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RESUMO

Os alelos encontrados no locus TPOX tém diferentes nimeros de arranjos de repeticfes
de tetranucleotideo dispostos em tandem. Embora os gendétipos trialélicos sejam geralmente
raros, as altas frequéncias alélicas do gendtipo TPOX variam de populacdo para populacéo.
Apesar de uma freqliéncia consideravel de trialelia no lécus da TPOX, existem poucos relatos
precisos para identificar e/ou divulgar a natureza do alelo terceiro. Neste trabalho nés
apresentamos dados obtidos de 45 individuos de uma mesma familia, onde houve casos de
trialelia no l6cus TPOX. Observamos que entre os 45 individuos estudados todos se mostraram
aparentemente saudaveis, com um desenvolvimento biolégico normal. Constatamos seis casos
de trialelia do TPOX nesta familia, todos eles presentes em individuos do sexo feminino. Na
genealogia estudada, o padrao tri-alélico foi devido a existéncia de trés cépias da seqléncia
STR que é positiva para o anelamento com os primers desenhados para reconhecer o l6cus
TPOX. Identificou-se como uma trialelia do Tipo 2, a qual esta presente em todas as células do
individuo, e ndo em apenas um sub-grupo celular. Pela analise de cari6tipo, descartou-se a
ocorréncia de trissomia parcial 2p. Todos os genétipos tri-alélicos foram compostos pelos
alelos 8, 10 e 11. Foi observado que tanto o alelo 8 como o alelo 11 foram capazes de
segregar independentemente. NOs sugerimos que o alelo 10 é o alelo extra e que sua insercao
ndo estd em desequilibrio de ligacdo com o lécus da TPOX. Esse foi o primeiro estudo que
incluiu uma analise de pedigree com a finalidade de entender a natureza de casos de trialelia

do l6cus TPOX.

PALAVRAS-CHAVE: Genealogia familiar, STR, padréo trialélico, TPOX



ABSTRACT

Alleles at the TPOX STR locus have different numbers of a four-nucleotide repeat motif
arranged in tandem. Although tri-allelic genotypes are generally rare, the TPOX tri-allelic
pattern has a higher frequency, varying widely among populations. Despite this, there are few
accurate reports to disclose the nature of the TPOX third allele. In this work we present data
obtained from 45 individuals belonging to the same family, in which there are cases of tri-
allelic TPOX genotypes. The studied subjects were apparently healthy with a normal biological
development. We noticed six tri-allelic cases in this family, and all of them were women. In
this genealogy the tri-allelic cases were 8; 10; 11 probably due to three copies of the TPOX
STR sequence in all cells (Type 2 tri-allelic pattern). Karyotype analysis showed no occurrence
of partial 2p trisomy. It was observed that both the alleles 8 and 11 were able to segregate
independently. We suggested that allele 10 is the extra allele and its insertion took place far
from the main TPOX locus. This was the first study that included a pedigree analysis in order to

understand the nature TPOX tri-allelic pattern.

KEYWORDS: Family pedigree, STR, Tri-allelic pattern, TPOX
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CAPITULO 1

INTRODUCAO E OBJETIVOS



INTRODUCAO

1- Alelos e trialelia: definicdo e categorias

De acordo com a nomenclatura oriunda da genética classica, a definicdo de alelo é "uma
forma alternativa de um gene" (Lewis, 2004). No entanto, a genética molecular também
considera como alelo "uma de varias formas alternativas de um gene", ou "sequéncia de DNA
em uma posicao especifica do cromossomo (lI6cus)” (Strachan & Read, 2002). Assim, no
intuito de evitar interpretacdes paralelas, definimos alelo nesse trabalho como sendo "uma
sequéncia de DNA em uma posicao especifica do cromossomo (l6cus)”. Além disto, usamos,
eventualmente, a denominacgéo "alelo-verdadeiro” para definir uma forma alternativa de um
gene completo, isto €, uma versao completa do gene, com seu conteudo integral de
nucleotideos contidos em éxons e introns.

A ocorréncia de dois alelos em um individuo humano dipléide é que um deles tenha sido
herdado da mae e o outro do pai. Através da tecnologia molecular da Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) é possivel que sejam identificados e amplificados ambos os alelos herdados
por um individuo. Apés a PCR, seguida pela leitura em sistema de eletroforese de gel
convencional, os alelos com variacdo de tamanho sdo observados como duas bandas (em
terminologia usual originada das leituras de géis com fragmentos de DNA) em amostras de
heterozigotos, ou como uma Unica banda em amostras de individuos homozigotos (Butler,
2001). Na nomenclatura derivada da leitura automatizada de fragmentos de DNA, através da
eletroforese do tipo capilar, os alelos com variacdo de tamnaho s&o visualizados como dois
picos em heterozigotos e como um Unico pico nos individuos homozigotos. Excluidos artefatos,
as bandas ou os picos extras mostrariam a presenca de alelos extras (no caso, um terceiro

alelo mostrado na Figura 1).
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Figura 1. Demonstracdo de como se apresenta o padréo tri-alélico do l6cus D16S539,
visualizado em eletroforese em gel de poliacrilamida (A) e eletroforese capilar (B). Adaptado
de Zamir et al. (2002).

Para casos onde ocorra trialelia, foi sugerido o uso da expresséao ""three-banded" para se
referir aos individuos que apresentam uma terceira banda (ou 3-band) em determinado lécus
(Crouse et al., 1999; Zamir et al., 2002). Mutagdes causadoras de um terceiro alelo podem
ocorrer de diferentes maneiras e passam, portanto, a serem identificadas como uma terceira
banda ou um terceiro pico nas analises moleculares. Sdo apresentadas as seguintes
explicacdes para a ocorréncia da trialelia: duplicacdes genéticas em tandem ou dispersa de
uma pequena regido de cromossomo (trissomias parciais); ou uma segregac¢ao incorreta
resultado de uma nao disjuncdo cromossdmica mitética ou meidtica que conduz a uma
trissomia completa. Pelos mesmos dois motivos citados, pode ocorrer trialelia em apenas
alguns grupos celulares (e ndo em todas as células do organismo) decorrente de mosaicismos
e/ou quimerismos (Zamir et al., 2002; Brinkmann et al., 1998).

Para a leitura automatizada de fragmentos de DNA, através da eletroforese do tipo
capilar, Clayton et al. (2004) caracterizam o padréao tri-alélico em duas diferentes categorias
(Figura 2): A- Padrao Tipo 1: consistindo em trés alelos que apresentam sinais de intensidades

desiguais; e B- Padréo Tipo 2: quando os trés alelos apresentam a mesma intensidade de



sinal. Ele relacionou o padréo Tipo 1 como sendo mutacdes presentes em apenas algumas
células somaticas, e o do Tipo 2 como sendo rearranjos cromossdémicos presentes em todas as
células. O padrao tri-alélico Tipo 1, que seja decorrente de uma duplicacdo cromossémica,
pode ter efeito fenotipico, estando relacionado com sindromes clinicas graves (Lukka et al.,

2006).

2] 29] [30] [31

Figura 2. Representacao esquematica do perfil dos dois tipos de padrao tri-alélico
quando aparecem na analise de eletroforese capilar. A- Padrao Tipo 1: trés alelos que
apresentam sinais de intensidades desiguais; B- Padrao Tipo 2: trés alelos com a mesma
intensidade de sinal. Retirado do site http://www.cstl.nist. gov/biotech/strbase/tri_tab.htm

acessado em julho de 2008.

2- Marcadores comerciais para identificacdo molecular humana

Segundo Kimpton et al.(1993), marcadores de STR (short tandem repeats) foram
descritos pela primeira vez como ferramentas efetivas para teste de identificagdo humana no
inicio da década de 1990 (Edwards et al., 1991; Edwards et al., 1992). Logo, o Servico de
Ciéncias Forenses dos Estados Unidos da América iniciou uma pesquisa por novos lécus e
estudos de variag8es populacionais com um nimero de STRs candidatos (Kimpton et al.,
1993).

Ja se passou uma década desde que os 13 marcadores genéticos de STRs, no ano

1997, foram entdo selecionados para formar o Combined DNA Index System (CODIS) do



Federal Bureau Investigation dos Estados Unidos da América (FBI-USA). Devido ao seu uso na
Base de Dados Nacional de DNA dos Estados Unidos da América, bem como por outras bases
de dados da justica criminal em todo o mundo, estes l6cus de STR sdo os mais usados para
caracterizar individuos humanos (Gill, 2002; Butler, 2005).

Os 13 l6cus do CODIS usados pela base de dados dos Estados Unidos da América sao:
CSF1PO, FGA, THO1, TPO (ou TPOX), VWA, D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, D13S317,

D16S539, D18S51, e D21S11 (Budowle et al., 1998) (Figura 3).
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Figura 3. Marcadores de identificacdo do CODIS, e suas respectivas posi¢cées nos

cromossomos. Retirado do site http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/fbicore.htm, acessado

em julho de 2009.

O Reino Unido e grande parte da Europa utilizam somente 10 I6cus que incluem

marcadores adicionais como D2S1338 e D19S433 junto com oito l6cus que sobrepdem os

I6cus FGA, THO1, VWA, D3S1358, D8S1179, D16S539, D18S51 e D21S11. A andlise desses

I6cus para os testes de identificacdo molecular humana e de paternidade tem se tornado

comum em diversos paises devido ao seu facil uso na forma de kits comerciais. Isso permitiu,

portanto, o intercambio de dados entre os paises (Butler, 2006).



3- O gene que codifica para a tiredide peroxidase

A proteina tiredide peroxidase humana (TPO) é uma proteina glicosilada de membrana,
localizada na membrana apical das células foliculares da tiredide (Park & Chatterjee, 2005), a
qual esta envolvida na biossintese do horménio da tiredide. A TPO tem 933 aminoacidos com
um dominio transmembrana e cinco potenciais sitios de glicosilacao (Libert et al., 1987).

O gene que codifica para a tiredide peroxidase humana [l6cus 2p25 (Endo et al., 1995);
GenBank NC_000002.10; OMIN 606765; GenelD 7173], possui uma extenséo génica de 150
kilobases (kb) que compreende uma regido de 17 éxons e 16 introns (Kimura et al., 1989)
(Figura 4). O tamanho total do mRNA codificado a partir do TPO é de 3kb (Kimura et al., 1987;
Seto et al., 1987).

A proteina tiredide peroxidase humana desempenha uma funcéo importante na glandula
da Tiredide: ela catalisa duas reacdes da sintese de horménio da tirebide, isto é, a iodinacdo
dos residuos de tirosina na tiroglobulina e a formacao de éster fenoxi entre os pares iodinados

para gerar os hormoénios da tireéide Triiodotironina (T3) e (T4) Tiroxina (Endo et al., 1995).
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Figura 4.— Mapa do cromossomo 2 que contém o lécus génico TPO, na posicdo 2p25.2
indicado na seta (NCBI:Map Viewer, em http://www.ncbi.nlm.nih.gov, acessado em 16 de
julho de 2009).

6- Padrao tri-alélico do I6cus da tiredide peroxidase (I6cus TPO)

O gene que codifica para a tirebide peroxidase humana (TPO) localiza-se na
extremidade do brac¢o curto do cromossomo 2. No interior do intron 10 desse gene, se
encontra um marcador do tipo STR (Anker et al., 1992). Os marcadores do tipo STRs, também
chamados de microssatélites, sdo seqiéncias curtas de nucleotideos, geralmente de 2 a 6
pares de base (pb) que aparecem repetidas até dezenas de vezes e que geram multiplos
alelos, os quais sao identificados pelo niumero de repeti¢cdes que apresentam (Butler, 2005).

O l6cus TPO é um exemplo onde sdo observados casos de trialelia. O tipo mais

frequente de padrao tri-alélico associado ao l6cus TPO €&, aparentemente, do Tipo 2, o qual se



refere a um rearranjo cromossdmico (Crouse et al., 1999). No entanto, nos individuos onde se
verifica a trialelia, nunca foi investigado se o terceiro alelo do l6cus TPO €, de fato, uma
repeticdo (duplicacdo) de um gene TPO completo (alelo-verdadeiro) extra no genoma, ou
apenas uma pequena seqgiéncia de DNA repetida que é positiva para o anelamento dos
primers TPO, e ndo um alelo verdadeiro. A segunda opcado é a mais plausivel, dado que uma
alteracdo de dose do gene da TPO seria acompanhada por caracteristicas fenotipicas clinicas,
proprias da acao da tiredide peroxidase (Endo et al., 1995).

No l6cus TPO ha diferentes niameros de repetices em tandem dos tetranucleotideos
[AATG],, repetidos de cinco até 14 vezes (n=5 a n=14) (Anker et al., 1992). Noventa por
cento dos alelos encontrados no lécus TPO tém 8, 9 ou 11 repeticbes da unidade de quatro
nucleotideos (Nata et al., 1999). Por estar incluido no CODIS (o ja citado sistema de
identificacdo molecular humana da base de dados dos Estados Unidos da América) o l6cus TPO
é amplamente usado para testes moleculares de identificacdo pessoal e de paternidade (Lane,
2008).

Segundo a base de dados de STR do CODIS (STRbase: http://www.
cstl.nist.gov/biotech/strbase), uma freqltiéncia de genétipos tri-alélicos pode ser esperada
quando se realizam estudos populacionais de larga escala. Isto €, dado que tém sido percebida
a presenca de trialelia em diferentes I6cus, é natural que se identifique um terceiro e raro alelo
para os marcadores STR, independente da populacdo em estudo. Embora os gendtipos tri-
alélicos sejam, de fato, raros, a base STRbase demonstra que estes sdo mais freqlientes nos
I6cus FGA, D18S51, VWA, D21S11 e TPO quando comparados aos outros lécus do CODIS

(Tabela 1).



Tabela 1. Representacdo dos 13 l6cus do CODIS e o numero de combinacgfes diferentes ja

observadas nas repeticdes de STRs de seus respectivos padrdes tri-alélicos (modificado do site

<http://www.cstl.nist.gov/div831/strbase/tri_tab.htm> acessado em 19 de julho de 2009).

Core STR Lécus Padrdes Tri-alélicos?!
CSF1PO (7)
FGA (22)
THO1 (1)
TPO (16)
VWA (19)
D3S1358 (6)
D5S818 (4)
D7S820 (7)
D8S1179 (11)
D13S317 (8)
D16S539 (8)
D18S51 (21)
D21511 (19)

Ha casos onde a trialelia do l6cus TPO é observada devido a ocorréncia de aneuploidias
como as do tipo trissomia do cromossomo 2 (as trissomias totais do cromossomo 2 ndo sao
compativeis com a vida). No entanto, como ja foi mencionado, ha a grande possibilidade de o
terceiro alelo ser apenas uma seqiéncia repetida de DNA inserida nas proximidades do l6cus
TPO no cromossomo 2 ou, ainda, inserida em outro local do genoma, como no cromossomo X
seguindo a sugestdo de Lane (2008). Novamente se salienta que, sem uma analise especifica,
nao se pode determinar se o terceiro alelo do l6cus TPO €, de fato, um alelo-verdadeiro extra
do gene que codifica para a tire6ide peroxidase humana ou é apenas uma duplicacdo do

segmento que inclui o intron 10.

1 Entre parénteses estd o numero de combinacdes diferentes das repeticbes de STRs dos padrdes tri-alélicos

encontradas para cada l6cus STR.
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5- Frequéncia do padrao tri-alélico do gene da tire6ide peroxidase (TPO)

A frequiéncia do padréo tri-alélico no l6cus TPO varia muito entre as diferentes
populacbes. Estudos populacionais baseados nos dados de rotina de testes de paternidade,
realizados em aproximadamente 32.800 individuos da Bésnia, Kosovo e Sérvia, encontraram
somente um caso de genétipo tri-alélico (8,11,12) no l6cus TPO (Huel et al., 2007). Em
contraste, Crouse et al. (1999) registraram 18 casos de gendtipos tri-alélicos no l6cus TPO, em
10.000 individuos escolhidos aleatoriamente no Estado do Alabama, USA, correspondendo a
uma frequéncia de 0,18% da populacdo a apresentar essa caracteristica. Paralelamente, cerca
de 2,4% dos nativos sul-africanos tém trés ao invés de dois alelos no TPO (Lane, 2008).

Esse ultimo estudo revelou que o alelo extra era, em geral, o alelo 10 e que ele
segregava independentemente daqueles do l6cus principal do TPO (localizado no cromossomo
2). Foi ainda estimado que o terceiro alelo estaria duas vezes mais freqiente em mulheres do
que em homens, o que permitiu sugerir que o alelo extra estivesse no cromossomo X. Essa
sugestédo foi suportada pelo fato de que homens com trés alelos transmitem constantemente
dois alelos para suas filhas e somente um para seus filhos homens (Lane, 2008).

O padrao tri-alélico do lI6cus TPO possui uma variabilidade de combinacfes de gendtipos
encontrados aleatoriamente durante as analises forenses, nos casos de identificacdo molecular
de pessoas ou durante os testes moleculares de paternidade. A tabela 2 relaciona os diferentes
genatipos tri-alélicos do I6cus TPO ja identificados, registrando o padréo tri-alélico e o nUmero
de vezes em que o gendtipo foi detectado pela andalise dos genétipos de STRs. Em destaque
esta o padrao mais frequiente para o l6cus TPO (8, 10 e 11), o qual ja foi identificado num total
de 19 casos independentes. Esses dados estdo disponiveis na Base de Dados de
STRs:<http://www. cstl.nist.gov/div831/strbase/> e sédo atualizados freqliientemente pelo

Instituto Nacional da Justica dos Estados Unidos da América.
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Tabela 2. Representacdo dos genotipos tri-alélicos do l6cus TPO e suas respectivas
freqgiéncias. Em destaque, esta o gendtipo mais frequente. (Modificado do site

<http://www.cstl.nist.gov/div831/strbase/tri_tab.htm> acessado em 19 de julho de 2009).

Gendtipos tri-alélicos  Frequéncias dos
TPO genotipos?

6, 8, 10

9, 10

10, 11
10,12
8, 10

9, 10

10, 11
9, 10

9,11

10, 11

10, 12
11, 12
10, 11
, 10, 12
10, 10, 11
10, 11, 12
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6- Trissomias do 2p

A sindrome da trissomia parcial do 2p foi descrita pela primeira vez por Francke (1978).
As caracteristicas desta sindrome incluem retardo no crescimento pré e pés-natal, retardo
psicomotor, microcefalia, testa proeminente, hipertelorismo, estrabismo, miopia, micrognatia,
doencas congénitas do coracdo e outros fenétipos mais raros (Aviram-Goldring et al., 2000)
(Tabela 3). Embora aproximadamente 60 casos da trissomia parcial do 2p tenham sido
registrados até hoje (Siffroi et al., 1994; Lurie et al., 1995; Chen et al., 1996; Mérgarbané et
al., 1997; Winsor et al., 1997; Magge et al., 1998), a maioria deles foram produtos de
translocagfes desbalanceadas (Aviram-Goldring et al., 2000). Foi também registrado que a
trissomia parcial do 2p pode ser compativel com um desenvolvimento biolégico normal

(Mérgarbané et al., 1997; Al-Saffar et al., 2000; Bakker et al., 2001).

2 Representa o nimero de vezes que o genétipo foi detectado pela analise dos genétipos de STRs em testes forenses
ou até mesmo os desenvolvidos em laboratério (In-house multiplex).
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7- O caso da familia LTMV

Em 2004 foi realizada a confirmacao de identidade de uma vitima de morte subita,
proveniente de Belém do Para e encaminhada ao Estado do Rio Grande do Sul embalsamada e
em caixao lacrado. No Rio Grande do Sul, Estado de origem da vitima, como rotina do
Laboratério de DNA do Instituto-Geral de Pericias (IGP), foram coletadas amostras de sangue
total dos possiveis sujeitos aparentados a vitima (esposa, filha e filho), com o objetivo de
identifica-la e, finalmente, dar os encaminhamentos oficiais de 6bito e sepultamento. A vitima
foi confirmada ser familiar dos sujeitos testados e, ao observar os perfis genéticos dos
membros da familia, foi verificado paralela e coincidentemente a presenca de trialelia para o
I6cus TPO nas amostras de DNA da esposa e da filha da vitima. Essas duas mulheres
apresentavam desenvolvimento biolégico compativel com a normalidade. Baseados nos dados
preliminares da familia LTMV, e nas publicacfes apresentadas no referencial teérico deste
trabalho, sugeriu-se que o terceiro alelo do I6cus TPO nao fosse um alelo-verdadeiro (i.e., um
terceiro segmento completo de DNA que codificaria para a proteina TPO), e sim apenas uma
duplicacdo do segmento do lécus TPO localizado em qualquer ponto do genoma. Os integrantes
da familia LTMV demonstraram interesse em desvendar a natureza do terceiro alelo do l6cus

TPO.
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Tabela 3. Sumario dos casos de Trissomia parcial de 2p e seus fenétipos, segundo Mégarbané et al., 1997; Aviram-Goldring et al., 2000; Al-

Saffar et al., 2000.

Trissomia 2p pl3- p21l- p2l- p25.1- pl4- p2l- pl2- pl3- pl3- pl3.1- p2l- p21l- p21-
pter p25 p25 p25.3 p23 p24.2 p21 p24 p21 p21 p22 p22 p23

Anomalias gatrointestinais NR NR NR NR - + NR + - + - - +
Anomalias oculares NR NR NR NR - + NR + + NR + - +
Anomalidades genitais - - - - + - NR NR + NR NR - NR
Anomalidades urogenitais NR NR NR NR + - NR NR + + NR - +
Claviculas curtas NR NR NR NR NR NR + NR NR NR NR NR NR
Defeitos cardiacos + + - NR + - + + - + - - +
Hérnia diafragmatica - - + - - - NR NR NR NR NR NR NR
Hipertelorismo + + + + + + NR + + NR - + +
Hipoplasia maxilar + NR - - - + NR NR NR NR NR NR NR
Hipoplasia pulmonar + + + - - - NR NR - + - - NR
Hipotonia - - - - - + NR NR - NR - + NR
Implantagdo baixa da orelha NR NR NR NR + + + - NR + - + +
Longos dedos das méaos e dos pés NR + + + - - NR NR - NR NR + +
Mandibulas pequenas NR - NR NR + + + NR NR NR NR NR +
Microcefalia NR - - NR + + NR + + - - + +
Moleira aberta NR NR + NR + + NR NR - NR NR NR NR
Osso occipital achatado - - NR - - - NR NR NR NR NR + NR
Pescocgo curto + NR - - - + NR NR + NR NR NR NR
Ponte nasal achatada + + + - + + + + + NR - + +
Retardo psicomotor NR NR NR - + + + - + NR + + +

Legenda: p: braco curto do cromossomo 2; ter: regiao terminal do braco curto do cromossomo 2; +: presenca; -: auséncia; NR: nao

registrado.
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OBJETIVO

Realizar um estudo aprofundado no maior nimero possivel de individuos pertencentes a

familia LTMV para:

Avaliar se ha trissomia parcial do braco curto do cromossomo 2.

Identificar a que categoria de trialelia (Tipo 1 ou Tipo 2, segundo Calyton et al., 2004)
pertence o padréo trialélico detectado.

Identificar qual dos trés alelos positivos para o STR TPOX é o alelo extra (terceiro alelo).
Identificar se a segregacao do terceiro alelo € dependente de algum dos alelos verdadeiros,
0s quais sao proprios do cromossomo 2.

Identificar se o tipo de heranca do terceiro alelo é autossémica ou € ligada ao sexo

(cromossomo X).
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ABSTRACT

Alleles at the TPOX STR locus have different numbers of a four-nucleotide repeat motif
arranged in tandem. Although tri-allelic genotypes are generally rare, the TPOX tri-allelic
pattern has a higher frequency, varying widely among populations. Despite this, there are few
accurate reports to disclose the nature of the TPOX third allele. In this work we present data
obtained from 45 individuals belonging to the same family, in which there are cases of tri-
allelic TPOX genotypes. The studied subjects were apparently healthy with a normal biological
development. We noticed six tri-allelic cases in this family, and all of them were women. In
this genealogy the tri-allelic cases all had a 8; 10; 11 genotype, probably due to three copies
of the TPOX STR sequence in all cells (Type 2 tri-allelic pattern). Karyotype analysis showed no
occurrence of partial 2p trisomy. It was observed that both the alleles 8 and 11 of tri-allelic
individuals were able to segregate independently. We suggest that allele 10 is the extra allele
and that its insertion took place far from the main TPOX locus. This was the first study that

included a pedigree analysis in order to understand the nature TPOX tri-allelic pattern.

KEYWORDS: Family pedigree / STR / Tri-allelic pattern / TPOX
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INTRODUCTION

A forensic paternity test follows simple Mendelian inheritance where the child inherits
one allele from the mother and another from the father at every locus. Rare events, such as
point mutations in primer binding regions, mutations due to slippage and other events such as
gene conversion and copy number variation (CNVs)* can occasionally cause an aberrant result,
including an abnormal number of alleles, which seemingly break the rules of inheritance 2.
Clayton et al.® have distinguished two types of tri-allelic pattern. Type 1: Has two alleles whose
intensity (after PCR amplification) is different to that of a third and Type 2: which manifests as
three peaks of more or less equal intensity. Type 1 is believed to be the result of a mutation in
an early somatic cell while Type 2 is thought to represent a constitutional chromosomal
rearrangement. Although tri-allelic genotypes are generally rare, data presented on the
STRBase website (http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase) indicate that short tandem
repeats (STR) tri-allelic genotypes can be unusually frequent in the TPOX human STR locus.
Alleles at the TPOX locus have different numbers of a four-nucleotide repeat motif arranged in
tandem.* Therefore, TPOX polymorphism is widely used for paternity testing and personal
identification and is one of the FBI's CODIS STR loci.®> The TPOX tri-allelic profiles are due to a
duplication of the STR segment and flanking regions recognized by the TPOX primers.

For more than a decade, TPOX tri-allelic genotypes have been reported with a widely
varied frequency among human populations. In 1999, Crouse et al.® reported 18 tri-allelic
genotypes in a sample of over 10 000 individuals drawn from Alabama, USA, which is
equivalent to a frequency of 0.18% (18/10 000). Later, Huel et al.” typed 32 800 individuals
from Bosnia, Kosovo and Serbia, but found only one subject with a TPOX tri-allelic genotype
(8; 11; 12) (1/32 800; 0.003%). In contrast, more than 2% of indigenous South Africans
exhibit tri-allelic TPOX genotypes: 165 tri-allelic genotypes (116 females and 49 males) were
found among 6827 black South Africans (3 399 females and 3 428 males).® In the same year,
Fridman et al.® analyzed 561 unrelated individuals (410 females and 151 males) from Brazil
and observed one occurrence of a tri-allelic pattern at the TPOX locus (8; 9; 10) (1/561;

/. 10

0.2%). In contrast, Poiares et a typed 12 886 unrelated individuals from Brazil and were

unable to find any TPOX tri-allelic genotype.
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As pointed out by Clayton et al.®, a Type 2 tri-allelic pattern may result from a
chromosomal duplication and, in this case, it may be associated with severe clinical
syndromes.? However, the partial maternal isodisomy for chromosome 2p (2pter - 2p12) that
also produces a tri-allelic pattern may be compatible with a minimal influence on normal
development.* In this context, Muna Al-Saffar et al. ** have shown a 7-month-old well-
developed girl with the karyotype 46, XX, der(13) t(2;13)(p23;p11.2).ish der(13)(wcp2+)de
novo. A chromosome painting strategy confirmed that the additional segment on 13p was of
chromosome 2 origin, resulting in trisomy of 2p23-2pter. Megarbane et al.™® also demonstrated
that the partial trisomy of 2p was compatible with adulthood.

Another possibility is that the third TPOX allele may not be linked to chromosome 2.
Lane showed that two thirds of the TPOX tri-allelic adults were females, and TPOX tri-allelic
fathers only transmitted the TPOX tri-allelic genotype to their daughters.  With this evidence,
he suggested that the inserted allele was on an X chromosome. Despite the substantial
frequency of the TPOX tri-allelic pattern, the nature of the third allele is still poorly understood.
In this work we present data obtained from 45 individuals of the same family where there were
cases of TPOX tri-allelic pattern, and employ these data to investigate the underlying

inheritance of the third allele detected at this locus.
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MATERIAL AND METHODS

The 45 studied subjects were born and are living in four different cities in the Rio
Grande do Sul State, southern Brazil. Blood samples were collected on FTA cards and DNA was
extracted from blood spots using the manufacturer’s protocols.

A total of 0.5—-1.0 ng of DNA was used to amplify the STR loci (D8S1179, D21S11,
D7S820, CSF1PO, D3S1358, THO1, D13S317, D16S539, D2S1338, D195433, VWA, TPOX,
D18S51, D5S818, and FGA) with the AmpFISTR® Identifiler™ Amplification kit (Applied
Biosystems, Foster City, USA), following the manufacturer’s instructions, followed by analysis
on a capillary ABI 3130x/ Genetic Analyzer.

A high-resolution karyotype (= 550 bands) was obtained from lymphocytes through the
modified technique of Yunis.** Briefly, this includes a cell culture for 72 hours of lymphocytes
stimulated with phytohemagglutinin, synchronization with the use of methotrexate / thymidine
and stained with GTG. Twenty five metaphase plates per case were analyzed with the aid of a

Zeiss Axioskop microscope.

This project was approved by the Research Ethics Committee of the Pontifical Catholic
University of Rio Grande do Sul (Tel. 55+51+33203345; protocol #09/04688) and the
informed written consent or assent to participate was obtained from all subjects or their

surrogates.

RESULTS AND DISCUSSION

The 45 studied subjects were apparently healthy and normally developed. Figure 1
shows the family pedigree with the DNA profiles of the TPOX STR locus. We noticed six tri-
allelic cases in this family, and all of them were women. Detailed analysis of the tri-allelic
subgroup in the family pedigree (Figure 1) revealed some important points:

1- In case there was a partial 2p large (=3Mb) duplication, located on the same

chromosome 2 or elsewhere in the genome, it should be clearly viewable with a karyotype

20



assessment. Since partial isodisomy for chromosome 2p might be compatible with minimal

d, 1213 we carried out a

influence on normal development and/or compatible with adulthoo
karyotype analysis in the cells of female 11-4 to test a probable partial trisomy of chromosome
2. However, no trisomy of the 2p large segment was apparent in the GTG-Banded normal
karyotype of this female (Figure 2). A more accurate chromosome assessment (to view <3Mb
bands), for example, by the FISH with fluorescent probes for 2p, however, could reveal
information that was hidden in the simpler system that we used.

2- In order to identify the type of the tri-allelic pattern, we showed in the Figure 3 a
TPOX STR profile (depicted by the GeneMapper® ID version 3.2 software of the ABI 3130x/
Genetic Analyzer). The three peaks shown here and in the other five cases have approximately
equal areas as described by Lukka et al.? They are compatible with Type 2 pattern as defined
by Clayton et al., that reflects the presence of three copies of the STR sequence in all cells,
and not to the Type 1 pattern, that results from mutation in sporadic somatic cells.

3- Interestingly, the six tri-allelic females possessed alleles 8; 10; 11. Observing the
generations | and Il, we may detect that allele 8 had independent segregation (see I1-12 in
Figure 1). We examined the DNA profile of individual 1V-6 since this boy could have three
TPOX alleles with a possible concomitant homozygosity of alleles 8 or 10. Figure 4 shows that
his DNA yielded two even TPOX peaks which indicats that he has equal doses of alleles 8 and
10 and not a double dose of either. It is possible that the mother 111-9 transmitted allele 8 to
her 1V-6 son and the father transmitted his allele 10. Looking at generations Il and 111, the
allele 11 also segregated independently of the two other alleles (see I11-7; 111-11; 111-13; 111-
14 in Figure 1). All these data may indicate that the duplicated TPOX segment is not
necessarily linked to a chromosome 2 as suggested by Lane ® and Diaz et al.*®

4- Lane 8, corroborated by Diaz et al.*®, proposed that the extra allele was allele 10,
because the freqyency of allele 10 was greatly elevated in the sample of tri-allelic individuals
and whenever a tri-allelic individual had a tri-allelic child; allele 10 was one of the two alleles
transmitted by that parent. Lane® also presented evidence that the non-allele 10 alleles of tri-
allelic genotypes segregate independently of allele 10. Our results support this hypothesis.

5- The study by Lane suggested that the inserted allele was on an X chromosome.?®

However, our results neither support or refute this hypothesis, since there is the possibility of
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segregation of the third allele (allele 10) either as X-linked or as an autosomal chromosome
(Figure 5). If the third allele (allele 10) is located on an X chromosome then Figure 1 suggests
that the father of individuals 11-4, 6, 8, 10, 12 and 14 may have been the transmitting parent
because his female children all have the tri-allelic genotype and neither of his two sons has. To
support or reject the hypothesis that the third allele is X-linked, it will be necessary to conduct
a study with specific X-linked markers.

6- The relatively common X-linked third allele 10 found in South African populations
must have arisen before the start of the Bantu expansion.? The same case was verified in a
more recent population originated from African slaves.'® Although the Southern Brazilian
population has an African genetic component, the family we studied appears to have an
European origin only. The ethnic characteristics that typically are Caucasian (e.g., face shape,
and color of skin, eyes, and hair) of each subject were noted by the researchers. The subjects
also reported having Caucasian ancestry, mainly of Italian origin. Brazil was discovered and
colonized by the Portuguese at the beginning of the 16th century. In the same century, the
slavery of African (mainly Bantu and Yoruba) individuals was introduced. After the eighteenth
century, other people have migrated to Brazil, mainly from Portugal, Italy, and Germany.
Nowadays, the general Brazilian genetic structure is considered to be quite complex and the
different population groups can be classified according to their ethnicity in European derived,
African-derived, Brazilian Mulattos, and Asian-derived.'® The admixture process happened
diversely in different geographic regions, with a more pronounced Native American
contribution in the North, a high African contribution in the Northeast, and a relatively low
Native American and African contributions in the South. The admixture in Brazil has been
assessed using different marker types, showing a clearly biased process involving
predominantly descendents from European men and both Native American and African
women.’ To support or reject the hypothesis that the third allele has an African origin, it may
be necessary to compare its site of insertion and haplotypic background with the African type
and possibly study the family using ancestry markers.

In this genealogy the tri-allelic pattern is due to three copies of TPOX STR sequence in
all cells (Type 2) and is not the result of overt partial 2p trisomy. All six tri-allelic cases had a

8; 10; 11 genotype and alleles 8 and 11 appeared to segregated independently. We suggest
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that the allele 10 is the extra allele and that its insertion took place far from the main TPOX
locus. Additionally, it will be necessary to carry out a study with specific markers in order to

support or reject the hypothesis that the third allele is X-linked and of African origin.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1

Family pedigree with the DNA profiles of the TPOX locus. Roman numerals show the five
generations of this family. Females are represented by circles. Males are represented by
squares. Shaded circles indicate women with tri-allelic genotype. Numbers within the symbols
(circles and squares) indicate each subject. Numbers outside the symbols indicate the

individual's genotype for the TPOX STR locus.

Figure 2

High-resolution karyotype analysis of lymphocytes from female 11-4 stained for GTG.

Figure 3
Tri-allelic TPOX genotype as depicted by the ABlI GeneMapper3.2 software. The three TPOX

STR peaks represent alleles 8, 10 and 11.

Figure 4
Normal bi-allelic TPOX genotype of boy 1V-6 depicted by ABI GeneMapper3.2 software. No

homozygosis in alleles 8 or 10 was observed.

Figure 5

In this detail from Figure 1 is shown the two possibilities of segregation of the third allele
(allele 10) as an X-linked or an autosomal locus. Roman numerals show the generations and
the numbers within the symbols indicate each subject. Outside the symbols indicate: [A: 10/-]
inheritance of allele 10 in a suposed autosomal locus; [X: 10/-] inheritance of allele 10 in a
suposed X-linked locus; [A: -/-] absence of allele 10 in autosomal loci; [X: -/- and X: -]

absence of allele 10 in X-linked loci.
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CONSIDERACOES FINAIS

Esse é o primeiro estudo que inclui uma analise de pedigree com a finalidade de
entender a natureza de casos de trialelia do locus TPOX. Com o presente estudo foi possivel
concluir que o padréo tri-alélico encontrado na familia em estudo apresenta picos com igual
intensidade e esta relacionado com um rearranjo cromossémico caracterizado como Tipo 2 o
que reflete, segundo Clayton et.al. (2004), a presenca de trés copias da sequéncia do STR
TPOX em todas as células e ndo em um grupo particular de células decorrentes de mosaicismo
ou quimerismo celular. O genétipo encontrado nos individuos com trialelia foi sempre 8;10;11.
Foi verificado que os alelos 8 e 11 segregam de forma independente, o que permitiu apoiar a
hipétese de Lane (2008), a qual indica o terceiro como sendo o alelo 10. Nos estudos de Lane
(2008) foi sugerido que o alelo extra estava inserido no cromossomo X, mas nossos resultados
nédo foram capazes de corroborar e nem de rejeitar esta possibilidade, dado que tanto a
hipotese de heranca autossémica como a de heranca ligada ao X puderam ser aceitas. A
origem de ancestralidade do alelo 10, considerada por Lane (2008) como sendo Africana,
também ndo pode ser constatada em nosso estudo dado que a familia LTMV relatou ter
ancestralidade unicamente européia.

Como perspectivas para ampliar esse estudo, estdo em andalise tanto marcadores
ligados a cromossomo X, os quais permitirdo um estudo de desequilibrio de ligagdo com o
suposto terceiro alelo da TPO (alelo 10), como marcadores especificos de ancestralidades
étnicas. Estes estudos seréo realizados em colaboragdo com o professor Sidney Santos do
Laboratério de Genética Humana e Médica da Universidade Federal do Para. Neste sentido, ja

estdo em andamento analises usando 33 marcadores INDEL-X e 12 Marcadores de STR-X.
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