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Otimizacio de metodologia PCR-SSP para identificacio de polimorfismos

genéticos de TNF e IL2

Optimization of the PCR-SSP methodology in the identification of TNF and

IL2 genetic polymorphisms

Danilo A. S. Franceschi'
Dangelo O. Viel?

Ana Maria Sell?

Luiza T. Tsuneto®
Jeane E. L. Visentainer®

Introdugao

A andlise de polimorfismos unicos de nucleotideos (SNPs) de citocinas pode ser util em
estudos de frequéncias alélicas e genotipicas em populagoes saudaveis de diversas
regioes, em estudos de associagdo com doengas infecciosas ou autoimunes, em estudos
antropologicos e na evolugdo pos-transplante. Estes SNPs podem ser avaliados por
diferentes métodos moleculares. O objetivo deste estudo foi aperfeicoar uma metodologia
PCR-SSP simples e rapida para a genotipagem de trés SNPs de citocinas usando um
unico teste laboratorial. Para a identifica¢do de IL2-330T/G e IL2+166G/T foram
utilizados dois procedimentos na mesma genotipagem, cada um baseado no uso de
quatro iniciadores. Para a detec¢do de TNF-238G/A foram utilizados dois iniciadores
que amplificam a guanina e adenina na posi¢do -238. Este estudo permitiu aperfeicoar
um método simples e rapido para identificar trés SNPs de citocinas num unico teste,
podendo ser utilizado em qualquer laboratorio de biologia molecular, como alternativa
ao uso de kits de alto custo. Rev. Bras. Hematol. Hemoter. 2009;31(4):241-246.

Palavras-chave: Citocinas; IL2; metodologia; polimorfismos unicos de nucleotideos;
TNE

cinas.*'" A maioria deles sdo do tipo polimorfismos tinicos
de nucleotideos (SNPs) em regides promotoras € no proprio

Citocinas sao participantes efetivos na patogénese de
diversas doengas, como cancer, doengas metabolicas,
infecciosas ¢ autoimunes, assim como em condigdes infla-
matorias.'”® Elas também s3o mediadores de respostas
imunologicas produzidas em situagdes de rejeicdo e doenca
do enxerto contra o hospedeiro (DECH), ap6s transplante de
orgaos solidos’ e células progenitoras hematopoéticas,’ res-
pectivamente.

Estudos de genes de citocinas mostraram que diversos
polimorfismos em regides reguladoras destes genes podem
ser responsaveis por alteragdes na produgdo destas cito-

éxon, além de microssatélites em regides intronicas.

Varios estudos mostraram a importancia dos SNPs na
ocorréncia de doengas infecciosas,'? autoimunes,'* no curso
do transplante'*'® e no estudo de frequéncias alélicas popu-
lacionais.'** A associagdo de SNPs com doengas humanas
tem um grande potencial para a direta aplicagao clinica, por
prover novos e mais acurados marcadores genéticos para o
diagnostico e prognostico e, possivelmente, para novos al-
vos terapéuticos.

Varios métodos baseados na PCR (polymerase chain
reaction) foram desenvolvidos e utilizados para detecgdo
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destes polimorfismos: a metodologia RFLP (restriction
fragment length polymorphism), que utiliza enzimas de
restri¢do,'> o método SSOP (sequence-specific
oligonucleotide probes), que permite a amplificacdo do gene
e a hibridizagdo de alelos especificos com sondas marcadas’
e atécnica de SSP (sequence-specific primers), a qual faz uso
de iniciadores especificos para a sequéncia de nucleotideos
do alelo polimorfico.?!

O objetivo deste estudo foi aperfeicoar uma técnica
PCR-SSP de facil e rapida execugdo para a genotipagem de
trés SNPs de citocinas num unico teste.

Material e Métodos

Amostras de DNA

Os DNAs usados durante a padronizagdo da meto-
dologia foram obtidos de células do sangue periférico de
dois voluntarios do Laboratério de Imunogenética de nos-
sa institui¢do, usando o kit de extracdo EZ-DNA (Biological
Industries®, Kibbutz Beit Haemek, Israel) de acordo com
as instrucdes do fabricante. Amostras de DNA de seis indi-
viduos portadores de genotipos conhecidos dos genes TNF
e /L2 foram cedidas por um laboratério brasileiro (Universi-
dade Federal do Parana, Curitiba, Brasil) e um da Inglaterra
(Department of Histocompatibility and Immunogenetics,
London, England) para validagdo do método. As concen-
tracdes de DNA foram determinadas por meio de um espec-
trofotometro (Perkin-Elmer®, SP, Brasil) ¢ corrida em gel de
agarose a 2,5%. Apos a extragdo, o DNA foi mantido a tem-
peratura de -20°C até o momento do uso.

Posteriormente, o método foi utilizado na genotipagem
de 102 amostras de individuos saudaveis nao aparentados
em um estudo publicado recentemente,'® as quais foram obti-
das com o kit de extracdo EZ-DNA (Biological Industries®,
Kibbutz Beit Haemek, Israel).

Protocolo de genotipagem PCR-SSP de trés SNPs de

citocinas e validagdo

Os genotipos para os genes TNF e IL2 foram determi-
nados utilizando-se a técnica PCR-SSP, com sequéncias es-
pecificas de iniciadores sintetizados pela Invitrogen® (SP,
Brasil). O método foi validado pela completa concordancia
com as amostras de genotipagens conhecidas, fornecidas
por dois laboratorios distintos de histocompatibilidade (7NF-
238GG, GA,AA ¢ IL2-330GG TG, TT).

Neste estudo, estabelecemos esta mistura de reagao:
100-150 ng/uL de DNA, 0,2 mM de dNTPs, 2 mM de MgCl,,
1X tampdo PCR (Invitrogen®, SP, Brazil), 0,5U de Taq
polimerase (Invitrogen®, SP, Brazil) e iniciadores (Tabelas
1-3). Todas as amplifica¢des (13 pL PCR) foram realizadas
em um termociclador 9600 da Perkin-Elmer® (SP, Brasil): um
ciclo de 96°C (130s), um ciclo de 63°C (60s), nove ciclos de
96°C (10s) e 63°C (60s), vinte ciclos de 96°C (10s), 59°C (50s)
e 72°C (30s).
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Tabela 1. Volumes de reacdo recomendados e
concentragdes finais de componentes da PCR para a
detecgédo do polimorfismo I1L2-330

Componentes Volume (ML)  Concentracéo Final
Tampé&o de reagéo 10X 1,3 1X
MgCl,, 50 mM 0,8 2mM
dNTP, 2 mM 1,3 0,2mM
Iniciador P1, 7,7 uM 15 888 nM
Iniciador GR, 7,7 uM 15 888 nM
Iniciador P5, 1,54 uM 1,3 154 nM
Iniciador TF, 1,54 uM 26 308 nM
Taq polimerase, 5 U/uL 0,1 05U
DNA (100-150 ng/uL) 1,3 10-15 ng/ uL
Agua livre de nucleases 13

g.s.p.

P1: TGAAACAGGAAACCAATACACT
GR: AACTCAGAAAATTTTCTTAGTCC
P5: CAAGACTTAGTGCAATGCAAG
TF: TCACATGTTCAGTGTAGTATTAT

Os produtos amplificados de PCR foram, entdo,
visualizados pela eletroforese no gel de agarose a 2,5% com
brometo de etideo e fotodocumentados com o equipamento
BioDoc-It" Imaging System (UVP Upland, CA, USA).

Detecgdo dos polimorfismos T/G e G/T nas posigoes

-330 e +166, respectivamente, do gene IL2

A deteccdo do polimorfismo de /L2 (-330 G/T) baseou-
se em um conjunto de quatro iniciadores de acordo com
Reynard et al.,*' com modificagdes (Tabela 1). Na presenga
da guanina no produto do sitio polimérfico, os iniciadores P1
e GR produzem um produto de 143pb, enquanto os iniciado-
res P5 e TF produzem um produto de 447pb se a timina esti-
Ver presente.

Para a identificagdo dos polimorfismos de /L2 (-330T/G,
+166G/T), selecionamos outro método alelo-especifico base-
ado na PCR, o qual permitiu a genotipagem destes dois SNPs
em conjunto (Tabela 2). Nesta técnica, foram utilizados inici-
adores descritos no Manual for Cytokine Genotyping by the
PCR-SSP Method desenvolvido durante o 13" International
Histocompatibility Workshop and Conference (Seattle, USA,
2002).2 Os iniciadores 1 e 4 amplificam a timina na posi¢ao -
330 e guanina na posi¢@o +166 e produzem um fragmento de
562pb. Os iniciadores 2 e 5 amplificam a guanina na posi¢ao
-330 e a guanina na posigdo +166 e produzem um fragmento
de 564pb. Os iniciadores 2 e 6 amplificam a guanina na posi-
¢do -330 e timina na posi¢ao +166 ¢ produzem um fragmento
de 569pb. Os iniciadores 3 e 6 amplificam a timina na posigao
-330 e a timina na posi¢@o +166 e produzem um fragmento de
569pb. Um par de iniciador controle que amplifica uma parte
do éxon 3 do gene de HLA-B ¢ produz um fragmento 256pb
foi adicionado em todos os tubos.
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Tabela 2. Volumes de reagéo recomendados e concentragdes finais de componentes da PCR
para a detecgéo dos polimorfismos /L2-330/+166

Componentes Volume Concentracdo Volume Concentracdo Volume Concentracdo Volume Concentragéo
(uL) Final (ML) Final (ML) Final (ML) Final

Tampao de reagédo 10X 1,3 1X 1,3 1X 1.3 1X 1,3 1X
MgCl, 50 mM 0,8 2mM 0,8 2mM 0,8 2mM 0,8 2mM
dNTP, 2 mM 1,3 0,2 mM 1,3 0,2 mM 1,3 0,2 mM 1,3 0,2 mM
P1, 8 uM 26 1,6 uM - - - - - -
P2, 8 uM - - 1,3 800 nM 3,9 2,4 uM - -
P3, 8 uM - - - - - - 13 800 nM
P4,8 uM 1,3 800 nM - - . B ) B
P5, 8 uM - - 1,3 800 nM - - - -
P6, 8 uM - - - - 3,9 2,4 uM 13 800 nM
C1,5uM 0,26 160 nM 0,26 160 nM 0,26 160 nM 0,26 160 nM
C2,5uM 0,26 160 nM 0,26 160 nM 0,26 160 nM 0,26 160 nM
Taq polimerase (5U/uL) 0,1 05U 0,1 005U 0,1 0,5U 0,1 0,5U
DNA (100-150 ng/uL) 1,3 10-15 ng/pL 1,3 10-15 ng/pL 1,3 10-15 ng/pL 13 10-15 ng/pL
Agua livre de nucleases q.s.p. 13 13 13 13

P1: ACAATATGC TAT TCACAT GTT CAG TGTAGT TTT AT

P2: ACAATATGC TAT TCACAT GTT CAG TGTAGTTTT AG

P3: CAC AATATG CTATTC ACATGT TCAGTG TAG TTT TAT

P4: TTAATT CCATTC AAAATC ATC TGT AAATCC AGC

P5: ATT AAT TCC ATT CAAAAT CAT CTG TAAATC CAG C

P6: ACT TAC ATT AAT TCC ATT CAAAAT CAT CTG TAAATC CAGA
C1:ATGATGTTGACC TTTCCAGGG C2: TTC TGTAACTTT TCATCAGTT GC

Tabela 3. Volumes de reagéo recomendados e concentragdes finais de componentes da PCR para a
deteccgéo do polimorfismo TNF-238

Componentes Volume (ML)  Concentragéo Final Volume (uL)  Concentragéo Final
10X Reaction Buffer 1,3 1X 1,3 1X
MgCl2, 50 mM 0,8 2mM 0,8 2mM
dNTP, 2 mM 1,3 0,2mM 1,3 0,2mM
C1,5uM 1,3 500 nM 1,3 500 nM
D, 5uM 1,3 500 nM 1,3 500 nM
712, 5 uM 26 1uM - -
713,5 uM - - 26 1M
Taq polimerase, 5 U/pL 0,1 0,5U 0,1 0,5U
I;)NA (100-150 ng/pL) 1,3 10-15 ng/uL 1,3 10-15 ng/pL
Agua livre de nucleases q.s.p. 13 13

712: GAAGCA CCC CCT CGG AAT CG
713: GAAGCA CCC CCT CGG AAT CA
C1: TCT CGG GTT TCTTCT CCATCG
D: GAG TCT CCG GGT CAG AAT GA

Detecgao do polimorfismo G/A na posi¢do -238 do res foram preparados, um para a amplificagdo de um produto

gene TNF com guanina na posi¢do - 238 (712) e outro com adenina

Nos selecionamos um método alelo-especifico basea- (713), de acordo com Fanning et al. (1997).?* Incluimos dois
do na PCR para a detecg@o do polimorfismo genético na re- controles (C1 e D) em todas as rea¢des. Os iniciadores 712 e
gido promotora de TNFA-238 (G/A) com algumas modifica- 713 produzem um fragmento de 104pb e C1 e D amplificam um
¢des.? Detalhes podem ser vistos na Tabela 3. Dois iniciado- fragmento de 532pb.
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RResultados e Discussao

A fonte mais abundante de variagdo genética no
genoma humano é representada pelos SNPs, os quais podem
contribuir para a susceptibilidade a doengas comuns e pro-
ver informagdes mais acuradas que facilitardo o diagnodstico
precoce, prevencao e tratamento destas doengas humanas.

Neste estudo, houve a possibilidade de desenvolvi-
mento de um método PCR-SSP de genotipagem de trés SNPs
num Unico teste, cujo resultado apods a corrida em gel de
agarose pode ser visualizado pela foto realizada em camera
polaréide (Figura 1).

Os SNPs escolhidos foram aqueles referentes a posi-
¢do -238 do gene TNF e -330/+166 do gene IL2. Alguns
destes SNPs ja foram associados com a sintese das citocinas
pro-inflamatorias 1L-2'° e TNF-0..* Estas citocinas sdo im-
portantes mediadores de respostas imunologicas e inflama-
torias frente a varias situagdes de doengas® 2 e complica-
¢des pos-transplante.>*

A distribuicao dos genotipos e alelos de 102 doadores
de medula 6ssea saudaveis, provenientes do estado de Séo
Paulo, determinados por este método, pode ser vista na Ta-
bela 4. Para TNF-238, o genotipo homozigoto GG foi o mais
frequente, enquanto para /L2-330 e /L2+166 foram os
genotipos heterozigotos TG e GT, respectivamente.

O gene do TNF esta localizado no cromossomo 6, na
regido do complexo principal de histocompatibilidade. O SNP
localizado na posigdo -238 da regido promotora do gene 7NF
ja foi associado com varias doengas, tais como o lupus erite-
matoso sistémico,* psoriase,* hepatite B,*' pénfigo folidceo™
e doenga do enxerto contra o hospedeiro ap6s o transplante
de células progenitoras hematopoéticas.'®

2652pb
800pb

350pb

50pb

Os numeros entre parénteses representam as reagdes com
iniciadores para a amplificagéo de: (1): Ladder (Invitrogen, SP,
Brasil); (2): IL2-330, bandas especificas para G (447pb) e A(143pb).
(3-6): IL2-330/+166, banda do controle de parte do gene de HLA-B
(256pb) em todos e bandas especificas para T/G (562pb), G/G
(564pb), G/T (569pb) e T/T (569pb), respectivamente. (7,8) TNF-
238, banda do controle de 532pb e bandas especificas para G e A
(104pb), respectivamente.

Figura 1. Produtos PCR visualizados por separacéo eletroforética
em gel de agarose

Tabela 4. Frequéncias genotipicas e alélicas de TNF-238 e
/L2-330/+166 em uma populagéo saudavel de doadores de medula

Gene Genétipo/ Alelo Frequéncias
n %
N =102
TNF-238 GG 80 78,4
GA 22 21,6
AA 0 0
G 182 89,2
A 22 10,8
N =102
IL2-330 T 36 353
TG 66 64,7
GG 0 0
T 138 67,6
66 32,4
N =99
IL2+166 GG 20 20,2
GT 79 79,8
T 0 0
119 60,1
T 79 39,9

Embora uma exata influéncia da variante TNF-238A na
producdo de TNF-0. ndo esteja completamente estabelecida,
a localizagao deste polimorfismo na regido reguladora sugere
que ele possa estar associado com uma maior producao des-
ta citocina.*

O gene /L2 esta localizado no cromossomo 4, sendo
que dois SNPs, um na posi¢do -330 e o outro na posigdo
+166, foram descritos.'* O SNP na posigéo -330 foi relaciona-
do a produgdo aumentada de IL-2 em individuos homozigotos
GG quando comparados com homozigotos TT. Este poli-
morfismo foi encontrado estar associado a varias doengas®**
e a complicagdes pos-transplante.'®**¢ O polimorfismo na
posicao +166 ¢ uma mutacao silenciosa, ou seja, ndo afeta a
sequéncia de aminoacidos.

Conclusoes

Este estudo permitiu a padronizagdo de uma técnica
PCR-SSP de genotipagem simultanea de trés polimorfismos
unicos de genes de citocinas de facil e rapida execugdo. O
método podera ser aplicado em estudos populacionais de
frequéncias de SNPs e em estudos de associagdes com do-
engas e complicagdes pos-transplante por laboratorios de
Biologia Molecular.
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Abstract

The analysis of cytokine single nucleotide polymorphisms (SNPs)
can be useful in studies of allelic and genotypic frequencies in
healthy populations from different regions of Brazil, in association
studies of infectious or auto-immune diseases, in anthropological
studies and in studies on post-transplant evolution. These SNPs
can be assessed by different molecular methods. The objective of
this study was to improve a simple and fast methodology, PCR-
SSP, for the genotyping of three cytokine SNPs using a single
laboratorial test. To identify IL2-330T/G and IL2+166G/T, two
procedures were used in the same genotyping assay, each one
based on the use of 4 primers. To detect TNF-238G/A, two primers
were used that amplify guanine and adenine at position -238.
This study enabled the improvement of a simple and fast method
for identifying three cytokine SNPs in a single test, which can be
adopted in any Molecular Biology laboratory as an alternative
to the use of expensive kits. Rev. Bras. Hematol. Hemoter. 2009;
31(4):241-246.

Key words: Cytokines; IL2; methodology; single nucleotide
polymorphisms,; TNF.
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