1,
SREBF1 e 2.

A proteina Liver X receptor alpha (LXR-alpha) esta presente em ambas as
sondas. LXR-alpha € uma proteina receptora nuclear codificada pelo gene NR1H3.
LXR-alpha regula sua propria supressao via inducdo de SREBP1 (presente entre os
fatores de transcricdo que se ligam na sonda do SNP rs111683632). Sua atividade
esta envolvida com a regulacdo da funcdo de macréfagos, controle transcricional
envolvendo homeostase lipidica, inflamacéo e ativacdo de hormdnios tireoidianos
(CHRISTOFFOLETE et al., 2010). Além desta, a proteina Hepatocyte nuclear factor
1 homeoboxA (HNF-1A) também é encontrada como fator de transcricdo que se liga

nas sondas contendo o alelo de maior frequéncia. HNF-1A é expresso em 6rgaos de
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origem endodérmica, o que inclui figado, rins, pancreas, intestinos, estbmago, timo,
queratinécitos e melandcitos na pele humana (REAL HERNANDEZ et al., 2015).
Estudos tém mostrado que esta proteina afeta o crescimento de células epiteliais do
intestino e a diferenciacéo celular em geral (LUSSIER et al., 2010). Ademais, foram
encontrados niveis significantemente mais baixos de HNF-1A em tumores
pancreaticos e adenomas hepatocelular do que em tecidos normais adjacentes,
sugerindo que HNF-1A pode ter um papel importante como um supressor tumoral
(BLUTEAU et al., 2002; LUO et al., 2015).

Outra proteina importante a ser ressaltada € a GATA-3. GATA-3 pertence a
familia GATA de fatores de transcricdo. Essa proteina regula a diferenciacdo de
células luminal do epitélio em glandulas mamarias (KOUROS-MEHR et al., 2006).
Intrigantemente, a GATA-3 é um dos trés genes com mutacdo em mais de 10% dos
casos de céncer de mama (CANCER GENOME ATLAS NETWORK, 2012).
Apresenta-se envolvida no desenvolvimento do cancer de mama do tipo luminal A,
nas vias com receptor de estrogénio alfa (DYDENSBORG et al., 2009; WILSON;
GIGUERE, 2008), como também sinalizacdo de receptores de androgénio em
tumores receptor de estrogénio negativo/receptor de androgénio positivo (SANGA et
al., 2009). Embora o cancer de mama e ovario sejam patologias clinicamente
distintas, as recentes pesquisas de larga escala gendmica tém descoberto muitas
similaridades, particularmente no que se refere as alteracbes genéticas e
epigenéticas (LONGACRE et al., 2016). Sendo assim, podemos estar diante de mais

uma dessas similaridades entre essas neoplasias.

O SNP rs35094336 esta localizado na regido codificante (éxon 5) do gene
CHMPA4C, e assim as chances de ser um SNP funcional e estar envolvido no risco
de cancer se tornam elevadas. Um estudo realizado em 2012 conclui gue CHMP4C
age como um fator regulador essencial para os pontos de verificacdo na secao
dependente da Aurora B, mostrando que na auséncia de CHMP4C as células
completam a secdo de forma mais réapida refletindo na resolucdo das pontes de
cromatina de forma mais abrupta. Dessa maneira, 0os autores concordam que
CHMP4C é um fator protetor para que nao ocorra acumulo de danos ao DNA
(CARLTON et al., 2012a).
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Nossos achados de instabilidade da proteina de CHMP4C confirmam que héa
alteracdo entre os alelos [G/A]. Sendo o alelo A mais estavel do que o alelo G, isso
nos leva a acreditar que o fator de risco associado ao cancer esteja na presenca
deste alelo no gene do CHMP4C. Nao foi possivel detectar com clareza o impacto
que ocorre na célula quando a proteina esta mais estavel. Mais estudos sdo
necessarios para elucidar melhor mecanismos que podem ser afetados a partir

desse fendbmeno.

Podemos afirmar que o CHMP4C ainda € um gene/proteina em processo de
descoberta, visto que,nos ultimos cinco anos, apenas treze artigos foram publicados
envolvendo esse gene, sendo apenas um correlacionado com o cancer (LI et al.,
2015). Nesse estudo é encontrado que a expressdo de Aurora B induzida por
radiacdo aumenta a fosforilagdo de CHMP4C em céancer de pulméao de células néo-
pequenas o que mantém o ciclo celular de verificacdo e viabilidade celular, bem
como a resisténcia a apoptose. Logo, a deplecdo de CHMP4C aumenta a
sensibilidade celular para radiacdo caracterizando uma nova funcdo para este gene
na resisténcia a radiacao (LI et al., 2015). Diante do exposto, € de fundamental
importancia que mais estudos para CHMP4C sejam realizados para elucidar melhor

seu papel no mecanismo de risco/desenvolvimento no cancer de ovario.
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7 CONCLUSAO

Realizamos uma analise abrangente do panorama regulatorio do locus de
susceptibilidade 8921 ao CaOV, bem como identificamos regides regulatorias e gene
alvo que provavelmente contribuem para o risco. Nossos dados revelaram os SNPs
rs35094336, rs137960856 e rs111683632 como SNPs funcionais no locus 8g21. O
SNP rs35094336 como modulador da estabilidade da proteina de CHMP4C. Os
SNPs rs137960856 e rs111683632 apresentaram atividade alelo dependente para a
ligacdo de fatores de transcricdo. As consequéncias in vivo desses SNPs continuam

incertas e serdo abordadas em trabalhos futuros.
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