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PREFACIO

Esta tese de doutorado é composta por trés estudos independentes e
nao correlacionados. Por este motivo, as normas para apresentagédo de
documentos cientificos foi aplicada de forma individual, ou seja, cada estudo
possui sua propria introducdo, objetivo, materiais e métodos, resultados,
discussao, conclusao e referéncias. Precedendo os estudos existe um sumario,
um glossario e lista de abreviaturas unificados, ou seja, referentes aos trés
estudos.

O primeiro estudo, onde estudamos a farmacologia do receptor do
horménio tiroidiano, trata-se da continuagdo da minha dissertagcdo de mestrado
realizada junto ao programa de poOs-graduagdo em ciéncias da saude. Nele
investigamos a importancia da isoleucina 280 do TRB1 na interagdo com o
correpressor SMRT e com os coativadores SRC1 e GRIP. Para isso a
isoleucina 280 foi substituida por uma arginina (I280R), metionina (1280M), ou
lisina (1280K). Para complementar nossas conclusdes utilizamos um mutante
descrito na sindrome de resisténcia ao horménio tireoidiano, F451X, que néo
possui a hélice 12 e que se interage avidamente aos correpressores. Nossos
resultados demonstraram que o residuo 1280 € critico para a interagdo entre
TRB1 com correpressores (SMRT) e coativadores (GRIP1 e SRC-1). A
presenca de um aminoacido hidrofébico € fundamental para que ocorra o
fechamento da hélice 12 sobre as hélices 3 e 5-6, permitindo a interacdo com
0os coativadores. Por outro lado, para se interagir com correpressores, a
substituigdo da isoleucina por outro aminoacido hidrofébico (metionina) nao foi
suficiente para manter a interacdo do TRB1 com o correpressor SMRT,
sugerindo propriedades especificas da isoleucina.

No segundo estudo, demonstramos uma nova mutagdo no sitio de
splicing do gene do hormoénio luteinizante (LH). Este trabalho foi publicado na
“The New England Journal of Medicine” e divido a primeira autoria com a
endocrinologista Adriana Lofrano-Porto. Neste estudo, além de descrevermos
uma nova mutagao, substituicdo de uma guanina (G) por uma citosina (C), em
homozigose, na posi¢céo +1 do intron 2 (IVS2+1G>C); ela foi documentada em
dois homens e também pela primeira vez, em uma mulher. Estudando
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leucédcitos dos pacientes observamos que a mutagcdo modificou o splicing do
gene do LH, gerando um RNA mensageiro aberrante. A proteina sintetizada
nao possui regides importantes para sua dimerizacdo correta com a
subunidade alfa do LH e assim n&o pode ser secretada, dando origem entdo a
condigdo patoldgica de deficiéncia seletiva de LH nos pacientes. Neste caso,
minha tese dara enfoque a parcela do estudo que executei, ou seja, os
experimentos moleculares.

Por fim, no terceiro estudo, utilizamos a determinagdo da atividade da
luciferase como um novo método para medida in vitro de interacdo proteina-
proteina. Esse ensaio é uma variacdo do método de glutationa-S-transferase
(GST) “pull-down”, que & um dos principais métodos para analise in vitro de
interacbes proteina-proteina. Este ensaio consiste em incubar uma proteina
‘isca” (fusionada ao GST e imobilizada em particulas pesadas) com uma
proteina “presa” (radiomarcada). Se ocorrer interagao entre as duas proteinas,
ao centrifugarmos a amostra, a proteina “isca” sera preciptada e trara junto a
proteina “presa”. Em seguida, para avaliar a interacéo, realiza-se a analise do
precipitado em SDS-PAGE que ird mostrar, por autoradiografia, a presenca ou
a auséncia da proteina “presa”. Esse ensaio € de custo elevado, demorado e
demanda uso de radioativo. Nosso novo método, GST “light pull-down” substitui
a proteina radioativa por uma proteina fusionado a luciferase, enzima que
quando age sobre seu substrato, a luciferina, e emite luz. Nesse sentido, a
medida da quantidade de luciferase precipitada, correspondera a interacao
entre duas proteinas. Esse novo método possui as seguintes vantagens:
diminui o tempo necessario para avaliagao da interacdo proteinas de 16-52
horas para 50-70 minutos; dispensa o uso de proteinas radioativas; reduz o
custo financeiro e por esses motivos podera ser utilizado na pesquisa de
ligantes de receptores nucleares, sintéticos ou derivados de extratos de

plantas.






GLOSSARIO E ABREVIATURAS

[1251]T3- T3 marcado com iodo 125
-157+17SOD-LUC- Plasmideo
reporter com regiao -157 a +17 do
promotor da SOD1

353-Met — Metionina marcada com
enxofre 35

-547 +84TRH-LUC- Plasmideo
reporter com regido -547 a +84 do
promotor do TRH

6XHIS- Cauda de histidina.

9-cis RA — Acido 9-cis retinoico

A - angstrons
ACTR;pCIP;AIB1;RAC3;TRAM-
1;SRC-3;NCoA3 - Sindnimos do co-
ativador de receptores nucleares 3,
incluindo os receptores de esterdides.
AP-1- Complexo de fatores de
transcricao composto pela
heterodimerizagdo das proteinas c-
jun e c-fos.

apoPPAR- PPAR na auséncia do
ligante

AR- Receptor de androgénios.
BL21-Cepa de E.coli para expressao
de proteinas.

BL21SI- Cepa de bactéria BL21
induzida por NaCl.
CAR- Receptor

androstanos.

constitutivo de

CBP- CREB binding Protein.

c-fos - fator de transcricdo do
complexo AP-1.
c-jun -fator de transcricdo do
complexo AP-1.

DBD- Dominio de ligagao ao DNA.
DH5a- Cepa de E.coli para
propagacao de plasmideos.

DR4- Repeticbes  diretas  da
sequéncia AGGTCA espagadas por 4
nucleotideos é um TRE.

DTT- dithiothreitol

EMSA- Ensaio de alteracado da
mobilidade eletroforética “gel shift”
ER- Receptor de estrogénio.

F2- Sequéncia correspondente a um
palindromo invertido da sequéncia
AGGTCA.

F451X- Mutacdo do TR em que os
dez ultimos aminoacidos a partir da
fenilalanina 451 foram deletados.
FXR- Receptor de farnesoides X
GAL4- Fator de transcrigédo de
levedura ativado por galactose

GC-1- (Agonista TRB seletivo ) Acido
3,5-dimetil-4-(4’-hidroxi-3’-
isopropilbenzil)-fenoxi acetico

GC-24- (Agonista TR seletivo )
Acido 3,5-dimetil-4-(4"-hidroxi-3'-
benzil)-benzilfenoxiacetico

GR- Receptor de glicocorticéides.
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GST “light pull-down”- Ensaio para
avaliar interacao entre duas proteinas
que utiliza presa fusionada a

luciferase para medida da interagéo.
GST- Glutationa-S-Transferase
GST-GRIP1- Proteina de fusdo entre
GST e GRIP1

GST-SMRT- Proteina de fuséo entre
GST e SMRT

GST-SRC1- Proteina de fusdo entre
GST e SRC1

GST-TRp1 - Proteina de fusao entre
GST e LBD do TRp1.

GST-TRB1LBD- Proteina de fuséo
entre GST e LBD do TRp1.

H1 a H12 - Representa as 12 alfa
hélices

HAT- Histona acetilase

HDACSs- Histona desacetilases.
holoPPAR- PPAR na auséncia do
ligante

HT- Horm®énio tireoideano

hTRB1-

tireoideano humano isoforma beta 1.

Receptor do hormdnio
1280K- TR mutante onde isoleucina
280 foi trocada por uma lisina.

1280M- TR mutante onde isoleucina
280 foi trocada por uma metionina.
I280R- TR mutante onde isoleucina

280 foi trocada por uma arginina.

INPUT 33%- Quantidade conhecida de
Proteina marcada utilizada em cada
reacdo de GST
IPTG-Isopropyl B-D-1-
thiogalactopyranoside

LBD- Dominio de ligacao ao ligante
LUC- Gene que codifica a luciferase.
LXR- Receptor hepatico X

MCS - Sitio multiplo de clonagem
Mg?* - Magnésio

MR- Receptor de mineralocorticéides.
NcoR- Correpressor de receptores
nucleares.

NID- Dominio de interagéo com
receptores nulceares presente nos
coativadores.

ODgoo- Densidade 6tica a 600 nmetros
Operador LAC- Sitio de ligagcéo do
repressor LAC codificado por

bactérias

p160- Familia de proteinas da familia
p160, coativadores de receptores
nucleares.

pCMV- Plasmideo que contém o
promotor do Citomegalovirus para
expresséo de proteinas em células de
mamiferos.

pCMX- Plasmideo que contém o
promotor do Citomegalovirus e do T7
para expressao de proteinas em

células de mamiferos e in vitro..
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pCMX-hTRB1- pCMX que codifica o
receptor do horménio beta 1 humano
Pet28a- Plasmideo para expressao
de proteinas em bactérias verséo
28a.

Pet-28aLUC-MCS- construgéo
constituida pela clonagem do gene da
luciferase e de um MCS no
plasmideo Pet28a.

pPGEX- Plasmideo para expresséo de
proteinas fusionadas ao GST em
bactérias.

pGEX-GRIP1 (563-767)- Plasmideo
pGEX que contém o regiao de 563-
767 do GRIP1 fusionado ao GST
pPGEX-SMRT (987-1491)- Plasmideo
pGEX que contém o regiao de 987-
1491 do SMRT fusionado ao GST
pGEX-SRC1 (381-882)- Plasmideo
pGEX que contém o regiao de 381-
882 do SRCH1.

pGL3 — Plasmideo reporter contendo
0 gene da luciferase verséao 3.
PMSF- Fenilmetanosulfonilfluorido
PPAR- Receptor de proliferadores
peroxissomais.

PR- Receptor de progesterona.
PTC-200- Tipo de termociclador da
MJ reseach.

PXR-Receptor de pregnanos X

RAR-Receptor de acido retindico.

RXR, RXRa - Receptor do 4&cido
retindide X isoforma alfa

S1 a S4- Representa as 4 fitas betas
do receptor do horménio tireoideano.
SDS-PAGE- Eletroforese em gel de
poliacrilamida desnaturante com SDS.
Sephadex G-25- Resina de filtracao
em gel com particulas de tamanho
entre 20-50 micras.

SF-1- Fator esteroide-1

SMRT- Mediador do silenciamento do
receptor do acido retindico e do
receptor do horménio tireoideano.
SOD-1- Superoéxido dismutase -1
SRA- RNA ativador de receptores
esterdides

SRC-1; NCoA1- Sinbnimos do co-
ativador de receptores nucleares 1
incluindo os receptores de esterdides.
SRC1a- Coativador de receptores
esterdide isoforma 1a

SRC-1a-LUC - Proteina quimérica
formada pela fusdo do SRC1a com a
luciferas

SRC-3- ACTR

SRC3-LUC - Proteina quimérica
formada pela fusdo do SRC1a com a
T7- Bacteriofago T7

TATA Box- Sequencia de DNA do
prormotor de eucariotos, conservada
entre as espécies e importante para
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atuacao da RNA polimerase a
transcricdo de um gene.

TFIlIB-Fator de Transcrigéo IIB.
TFIID-Fator de Transcrigao IID.
TFIIE-Fator de Transcricdo IIE
TFIIF-Fator de Transcricéo IIF.

TFIIH p62- Fator de transcrigdo basal
I H.

TIF2;GRIP1;SRC-2;NCoA2-
Sinbnimos do  co-ativador  de
receptores nucleares 2 incluindo
receptores esterodides.

TK- Timidina quinase.

TNT T7- Kit com lisado de
reticuldcitos para transcricao e
traducao in vitro de proteinas
marcadas ou néo.

TPA- 12-O-tetradecanoilforbol 13-

acetato, Ester de forbol promotor de

tumor
TR- Receptor do hormonio
tireoideano.

TRE- Elemento

hormonio tireoideano

responsivo  ao

TREpal- Seqiéncia correspondente a
um  palindromo da
AGGTCA.

TREs-Tk-LUC - Plasmideo contendo

gene reporter luciferase com um

seqliéncia

promotor minimo da timidina kinase

do hepex simples virus e controlado
por um TRE (DR4, F2 ou TREpal).
TRH- Horménio liberador de TSH.
TRIAC- Acido 3,5,3'- triiodotiroacético
TRa1 ou 2- Receptor do horménio
tireoideano, isoforma alfal ou 2.
TRB1,2 ou 3- Receptor do horménio
tireoideano, isoforma beta 1, 2 ou 3.
U937- Células promonociticas
humanas

VDR - Receptor da vitamina D

A Coll T3- Promotor da colagenase 1
que contem sitio Ap-1, regido minima
para atuacao do T3 sobre a
expressao génica.

A collT3- LUC- Plasmideo reporter
contendo promotor A Coll T3
controlando a luciferase.

IVS2+1G>C - Mutagdo G>C no
primeiro nucleotideo do intron 2.
PCR-RFLP - PCR seguido de analise
de polimorfismo do fragmento de
restricao

LH - Hormdnio Luteinizante

mRNA - RNA mensageiro

LHB - Gene que codifica a cadeia
beta do horménio luteinizante
HH-Hipogonadismo
hipogonadotroéfico

FSH - Hormonio foliculoestimulante

TSH - Hormoénio tireoestimulante
10



hCG -

humana

Gonadotrofina  coridnica
CHO - Células de ovario de Hamister
chinés

V5- Proteina do simian virus 5

HEK 293T -

embrionario humano

Células de rim

LHa - Cadeia alfa do hormonio
luteinizante

EXO-SAP - Mistura da exonuclease |
e fosfatase alcalina de camarao
RFLP - Polimorfismo de comprimento
de fragmentos de restri¢cao

Nco | - Enzima de restricdo Nco |
NCBI -

Informacéo

Centro Nacional para
Biotecnologica dos

Estados Unidos.

DEPC - Dietil pirocarbonato

M-MLV - Virus de leucemia moloney
de rato

RT-PCR - PCR precedida de uma
transcrigao reversa

nested RT-PCR - Uma segunda RT-
PCR em uma amostra utilizando
primers internos aos primeiros

semi nested RT-PCR - Uma
segunda RT-PCR em uma amostra
utilizando um primer interno e repete-

se o outro da primeira reagao.
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Estudo 1

Farmacologia do Receptor do Horménio Tiroidiano: Investigacdo do papel
da isoleucina 280 na interacdao do receptor do horménio tireoideano 51

(TRpB1) aos correguladores — consideragées estruturais e moleculares.
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Resumo

Os hormonios tireoideanos (HTs) sdo necessarios para a diferenciagdo, crescimento e
metabolismo de diversos tecidos de mamiferos. Seus efeitos sdo mediados pelos receptores do
hormonio tireoideano (TRs), que pertencem a superfamilia dos receptores nucleares. Os TRs s&o
fatores de transcricdo que se ligam ao DNA nos promotores dos genes alvos, em regibes
denominadas de elementos responsivos ao TR (TRE). Para modular a atividade transcricional
(repressdo ou ativagdo) TR se interage com correpressores e co-ativadores, na auséncia e na
presencga de T3, respectivamente.

Para melhor se entender a relagdo entre estrutura e fungdo do TR, investigamos o papel
da isoleucina 280 na interagdo deste com o correpressor SMRT e com os coativadores SRC1 e
GRIP. Para isso utilizamos TRs mutantes onde a isoleucina 280 foi substituida por uma arginina
(I1280R), metionina (I1280M), ou lisina (I1280K). A atividade transcricional destes mutantes foi
avaliada nos elementos responsivos positivos (DR4, F2, e TREpal) por ensaio de gene repérter
luciferase e a interagdo com os correguladores pelo ensaio de interagao proteina-proteina em
solugdo (GST “pull down”). Além disso, utilizamos o mutante F451X, descrito na sindrome de
resisténcia ao HT, pois esse receptor se interage avidamente aos correpressores. Nossos
resultados demonstraram que os mutantes 1280K e 1280R foram transcricionalmente inativos em
DR4, F2 e TREpal. Por outro lado, quando comparado ao TRB1 selvagem, a mutagao 1280M n&o
modificou a atividade transcricional em DR4, F2 e TREpal. Adicionalmente, a diferenga observada
nas capacidades transcricionais de 1280M, 1280R, e 1280K em DR4, F2 e TREpal correlacionou-se
com a capacidade de se interagir com os coativadores, pois, apenas o mutante 1280M foi capaz de
se ligar ao GRIP e ao SRC1 de forma semelhante ao TR selvagem. Além disso, 1280M, 1280K e
I280R apresentaram uma diminuicdo na capacidade de se interagir o correpressor SMRT e a
introdugdo da mutagédo 1280R no F451X aboliu a alta capacidade de ligacdo deste mutante ao
correpressores.

Para completa compreensdo das diferengas entre 1280M, 1280R, e 280K testamos a
capacidade de ligagéo ao T3 pelo ensaio de ligagéo ao T3-1'*®. Observamos que a mutacgéo 1280M
reduz discretamente a afinidade do T3 ao TRpB1, enquanto que as mutac¢des 1280R e 1280K abole a
ligacdo do T3 ao TRPB1. Assim, I1280R e 1280K além de impedir a ligagdo os correpressores
impedem também a ligagado ao horménio, o que ndo ocorre com o 1280M.

Por outro lado, 1280M, 1280R e [280K se heterodimerizaram com RXR de forma
semelhante ao TR selvagem.

Diante dessas observagdes, para melhor compreensao do mecanismo molecular envolvido
na repressdo mediada por T3, avaliamos a atividade transcricional dos mutantes 1280R, 1280M,
I1280K, F451X e I[280R/F451X sobre alguns promotores regulados negativamente como:
Colagenase-1, Horménio liberador de tirotropina (TRH) e Superéxido dismutase 1 (SOD-1). A soma
dos nossos achados demonstra que, de forma geral, nesses promotores, na auséncia de T3, TR
estimula a transcricdo e que essa ativagdo é de alguma forma dependente da interagdo com os
correpressores. Por outro lado, a repressdo da transcricdo mediada por T3, depende da
manutengdo da superficie de interagdo com os coativadores.

Em concluséo, as diferengas nos resultados observados em nossos mutantes parece ser
secundaria as diferencas existentes entre as cadeias laterais dos aminoacidos isoleucina, arginina,
lisina e metionina (Isoleucina e metionina possuem cadeia lateral hidrofébica, arginina e lisina
possuem cadeias laterais polares e carregadas positivamente). O residuo 1280 esta localizado na
superficie de ligagdo ao correpressor, ndo faz contato direto com o co-ativador, em outros
receptores nucleares seu correspondente € sempre de residuos hidrofébicos (isoleucina, Leucina,
Valina, Metionina) e aparentemente tem a fungéo de interagir com aminoacidos da face interna da
H12. Dessa forma, as cadeias laterais carregadas positivamente pelos aminoacidos lisina e
arginina poderiam impedir a sustentacdo da H12 em sua posicdo correta o que,
consequentemente, impedir a formagdo da superficie de ligagdo aos co-ativadores e também
diminuir a afinidade pelo ligante. Além disso, nos promotores regulados negativamente, na
auséncia de T3, a ativagdo da transcrigdo por TR depende da manutengdo da superficie de
interacdo com correpressores, enquanto que a repressao da transcricdo mediada por T3 exige a
preservagéo da interface de interagdo do TR com os coativadores.
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Abstract

The Thyroid hormones (THs) are necessary for differentiation, growth and metabolism of
various mammals tissues. lts effects are mediated by thyroid hormone receptors (TRs) that belong
to the nuclear receptors superfamily. The TRs are transcription factors that bind to DNA in the
promoters of target genes, in regions called the TR-responsive elements (TRE). To modulate
transcriptional activity (repression or activation) TR interacts with correpressores and co-activators,
in the absence and presence of T3, respectively.

To better to understand the relationship between structure and function of TR, we
investigated the role of isoleucine 280 in the TR interaction with the correpressor SMRT and the
coactivators SRC1 and GRIP. TRs mutants where the isoleucine 280 has been replaced by an
arginine (1280R), methionine (1280M) or lysine (1280K) were created. The transcriptional activity of
these mutants were assessed in positive responsive elements (DR4, F2, and TREpal) by luciferase
reporter gene assay, and the interaction with the correguladores were assessed by GST pull down
assays. Furthermore, we use the mutant F451X, described in the syndrome of resistance to TH,
because this receptor interacts eagerly to correpressores. Our results showed that the mutants
1280K and 1280R were transcriptionally inactive in DR4, F2 and TREpal. Furthermore, when
compared TRpP1 wild type, the mutation 1280M not changed the transcriptional activity in DR4, F2
and TREpal. Additionally, the difference observed in the transcriptional capacity of 1280M, 1280R
and 1280K in DR4, F2 and TREpal correlated with the ability to interact with coactivators, therefore
only the mutant 1280M was able to connect to GRIP and the SRC1 in a manner similar to the TR
wild type. Moreover, 1280M, 280K and I280R showed a decrease in the ability to interact
correpressor SMRT and the introduction of the mutation I1280R in F451X abolished the high binding
capacity of this mutant to corepressors.

To complete understanding of the differences between 1280M, 1280R and 1280K we tested
the ability to bind to T3. We observed that the mutation 1280M slightly reduces the affinity to T3,
while the mutations 1280R and 1280K abolishing the bind to T3. So 1280R and 280K addition to
prevent the TR binding to corepressors, also prevent the binding to the hormone, which is not the
case with the 1280M.

Moreover, 1280M, 1280R and 1280K heterodimerization with RXR was similar to the TR wild
type.

Given these observations, for the better understanding of the molecular mechanism
involved in the repression mediated by T3, we assessed the transcriptional activity of the mutant
I1280R, 1280M, 1280K, F451X and 1280R/F451X in some promoters negatively regulated by T3 as:
Collagenase-1, thyrotropin releasing hormone (TRH) and Superoxide dismutase-1 (SOD-1). The
sum of our findings show that, in general, these promoters, in the absence of T3, TR stimulates
transcription activation and this is somehow dependent on the interaction with correpressores.
Moreover, the transcription repression mediated by T3, depends on the maintenance of the
coactivator interaction surface.

In conclusion, differences in the results seen in our mutants appears to be secondary to
differences between the amino acids side chains isoleucine, arginine, lysine and methionine
(Isoleucine and methionine have hydrophobic side chains, arginine and lysine have polar and
positively charded side chains). The residue 1280 is located on the corepressor binding surface, it
makes direct contact with the corepressors, in other nuclear receptors its correspondent is always
hydrophobic (isoleucine, Leucine, Valine, Methionine), and apparently has the task of interacting
with amino acids from the inner surface of H12. Thus, positively charded side chain amino acids
lysine and arginine might prevent support of H12 in its correct position, which, therefore, prevent the
formation of coactivator binding surface and also decrease the affinity for the ligand. Moreover, the
negatively regulated promoters, in the absence of T3, and the TR transcription activation depends
on the maintenance of the corepressor interaction surface, while the T3 mediated transcription
repression requires the maintenance of the coactivators interaction surface.
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1.1 Introducgao

A importancia dos hormoénios tireoideanos (HTs) no desenvolvimento,
homeostase, proliferacdo e diferenciacado celular € bem documentada. Sabe-se
que nos mamiferos os HTs atuam em todos os érgéos e vias metabdlicas. Seus
principais efeitos incluem o desenvolvimento de varios tecidos, como o do sistema
nervoso central, regulacéo da temperatura corporal, freqiéncia cardiaca, consumo
de oxigénio e também o metabolismo de carboidratos, proteinas e gorduras. Além
disso, participam da sintese e da degradacdo de muitos outros fatores de
crescimento e horménios, o que resulta em outros efeitos secundarios, com por
exemplo, a inducao de estresse oxidativo (Ribeiro, Apriletti et al., 1995; Norman e
Litwack, 1997; Santos, Afonso et al., 2006).

Os niveis circulantes de HTs € mantido por um mecanismo de regulagéo
preciso e especifico operado pelo hipotalamo e pela hipéfise no controle da taxa
de secrecdo da tiredide. A Tirotropina (TSH) € um horménio hipofisario que
aumenta a atividade de secretoria das células da tiredide. A secregcédo de TSH pela
hipéfise é controlada pelo tripetideo hipotalamico chamado de horménio liberador
de tirotropina (TRH). O aumento da concentragdo dos HTs nos fluidos corporais
inibem a secrecgao tanto de TSH na hipéfise quanto de TRH no hipotalamo. TSH
também inibe a secrecdo de TRH (Guyton e Hall, 2006; O'shea, Bassett et al.,
2006).

A principal forma do HT secretada pela glandula tire6ide é a 3,5,3',5'-
tetraiodo-L-tironina (tiroxina ou T4) e uma menor quantidade é secretada como
3,5,3 -triiodotironina (T3), a forma ativa do horménio. O total plasmatico de T4 é
cerca de 40 vezes maior que o de T3 (90nM versus 2nM) (Yen, 2001) e a principal
fonte de producao de T3 ocorre através da conversédo de T4 em T3 por meio da 5’
desiodacgéo de T4 nos tecidos periféricos promovida pelas desiodases (Norman e
Litwack, 1997; Yen, 2001).

Uma vez secretados, os HTs circulam comumente ligados as proteinas
plasmaticas e somente 0,03% de T4 e 0,3% de T3 estéo livres. A ligacdo desses

hormdnios as proteinas plasmaticas aumenta suas meias-vidas e assegura uma
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distribuicdo regular do horménio nos tecidos alvos. Ja a entrada e a saida do
hormdnio nas células ocorre, em uma menor parcela, por difusdo passiva e outra
principal através de transportadores especificos que regulam a captacdo e o
efluxo dos horménios tireoideanos (Ribeiro, R. C. J., Apriletti, J. W. et al., 1998;
Hennemann, Docter et al., 2001). No interior da célula, o T3 liga-se a receptores
especificos localizados no nucleo, os receptores do hormoénio tireoideano (TRs),
pertencentes a familia dos receptores nucleares. Os TRs medeiam a acdo do
hormdnio ligando-se diretamente na regido promotora dos genes alvos regulando,
assim, sua transcrigéo (Ribeiro, R. C. J., Apriletti, J. W. et al., 1998). Sao trés os
TRs encontrados nos mamiferos, TRa1, codificado pelo gene THRA, e TRB1 e
TRp2, codificados pelo gene THRB (Flamant, Gauthier et al., 2007).

Os TRs, como os receptores nucleares em geral, possuem uma
estrutura muito similar: um dominio amino-terminal, um dominio central de ligacao
ao DNA (DBD) e um dominio carboxi-terminal de ligagdo ao hormoénio (LBD). O
dominio amino-terminal € extremamente variavel tanto no tamanho quanto na
sequéncia de aminoacidos e exibe uma fungdo de ativagéo transcricional
independente do ligante (Warnmark, Treuter et al., 2003). Para o TR, sua
importancia ainda ndo é totalmente conhecida, pois alguns estudos mostraram
que sua delecao tem pouco efeito sobre a resposta transcricional ao T3 (Ribeiro,
R. C. J., Apriletti, J. W. et al., 1998; Wu, Xu et al., 2001). O DBD é o dominio mais
conservado entre todos os receptores nucleares e tem como fung¢ao principal a
ligagéo ao DNA. O LBD & menos conservado que o DBD, refletindo a variedade de
ligantes que atuam nesses receptores. E, além da ligagdo ao horménio, o LBD é
importante para a dimerizagdo e para a interagdo com complexos protéicos
correguladores (Wu, Xu et al., 2001).

Os sinais transmitidos pelos HTs podem variar de maneira tecido e gene
especifica e, além disso, o TR pode ativar ou reprimir a expressao dos genes
alvos. O modelo geral da regulacdo da transcricdo génica dos receptores
nucleares se aplica aos TRs, entretanto, com algumas particularidades (Williams,
2000). TRs se ligam ao DNA em sequéncias especificas chamadas elementos
resposivos ao T3 (TREs) localizadas promotores dos genes alvos como
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homodimero e, principalmente, como heterodimeros com o receptor retindico X
(RXRs). Os principais TREs “positivos”, onde o TR se liga e ativa a transcricao na
presenca de T3, sdo: DR4 (5-AGGTCANNNNAGGTCA-3), F2 (5-
TGACCTNNNNNNAGGTCA-3’), e TREpal (5-AGGTCATGACCT-3’) (Desvergne,
1994). Ao contrario dos receptores de horménios esteroides, a ligacdo do TR ao
DNA nao é horménio dependente. Além disso, acredita-se que o0 RXR seja um
parceiro silencioso na ativacdo da transcricdo génica. No entanto, estudos
recentes indicam que, pelo menos em alguns casos, o ligante do RXR, o acido
retindico 9-cis, pode ativar os heterodimeros TR-RXR (Li, Li et al., 2002; Castillo,
Sanchez-Martinez et al., 2004; Li, Yamada et al., 2004). Na auséncia de ligantes
os TRs recrutam diretamente os corepressores basais [NcoR (Nuclear Receptor
Correpressor) ou SMRT (silencing mediator of retinoic acid and thyroid hormone
receptor)], que funcionam com plataformas para o recrutamento de outros
complexos com atividade histona deacetilase (HDAC), que condensam a
cromatina na regido promotora. Nesta situacdo, a atividade do promotor alvo é
muito menor do que na auséncia do receptor, um fendbmeno chamado de
repressdo basal ou silenciamento basal (Eckey, Moehren et al., 2003). Com a
ligacdo do T3 ocorrem mudangas conformacionais no LBD do receptor que rompe
a interacdo do TR aos correpressores (Marimuthu, Feng et al., 2002), e monta a
superficie utilizada para ligacdo aos coativadores. Uma variedade de complexos
coativadores séo recrutados pelo TR ligado ao horménio, dentre eles destacam-
se: coativadores de receptores esterdides da familia p160 [(SRC-1/NCoA1),
(TIF2/GRIP1/SRC-2/NCoA2), (ACTR/pCIP/AIB1/RAC3/TRAM-1/SRC-3/NCoA3)],
Proteina ligadora de CREB (CBP-CREB-binding protein/P300/pCAF), o complexo
mediador TRAP (TR associated protein) e outros. Estes diferentes complexos
possuem atividade histona acetilase (HAT), que descondensa a cromatina na
regido promotora, e também funcionam como um ponte entre o0 TR e a RNA
polimerase I, responsavel pela transcricdo Génica (Ribeiro, R. C. J., Apriletti, J.
W. et al., 1998; Feng, Jiang et al., 2000; Flamant, Gauthier et al., 2007) (Figura
1.1).

17



A) B)

Fatores de
transcri¢io

Corepressor
NCoR/SMRT
Y

Promotor

TRE Promotor TRE

Figura 1.1, A) Modelo de repressao da transcrigdo pelo receptor do horménio tireoideano na forma de
homo (TR-TR) ou heterodimero (RXR-TR) na auséncia do ligante (T3). O TR ligado as regides
regulatérias de genes alvo recruta um complexo correpressor, que desacetila as histonas na regiéo
promotora. A desacetilagdo das histonas compacta a cromatina e impede a organizagdo dos fatores
de transcricdo basal, reprimindo assim a transcricdo. B) Modelo de ativagdo da transcrigdo pelo
receptor do horménio tireoideano: A ligagdo do T3 ao TR modifica sua estrutura conformacional,
desfazendo sua interagdo com o correpressor. O TR passa a interagir com o complexo de co-
ativadores, acetilando histonas e relaxando a cromatina na regido promotora. Estas modificagbes
permitem a organiza¢do da maquinaria de transcricao basal e ativagéo a transcri¢éo.

Este mecanismo apesar de bem aceito, as vezes considerado como um
dogma, possui varias insufuciéncias. Primeiro, o modelo parece ser uma
supersimplificacdo, porque ndo leva em conta mais da metade das interagbes
proteina-proteina T3 dependente e T3 independente documentadas. Por exemplo,
TR se interage com Ciclina D1 (Lin, Zhao et al., 2002), subunidade TFIIH p62 (Liu,
Ando et al., 2005), RNAs n&o codificantes chamados “SRA” (RNA ativador de
receptores esteroides) (Xu e Koenig, 2004), Coativador 1 do PPARy (Wu, Delerive
et al., 2002). Segundo, ele ndo explica como a agdo do TR pode ser especifica
uma vez que os elementos responsivos DR4 podem ser reconhecido por uma
serie de outros receptores nucleares como, RXR, Receptor X do Figado (LXR),
Receptor X de Pregnanos (PXR), Receptor Constitutivo de Androstanos (CAR).

Finalmente, o modelo ndo explica a repressdo génica mediada pelo T3, que é de
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suma importancia para a regulacdo negativa do TRH e TSH in vivo (Flamant,
Gauthier et al., 2007).

A regulacédo negativa exercida pelo HT sobre a produgdo de TRH e TSH
garante a estabilidade dos niveis de HT séricos. Este tipo de regulacdo negativa
exercida pelo HT pode ser bem mais prevalente e importante do que se imaginava
e, como dito anteriormente, seu funcionamento ndo pode ser explicado pelo
mecanismo de acado do TR atual. Analises de transcriptoma revelam que o TR
ligado exerce, direta ou indiretamente, tanto regulacao positiva quanto negativa na
mesma célula e em muitos genes alvos (Yen, Feng et al., 2003). Além disso,
existem indicacdes de que o TR na auséncia de T3 pode ativar e na presenca
reprimir a transcricdo ao atuar sobre elementos responsivos chamados de
“negativos” por um mecanismo molecular aparentemente diferente (Jho, Radoja et
al., 2001; Nygard, Wahlstrom et al, 2003; Jho, Vouthounis et al, 2005).
Entretanto, a existéncia dos TRE negativos nos promotores ndo esta claramente
estabelecido, e a necessidade de ligagcdo do TR ao DNA para regulagéo negativa
ainda esta em discussédo (Flamant, Gauthier et al., 2007). Varios estudos tém
sugerido que a regulacao negativa é realizada por meio de uma ligagéo direta TR-
DNA (Takeda, Nagasawa et al., 1997; Laflamme, Hamann et al., 2002; Flamant,
Gauthier et al., 2007) . Recentemente, foi demonstrado que a ligacao direta do
TRB2, ao DNA é requerida para a regulacdo negativa dependente de T3
(Shibusawa, Hollenberg et al., 2003). Esta hipétese foi demonstrada por meio de
um mutante TRB2-GS125 em que dois aminoacidos (glutamato e glicina,
localizados na regido do dedo de zinco do DBD do TRB2) foram mutados para
glicina e serina, respectivamente. Com este mutante, a regulagcdo negativa dos
genes TRH, TSHP e TSHa, e também a regulacao positiva em DR4, F2 e TREpal
foram abolidas. O significado fisiolégico da ligacdo TR-DNA foi confirmada pelo
achado de que camundongos mutantes homozigotos para TRpP2-GS125
(TRR®S®S) apresentaram uma regulagdo anormal no eixo hipotalamo-hipofise-
tiredide e problemas de retina, idéntico as anormalidades previamente observadas

no camundongo nocaute para o TRB (TRB™) (Shibusawa, Hashimoto et al., 2003).
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Esses resultados indicam que a ligagdo TR-DNA pode ser necessaria para a
regulagao transcricional negativa.

Para a regulacdo da atividade do promotor do TRH ja foram identificados
seis potenciais sitios de ligagdo do TR ao DNA envolvidos na regulagdo deste
gene (sitios 1-6, localizados entre os nucleotideos -250 e +55). Porém, a
caracterizacado dos elementos que medeiam o efeito do TR e do T3 demonstrou
que o sitio 4, de seqUéncia TGACCT, e localizado entre as bases -60 e -55,
exerce uma maior importancia na regulacdo negativa e por isso é considerado o
principal TRE negativo no promotor do TRH (Hollenberg, Monden et al., 1995;
Satoh, Yamada et al., 1996; Guissouma, Dupre et al., 2002). Ja foi demonstrado
que a interagcdo DNA-TR é mais forte neste sitio (Hollenberg, Monden et al., 1995),
que é bem conservado entre outras espécies (Hollenberg, Monden et al., 1995;
Satoh, Yamada et al., 1996; Balkan, Tavianini et al., 1998; Satoh, Monden et al.,
1999).

A isoforma TRP exerce, preferencialmente, a regulacédo inibitdéria da
transcricdo génica do TRH de humanos e de ratos, sendo assim considerada
isoforma-especifica (Satoh, Yamada et al., 1996; Guissouma, Dupre et al., 2002).
TRB+1 e TRP2 inibem a expressao do TRH de camundongos de forma semelhante
(Guissouma, Ghorbel et al., 1998), porém no TRH de humanos o TRB, € mais
eficiente que TRB4 na repressao dependente do ligante (Langlois, Zanger et al.,
1997).

No promotor do TRH o TR se liga ao coativador SRC-1 de maneira T3
dependente e SRC-1 anula a ativagado na auséncia do horménio, mostrando que
esse co-regulador prejudica a ativagéo e auxilia na repressao génica (Guissouma,
Dupre et al., 2002). Em contrapartida, a super-expressao de N-CoR e SMRT abole
a repressdo dependente de T3 (Becker, Seugnet et al, 2001) e aumenta a
ativacao independente do ligante. De fato, o NCoR interage com TR no sitio 4 na
auséncia de T3 e a adigdo do horménio promove a sua dissociacao. Uma hipdtese
para estes resultados é€ que o0s co-repressores antagonizam a repressao
dependente de T3 pelo sequestro de moléculas chave, como as HDACs (Satoh,

Monden et al., 1999), ou ainda, que o TR interage com o0s co-repressores de
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maneira diferenciada nestes promotores, e ao invés de recrutar outros peptideos
repressores, recrutam proteinas que estimulam o complexo de iniciagcéo
transcricional (Berghagen, Ragnhildstveit et al., 2002; Yang, Huang et al., 2002).

Recentemente, nosso grupo descreveu que o promotor da superdxido
dismutase-1 (SOD-1) é significantemente estimulado pelos TRs (TRB1 e TRa1) e
o T3 inverte esta ativagcdo de forma dose dependente. A regido no promotor da
SOD-1 entre os nucleatideos -157 e +17 foi essencial para atuacédo do TR e o
DBD do receptor intacto foi também absolutamente necessario para esta
regulacao. Ademais, foi observada ligacao fraca do TR a trés regiées do promotor.
O TR se ligou como mondbmero na sequéncia entre os nucleotideo -87 e -46, e
esta ligagdo foi aumentada pela adicdo de T3. Se ligou também como
homodimero e monémero nas sequencias de +23 a +69 e +64 a +104, e a adi¢ao
de T3 favoreceu a formagdo de mondmeros. A sequéncia de -87 a -46 do
promotor da SOD-1 € proxima a regido TATA box do gene e contém a sequéncia
TTTGGG a qual esta presente em outros promotores regulados negativamente. A
troca desta sequéncia por ATGCAT aboliu a ligagdo do TR. Além disso, o0 mutante
GS125, que nado atua sobre o promotor da SOD-1, foi incapaz de se ligar a
sequéncia TTTGGG. Assim, estas evidéncias sugerem que o TR regula o
promotor da SOD-1 por se ligar ao TRE negativo localizado entre -87 e -46. Estes
resultados corroboram com estudos anteriores que mostraram a presenca de
TREs muito proximos da regido TATA box em genes regulados negativamente.
Além disso, TR mutantes que n&o se interagem com correpressores ndao ativam
bem o promotor da SOD-1 e TR mutantes que n&o se interagem com os
coativadores nao apresentaram a regulacdo negativa T3 dependente. Estes
resultados indicam que o papel das superficies de ligagdo aos correpressores e
coativadores estéo invertidas no promotor da SOD-1, como observado para outros
genes regulados negativamente (Santos, Afonso et al., 2006).

Porém, existem evidéncias de que o0s genes alvos podem adotar
mecanismos distintos para a repressédo mediada pelo T3 e que uma interacéo TR-
DNA nao seja absolutamente necessaria. A repressao da transcricdo que nao
envolve a associacdo do TR ao DNA € o mecanismo de regulacéo génica feita
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pelo T3 sobre a proteina ativadora-1 (AP-1). AP-1 € um fator de transcrigdo
dimérico composto de produtos da familia dos proto-oncogenes jun e fos (Angel e
Karin, 1991), sendo c-Jun o principal componente do complexo AP-1 (Bohmann,
Bos et al., 1987; Angel e Karin, 1991). Essas proteinas podem se homodimerizar
(c-dun/c-Jun) ou heterodimerizar (c-Jun/c-Fos) e séo capazes de se ligar a um
sitio especifico do DNA, o sitio AP-1, que é composto da seqiiéncia consenso: 5’-
TGAG/CTCA-3’ (Lee, Mitchell et al., 1987; Angel e Karin, 1991). O complexo
protéico AP-1 em resposta a fatores de crescimento, citocinas, promotores de
tumor (TPA) e diversos oncogenes (src e ras), € capaz de induzir a expressao de
varios genes envolvidos na proliferacdo e na diferenciacdo celular, e assim,
desenvolve um papel critico na regulagdo do crescimento normal e neoplasico
(Herschman, 1991). Um exemplo classico desses genes é da colagenase-1
humana, cuja expressao é largamente determinada pelo complexo AP-1 (Gutman
e Wasylyk, 1990; Angel e Karin, 1991; Doyle, Pierce et al., 1997). Ademais, os
receptores nucleares: TR (Zhang, Wills et al., 1991), ER (Kushner, Agard et al.,
2000; Cheung, Acevedo et al., 2005), RAR (Nicholson, Mader et al., 1990) e GR
(Jonat, Rahmsdorf et al., 1990; Yang-Yen, Chambard et al., 1990), podem se
interagir com o complexo AP-1 e regular negativamente a expressao desses
genes (Perez, Palomino et al., 1994). Esta interferéncia sobre a atividade AP-1
nao € mediada pela ligagdo direta dos receptores ao DNA, mas sim por uma
interacao proteina-proteina dos receptores com c-jun ou c-fos (Zhang, Wills et al.,
1991). Assim, em genes regulados pelo complexo AP-1, o TR n&o ligado ao T3
ativa e o TR ligado ao T3 reprime a transcrigdo génica, como ocorre em outros
genes regulados negativamente por este horménio. O DBD do TR também é
requerido para a repressao, pois também participa da interagao proteina-proteina.
Um TR mutante sem o DBD ¢é incapaz de reprimir, na presenca de T3, o promotor
do c-fos (além de inibir a atividade do AP-1, o TR também €& capaz de bloquear
efetivamente a expresséo de c-Fos e, dessa forma, a formagdo do complexo AP-1
potencializando seu efeito inibitério) (Perez, Palomino et al., 1994). Por outro lado,
a regido N-terminal n&o é requerida para interagédo com Jun (o TR se interage com

Jun e ndo com Fos (Lopez, Schaufele et al., 1993).
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O mecanismo de acao pelo qual o TR interfere na atividade do AP-1 ainda
nao esta muito claro. Uma das hipéteses é que TR e AP-1 competem por um co-
fator comum para ambas proteinas. Essa hipotese foi demonstrada pela super-
expressao do coativador CBP (CREB- binding protein), que restaura a atividade do
AP-1 reprimida pelo TR ligado (Kamei, Xu et al., 1996). Além da competicdo por
coativadores, um outro mecanismo pelo qual o TR, e outros receptores nucleares,
interferem com AP-1 é via impedimento da fosforilagdo de c-Jun pela inibigcdo das
JNKs (Jun amino-terminal kinase). A fosforilagdo das serinas 63 e 73 potencializa
a acdo de c-jun sobre AP-1 permitindo que ocorra a ligagédo entre c-jun e o
coativador CBP. Os receptores nucleares na presenca de seus ligantes inibem
ativacdo das JNKs, logo inibem a ligacdo da CBP a Jun, o que reprime a
transcricdo dos genes regulados por AP-1 (Caelles, Gonzalez-Sancho et al.,
1997).

Finalmente, para a regulacdo da atividade do promotor do TSHa (no
promotor do TSHa o TR n&o se liga diretamente ao DNA) o TR, em solugéo e na
auséncia T3, recruta os correpressores que por sua vez sequestram as histonas
de-acetilases (HDAC). O sequestro destas de-acetilases ndo permite a
condensacao da cromatina favorecendo a ativacao da transcricdo. Com a ligagao
do T3 ao TR, ocorre a dissociagdo do complexo correpressor/HDAC e assocacao
com coativadores. Os coativadores por sua a vez seqlestram as histonas
acetilases (HATs) e outros fatores de transcricdo o que favorace a repressao da
transcricdo (Tagami, Park et al., 1999).

Conhecer a estrutura tridimensional de uma proteina € importante para se
entender suas fungdes. Até o momento, a estrutura cristalografica dos receptores
nucleares foi determinada para o dominio do LBD e para o DBD separadamente.
A estrutura completa de um receptor nuclear ainda n&o foi definida em virtude das
dificuldades técnicas de se cristalizar todos os dominios simultaneamente. A
estrutura cristalografica de muitos LBDs de receptores nucleares, incluindo a do
TRa1 de ratos e TRB1 humano é muito similar. O LBD do TR é composto por 12
a-hélices (H) e 4 folhas B (S) organizadas em 3 camadas (Figura 1.2) (Wagner,
Apriletti et al., 1995; Wurtz, Bourguet et al., 1996). A camada central contém o
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hormdnio alojado em seu interior e 4 a-hélices antiparalelas H5-6, H9 e H10. As a-
hélices H1, H2, H3, H4, e S1 formam uma das faces do LBD, e as a-hélices H7,
H8, H9, H11 e H12 formam a face oposta (Wagner, Apriletti et al., 1995).

Figura 1.2, Estrutura cristalogréfica do LBD de TRB1 humano - Demonstragéo das a-hélices e
das fitas B que compdem o LBD em presenga do horménio que se aloja no centro da proteina.
Observagbes: HO hélice representa a ultima hélice do DBD. H2 e S2 n&o visualizadas. A
cristalizagdo e determinagao da estrutura do TRpB1 foi realizada pelo Grupo de Cristalografia de
Proteinas e Biologia Estrutural do Instituto de Fisica de Sdo Carlos, Universidade de S&o Paulo.
Adaptado de (Barra, Velasco et al., 2004)

Nesta estrutura o ligante se aloja na cavidade localizada no interior do LBD.
A parte superior desta cavidade € composta por segmentos da H5-6, a parte
inferior por partes das H7, H8 e pelo “looping” entre estas duas hélices. Ja as
laterais sao formadas por segmentos da H2, H3, H11, H12 e pelo looping entre S3
e S4 (Wagner, Apriletti et al., 1995). O volume da cavidade é de 600 A, ou seja,
um valor suficiente para alojar os 530 A do horménio.

Em relacdo ao TR, o LBD é funcionalmente complexo executando varias
atividades, incluindo a ligagdo ao hormdnio, dimerizagdo do receptor e interacao
com correpressores e coativadores. O conhecimento da estrutura cristalografica
do TR foi fundamental para a compreenséo do seu mecanismo molecular da agao.
Desse modo, utilizando-se a estrutura cristalografica foi possivel realizar uma série
de mutagdes pontuais nos aminoacidos da superficie do LBD do TRB1 humano
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que levaram a identificacdo da superficie de interacdo deste dominio com os
coativadores. Como estas mutacgdes foram posicionadas somente na superficie do
do LBD, e ndo em seu interior, a estrutura global do dominio n&o foi rompida e as
alteragbes na fungéo que por ventura apareceram foram devido a perda da fungéo
exercida pelo aminoacido mutado. Desta forma, Feng e cols, demonstraram a
participacdo da hélice 12, e de residuos da hélice 3 e 5-6 na interagdo com
coativadores. Esta regidao de interagdo com coativadores consiste em uma
pequena superficie composta pelos residuos V284, K288, 1302, K306, L454 e
E457 localizados nas hélices 3, 5-6 e 12 (Figura 1.3 e 1.4), pois mutacdes
pontuais nestas hélices impediram a ligagdo dos coativadores ao LDB do TR que,
conseqientemente, perdeu a capacidade de ativar a transcrigdo pelo T3 (Feng,
Ribeiro et al., 1998).

Por dificuldades técnicas envolvidas na cristalizagéo, a estrutura do TR na
auséncia do horménio ainda n&o foi determinada, assim, as alteragdes
conformacionais induzidas pelo ligacdo do horménio ao TR ndo sao ainda
conhecidas com precisdo. Por esse motivo, para se ampliar o conhecimento sobre
as potenciais mudangas conformacionais do TR na auséncia do ligante, a
estrutura critalografica do TR ligado ao horménio foi comparada com a do RXR
humano na auséncia do acido 9-cis-retindico (Bourguet, Ruff et al., 1995). Esta
comparacgao revelou que a maioria das hélices do TR e do RXR puderam ser
sobrepostas e a principal alteracao conformacional observada com a presenca do
hormdnio estd na hélice 12. Quando o receptor nuclear esta sem o ligante a
hélice 12 encontra-se aberta, e com a ligagdo do horménio a hélice 12 encontra-
se dobrada sobre o corpo do receptor. Consequentemente, nesse modelo, a
superficie de interagdo com o coativador € formada quando a hélice 12 se fecha
sobre o LBD (Ribeiro, R. C., Apriletti, J. W. et al., 1998; Yen, 2001) (Figura 1.3).
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Regulagao da superficie de interagio com o Regulagao da superficie de interagao com o
correpressor feita pelo T3. coativador feita pelo T3.
7 2
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da superficie de interagdo com or. Ii 50 ao co-ativador.

Figura 1.3, A) Desenho esquematico mostrando as altera¢cdes conformacionais provocadas pela
ligacdo do T3 ao TR. Na forma de aporeceptor (na auséncia do ligante) a hélice 12 se encontra
deslocada do corpo de receptor e correpressores se interagem com o TR. Na forma de
holoreceptor (na presenga do ligante) a hélice 12 provoca o deslocamento do correpressor e se
sobrepde ao corpo do receptor. B) Desenho esquematico mostrando as alteragdes
conformacionais provocadas pela ligagdo do T3 ao TR. Na forma de aporeceptor a hélice 12 se
encontra deslocada do corpo do receptor e o correpressor é capaz de se interagir com o TR. Na
forma de holoreceptor a hélice 12 se sobrepbe ao corpo do receptor e a superficie de interagdo
com o coativador é formada.

Além disso, estrutura cristalografica do LBD do TR foi fundamental também
para identificacdo dos aminoacidos importantes para interagdo com
correpressores (Marimuthu, Feng et al., 2002) e para homo e heterodimerizagao
(Ribeiro, Feng et al., 2001). A superficie de ligacdo do TR aos correpressores &
composta principalmente pelos residuos T277, 1280, T281, V283, V284, K288,
1302, K306 e C309 localizados na H3 e na H5-6, estes residuos posicionam atras
ou proximos da H12, segundo estrutura cristalografica do LBD (Figura 1.3 e 1.4)
(Marimuthu, Feng et al.,, 2002). Os residuos V284, K288, 1302 e K306 também
fazem parte da regido de ligacédo aos coativadores e, juntamente com L454 e
E457, que pertencem a H12, completam esta superficie. Ja os residuos T277,
1280, V283, e C309 estdo sobrepostos pela H12 e ficam expostos quando esta é
deletada ou teoricamente aberta (Figura 1.3 e 1.4). Assim, podemos observar que

as superficie de interagcdo aos correpressores e coativadores possuem alguns
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residuos em comum (V284, K288, 1302, K306) e outros residuos especificos
(T277, 1280, T281, V283, C309 - correpressores) e (L454, E457 - coativadores), ou
seja, € possivel dizer que as superficies se sobrepoem. Assim, esses dados
fornecem outra evidéncia de que a H12 se movimenta com a ligagdo do horménio,
sendo esta uma das alteragdes estruturais chave para interacdo do TR com os

correguladores.

Figura 1.4 : Estrutura cristalografica do TRwt mostrando os aminoacidos da superficie de ligagao
ao coativador e o posicionamento da H12. E também a estrutura do TR com a H12 deletada
(mutante F451X), onde podemos visualizar os residuos importantes para a interagdo com os
correpressores (Marimuthu, Feng et al., 2002).

No presente estudo, nés avaliamos a importancia do residuo 1280 para a
interacédo do TRPB1 com os corepressores e com o0s coativadores, e também o
papel dessas interagcdes na repressdo transcricional mediada pelo hormdénio
tireoideano. Para isso, selecinamos mutantes com diferentes afinidades por estas
proteinas (I1280R, 1280M, 1280K, F451X e 1280R/F451X). Estudos anteriores
demonstraram que mutagdes no residuo 1280 (1280M e 1280K) impedem que o
receptor se associe ao corepressor NCoR, diminuem a afinidade pelo T3 (1280M K¢
=024 M yersus TRwt 90033 "M ‘mas nao impede sua ligagdo ao coativador GRIP-1,
nem sua atividade transcricional em F2 (dados desmotrados apenas para o 1280M
e ndo para o |1280K)(Marimuthu, Feng et al., 2002). A mutagdo natural do TR
(F451X), onde a H12 esta ausente, apresenta baixa afinidade pelo T3
(F451XX9=100"My  (Marimuthu, Feng et al., 2002), é incapaz de se associar aos

coativadores SRC-1a e GRIP1(Santos, Afonso et al., 2006), mas se interage
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avidamente aos corepressores NCOR (Marimuthu, Feng et al., 2002) e SMRT
(Santos, Afonso et al., 2006), tanto na auséncia quando na presenca do ligante. O
receptor F451X com uma mutagéo no 1280 é incapaz de se associar tanto aos

corepressores quanto aos coativadores (Marimuthu, Feng et al., 2002).
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1.2 OBJETIVO

Estudar a importédncia do residuo 1280 para interagdo do TRp1 com
correpressores e coativadores e avaliar o papel dessas interagcbes na represséo

transcricional mediada pelo horménio tireoideano.
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1.3 MATERIAIS E METODOS
1.3.1 - Vetores Plasmidiais

O plasmideo pCMX-hTRp1 foi utilizado para a sintese do receptores do
horménio tireoideano B1. A transcricdo deste vetor é controlada pelo promotor do
citomegalovirus o que permite sua expressdo em células de mamiferos e pelo
promotor da RNA polimerase do bacteri6fago T7 que permite sua expressao em
sistemas de transcricdo e traducéo in vitro. Os detalhes da construgdo desses
plasmidios foram descritos anteriormente (Umesono, Murakami et al., 1991; Feng,
Ribeiro et al., 1998).

Os vetores que codificam o TRB1 com a troca da isoleucina 280 para lisina
e isoleucina 280 para metionina (M) (pCMX-1280K e pCMX-1280M) foram
gentilmente doados pelo Professor Brian West e estdo descritos em (Marimuthu,
Feng et al.,, 2002). Os vetores que possuem a mutacao de isoleucina 280 para
arginina (pCMV-1280R) e a delegcdo dos 10 ultimos aminoacidos do TRB1 (pCMX-
F451X) foram gerados pela técnica de mutagénese sitio-dirigida (Quick Change
Site-Directed Mutagenesis; Stratagene), empregando-se oligonucleotideos
sintéticos (primers), contendo a sequUéncia de nucleotideos necessarias criacéo
das respectivas mutacbes. O Duplo mutante 1280R/F451X foi construido
adicionando a mutagéo I1280R ao mutante pCMX-F451X.

Os plasmideos para expressdo de proteinas de fusdo com Glutationa S-
Transferase (GST) utilizados foram pGEx (Pharmacia- Upjohn), PGEX-SRC1
(381-882) (Feng, Ribeiro et al., 1998) , PGEX-GRIP1 (563-767) , PGEX-SMRT
(987-1491) (Webb, Nguyen et al., 2003), pGEX-RXRa (completo) (Feng, Ribeiro et
al., 1998) e codificam as proteinas GST, GST-SMRT, GST-SRC1, GST-GRIP e
GST-RXR, respectivamente. Estes plasmideos, assim como os plasmideo
reporteres contendo os elementos resposivos positivos DR4/F2/TREpal-TK-LUC e
o promotor regulado negativamente A Coll T3-LUC (Lopez, Schaufele et al., 1993),
foram gentilmente doados pelo Dr. Jonh D. Baxter. O promotor do horménio

liberador de tirotropina (TRH) (Guissouma, Dupre et al., 2002) e da superdxido
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dismutase (SOD-1) (Santos, Afonso et al., 2006) estdo clonados no plasmideo

pGL3 (promega) e foram gentilmente cedidos pelos respectivos autores.

1.3.2 - Expresséo e purificagcdo de proteinas recombinantes em Escherichia coli.

Nesse trabalho as proteinas de fusdo com glutationa-s-transferase (GST)
utilizadas foram expressas em E.coli e purificadas segundo protocolo descrito
abaixo: 50 ul de bactérias E.coli cepa BL21 foram transformadas com 1-2 ug dos
plasmideos, pGEX, pGEX-SRC1 (381-882), pGEX-GRIP1 (563-767) ou pGEX-
SMRT (987-1491), que expressam respectivos fragmentos das proteinas em
questao fusionados ao GST. A colbnia isolada foi inoculada em 5ml de meio de
cultura 2x LB (pré-in6culo) e crescida por 6-10 horas a 22°c. Apés o termino desse
periodo, o pré-inoculo foi dividido transferido para dois frascos de 500 ml de 2x LB
com ampicilina. Essas bactérias cresceram até a OD°® de 0.8 quando foi
adicionado a cultura IPTG (concentracéo final de 1mM). Esta cultura permaneceu
a 22°C por 16 horas para que a proteina de fuséo fosse expressa. Ao final desse
periodo, as células foram separadas por centrifugacdo e ao precipitado celular foi
adicionado 20 ml/litro de cultura de TST 1x (50 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl e
0.05% Tween 20), 500ul de lisozima (10mg/ml), e toda a mistura foi transferida e
incubada no gelo durante 15 minutos. Ao final desse periodo, a células foram
lisadas por sonicacéo ( 4 pulsos de 20 segundos no nivel 5.5 com um intervalo de
5 minutos entre cada pulso). Logo apéds, o lisado celular foi separado por
centrifugacéo a 12.000 rpm por 30 minutos. Concomitantemente, 665 ul de beads
com glutationa na superficie foram preparados segundo as instru¢cdes do
fabricante. Resumidamente, os beads foram lavados com 5 volumes de TST 1x e
separados por um centrifugacéo rapida (5000 rpm por 2 minutos). Em seguida,
para que pudessem interagir com o GST da proteina, esses beads foram
ressuspensos em 500 pl de TST 1x e adicionado ao sobrenadante da cultura.
Essa incubacgé&o foi mantida a temperatura de 4°C durante 2 horas. E em seguida
os beads foram coletados por centrifugacdo 5000 rpm por 5 minutos e seguida
lavados 3 vezes com 20 ml de TST 1X. ApOs as lavagem os beads foram
ressuspensos em 600 ul de TST 1X contendo 1mM de DTT, 0.5 mM de PMSF,
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1:1000 de coquetel inibidor de protease (SIGMA) e 1 ml de glicerol. Os beads
contendo as proteinas de fusdo foram guardados a -20°C até o momento da sua

utilizagdo nos ensaios de interacao proteina-proteina em solucao (GST).

1.3.3 - Ensaio de interagdo proteina-proteina em solugédo (GST “Pull down”)

O ensaio de GST “Pull Down”, simplificadamente chamado de GST, é
utilizado para verificar a capacidade de duas proteinas se interagirem in vitro. Para
isto, utiliza-se duas proteinas, sendo que uma delas necessita estar fusionada ao
GST e a outra deve estar radiomarcada. A proteina fusionada ao GST funcionara
como uma isca e a proteina radiomarcada sera a presa a ser pescada. A proteina
de fusdo funciona como uma isca porque esta fixada a uma particula pesada de
aproximadamente 45-165 pm, os beads de Sepharose™ com moléculas glutationa
na superficie que facilita sua precipitacao e separacado da solucdo estudada. O
preparo da proteina de fusdo fixada a uma particula pesada utiliza-se do préprio
processo de purificacdo da proteina de fusdo conforme foi descrito no item
anterior. Desta forma, o ensaio consiste em incubar a isca (beads-GST-proteina
de interesse) com a proteina radiomarcada sintetizada in vitro (presa — TR
selvagem ou mutantes), no tampao GST Binding Buffer (GBB - TST 1X, 0,1%
Triton X-100, 0,1% NP-40, 1mM DTT, 0,5mM PMSF e 1:1000 de coquetel de
inibidores de protease). Apés 100 minutos de incubagéo, os beads com a proteina
de fusdo, associado ou ndo a proteinas sintetizadas in vitro, sdo centrifugados e o
material precipitado é lavado 2x com GST Binding Buffer para remocgédo de
proteinas que fizeram ligagdes inespecificas. Caso a proteina radiomarcada seja
capaz de se interagir com a proteina de interesse, esta também sera precipitada.
Caso contrario, ou seja, ndo ocorra interacdo, ndo conseguiremos “pescar”
nenhuma proteina, pois esta sera eliminada durante as lavagens. Em seguida,
para se avaliar a interagdo da presa com a isca, o precipitado da incubacgéo é
analisado em “SDS-PAGE” seguido posteriormente de uma autoradiografia.
Assim, a presenca de uma proteina radiomarcada no precipitado é sinal de que
ela foi capaz de se interagir com a proteina de fusdo (GST) (Figura 1.5 e 1.6).
Além disto, com a finalidade de se quantificar quanto da proteina sintetizada in
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vitro interagiu com a proteina de fusdo, no momento da analise da reagcao de GST
no SDS-PAGE ¢ aplicado em um pogo separadamente uma quantidade conhecida
da proteina radiomarcada utilizada em cada reagéo. Esse pogo € denominado de
input.
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Bead-Glutationa —

GST-SMRT + TRwt + T3

Figura 1.5, Desenho esquematico da interagéo entre a proteina isca e a presa no ensaio de
GST. Neste exemplo foi utilizado o correpressor GST-SMRT para se interagir com o TR
selvagem radiomarcado com $*, na auséncia (a) e na presengca de T3 (b). Nota-se que na

auséncia do ligante o TR se interage bem com o correpressor. No entanto, na presenca de T3
esta interacao é reduzida drasticamente.
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Figura 1.6, Desenho esquematico do ensaio de GST com Coativadores. Neste exemplo foi
avaliada a capacidade de ligagao do coativadores GST-SRC ao TR selvagem radiomarcado com
S*, na auséncia (a) e na presenca de T; (b). Nota-se que na auséncia do ligante o TR ndo se
interage com o coativador e a adigdo de T3 promove esta interagao.
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1.3.4 - Eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida com sulfato duodecil
sodico (SDS)

A eletroforese de proteinas, em gel de poliacriliamida sob condigcbes
desnaturantes (SDS-PAGE), foi utilizada para confirmar a eficiéncia da sintese
protéica in vitro e as reagbes de GST “pull down”. As proteinas foram submetidas
a separacao eletroforética segundo protocolo descrito por Laemmli (Laemmli,
1970). Para a analise da expressado de proteinas de fusdo o gel foi corado com
comassie blue. Para a analise das proteinas radiomarcadas ou das reagbes de
GST, o gel foi fixado em uma solu¢ao de 30% de metanol e 10% de acido acético
glacial durante 30 minutos, sendo em seguida colocado pelo mesmo periodo de
tempo em uma solugdo amplificadora (Amplify, Amershan) utilizada para
intensificar a transmissao da energia radioativa e secado a vacuo sob uma folha
de papel de filtro a 70°C por 40 minutos (Geldryer, Biorad). O gel, ja seco, foi
colocado em um chassis radiografico juntamente com um filme de raio-X (Kodak)
e submetido a autoradiografia a -80°C por um periodo de 12 horas quando era
analisada a eficiéncia da sintese de proteinas e por 12-96 horas para as reacbes
de GST.

1.3.5 - Sintese in vitro de Proteinas.

Os receptores utilizados para os ensaios de GST foram sintetizados
utilizando-se o kit de transcricdo e tradugdo in vitro (TNT T7-Quick coupled
Transcription/Translation System-Promega). Nesta técnica, plasmideos pCMX
contendo o cDNA do TRR1wt ou dos mutantes sob controle do promotor T7 s&o
adicionados a um sistema que contém toda a maquinaria protéica necessaria para
a transcrigcdo e traducédo deste cDNA. Esse sistema consiste de um lisado de
reticulécitos de coelho suplementado com 40 uM de Zncl2, dos aminoacidos
(exceto a metionina), da T7 RNA polimerase, ribonucleotideos, e um inibidor de

RNAse. A metionina (1uL) radiomarcada com enxofre 35 (Met-S*, Amershan-
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Pharmacia) foi adicionada somente no momento da reacdo de sintese dos
receptores. As reacao foram feitas em tubo de microcentrifuga de 1,5 ml com
adigéo de 1-2 pg do plasmideo a 25 ul dos componentes descritos anteriormente e
incubada em banho maria a 30°C por 90 minutos. Apds o término da reagdo uma
aliquota de 1ul era retirada para verificacdo da eficiéncia da sintese em SDS-

PAGE (Figura 1.7), e o restante foi armazenado a -80°C.

TRwt
1280R

1280M

1280K
F451X
I280R/F451X

Figura 1.7 - Sintese in vitro das proteinas marcadas radioativamente utilizadas como presa
utilizando-se o kit TNT T7-Quick. Podemos observar que a sintese protéica do TRB1 selvagem,
I1280R, 1280M, 1280K, F451X e 1280R/F451X radiomarcados foi eficaz.

1.3.6 - Cultura de células, transfec¢do e ensaio da atividade da enzima luciferase.

Os procedimentos de cultura de células, transfec¢do e ensaio da atividade
da enzima luciferase foram realizados de acordo com métodos descritos
anteriormente (Chiellini, Apriletti et al., 1998). Para isto, utilizamos células
derivadas de promondécitos humanos (U937) obtidas do Centro de Cultura de
Células da Universidade da Califérnia, San Francisco (UCSF — University of
California San Francisco). Estas células foram cultivadas em meio RPMI 1640,
contendo 10% de soro fetal bovino com 2mM glutamina, 50u/ml penicilina e
50ug/mL estreptomicina e mantidos em uma incubadora 37°C com 5% de CO2. O
método de electroporacgéo foi utilizado para a transfecgédo das células mantidas em
cultura. As células U937 (9 milhdes) foram coletadas por centrifugacdo e
suspensas em 0,5mL de solucdo PBS (Phosphate Buffered Saline) contendo
0.1% dextrose. Estas células foram a seguir misturadas a 4ug do plasmideo

reporter e de 0,5ug do vetor de expressdo dos TRs e a seguir transferidas para
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uma cuveta. Apés manutengdo em temperatura ambiente por 5 minutos foram
eletroporadas utilizando-se um gerador de pulso (Bio-Rad) com voltagem de 0,3
volts e 960uF. Imediatamente apés, as células eletroporadas foram transferidas
para recipientes contendo 4mL de RPMI 1640 com 10% soro fetal bovino. Nesse
meio, as células foram ressuspensas e colocadas em ftriplicata em placas de 12
pocos (1mL/poco), e em seguida foram incubadas por 24hs a 37°C com etanol
(veiculo) ou 10-7 M de T3. Para o ensaio da enzima Luciferase, as células foram
coletadas das placas de 12 pocos e transferidas para tubos de eppendorf de
1,5mL e centrifugadas por 1 minuto a 13.000 rpm. O sobrenadante foi aspirado e
descartado, enquanto que o precipitado celular foi lisado e solubilizado pela adicao
de 150uL de 0,25M tris— HCI, pH 7,6 contendo 0,5% de triton X 100 a 0.1%. O
lisado celular foi misturado com o substrato para enzima luciferase, a luciferina
(Luciferase Assay System — Promega) e a medida da atividade desta enzima foi

quantificada em um luninébmetro (Turner).

1.3.7 - Calculo da taxa de ativagéo e analise estatistica

Para o calculo da taxa de ativagdo nos experimentos de transfecgcéo e
ensaio com gene reporter, utilizamos os valores da leitura da luciferase nos
experimentos tratados com T3 e dividimos pelo valor da leitura nos experimentos

tratados com etanol (veiculo).
Taxa de ativacéo = (Leitura da luciferase c/ T3 / Leitura da luciferase s/ T3).
Esse valor, taxa de ativacao, foi utilizado para o calculo do percentual de
resposta a alcangado, considerando-se o maior valor da taxa de ativagcdo do T3

como sendo a resposta maxima ou 100%.

%Taxa de ativacdo = (Taxa de ativagédo do receptor em questdo / Taxa de

ativacédo do TR selvagem) x 100%
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Com relagéo as transfecgdes nos promotores regulados negativamente, é
apresentado porcentagem da leitura da atividade luciferase e a taxa de represséo.
A percentagem da leitura da luciferase é calculada assumindo que a leitura do
TRwt ou do vetor vazio é 100%, na auséncia do hormdnio, a partir desta
correlagcéo se calcula a percentagem para as outras leituras. Ja a percentagem da
taxa de repressao € calculada para representar a diferenga entre a leitura sem T3
da leitura com T3 pela seguinte formula:

%Taxa de repressdo = [(% leitura da luciferase ¢/ T3 - % leitura da
luciferase s/ T3) X 100%] / % leitura da luciferase s/ T3

Todos os resultados apresentados nesse trabalho representam a média e o
erro padrdo da média de pelo menos 4 experimentos independentes. Toda a
analise estatistica, assim como os graficos apresentados, foram realizados através
do programa PRISM verséo 4.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA). A
andlise estatistica utilizada nos experimentos foi analise de variancia seguida do
teste de tukey. Os resultados foram considerados estatisticamente diferentes
quando o valor de p foi < 0,05. E as diferencas ou semelhanca estdo
representadas na forma de letras sobre as barras. Letras diferentes indicam
diferencas estatisticamente significantes e letras idénticas significa auséncia de

diferenca estatistica. O exemplo abaixo ilustra este tipo de representacéo:

125+
1004
754

50+

Resposta

25+

0-

Grupos

As diferentes letras sobre as barras indicam que o grupo 1 é estatisticamente
diferentes dos grupos 2, 3 e 4. O Grupo 2 ¢é estatisticamente diferentes dos grupos
1 e 3, mas néo é diferente do grupo 4. O grupo 3 é estatisticamente diferentes dos
grupos 1, 2 e 4. E o grupo 4 é estatisticamente diferentes dos grupos 1 e 3 mas
nao é diferente do grupo 2.
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1.3.8 - Mutagéo Sitio-Dirigida

Os mutantes 1280R, F451X e 1280R/F451X foram gerados pela técnica de
mutagénese sitio-dirigida por PCR (Quick Change Site-Direted Mutagenesis,
Stratagene) empregando-se oligonucleotideos sintéticos como iniciadores
(primers) contendo a seqiiéncia dos nucleotideos mutados (substituicado do cdédon
codificador do aminoacido correto por um codificador do aminoacido arginina ou
um stop cdédon no caso do F451X).

Por esse método, utilizando os primers relatados acima, o vetor de
expressdo do TRB1 nativo (pCMX-hTRB1) foi amplificado utilizando-se a enzima
pfu DNA polimerase de alta fidelidade gerando plasmideos mutantes. Para
separar os plasmideos nativos dos mutantes utilizou-se a enzima Dpn |, a qual
digere DNA metilado. O DNA original se encontra metilado, pois é proveniente de
uma purificacdo de plasmideo feita a partir de E.coli que, naturalmente, metila seu
DNA através do sistema DAM metilase. Entdo, os plasmideos mutantes ndo sao
degradados pela Dpn I, pois foram gerados pela reagdo de PCR, séo
transformados em E.coli DH5q, cultivados em meio LB e purificados por miniprep
(QUIAGEN). A sequéncia mutada foi verificada por sequenciamento do DNA

(Sequenase, Stratagene).

1.3.9 - Ensaio protegéo contra tripsina

3ul do TRB1 selvagem ou dos mutantes sintetizados in vitro com Met-
S* foram pre-incubados com T3 (10%, 107, 10® M) ou veiculo (etanol) por 20
minutos a temperatura ambiente em um volume final de 10ul de TST 1X. Em
seguida foi acrescentado tripsina (concentracao final na reacdo de 10 mg/ml)
durante 10 minutos. Os produtos das reagbes foram fervidos e analisados por
SDS-PAGE seguido de autoradiografia (Pissios, Tzameli et al., 2000).

38



1.3.10 - Ensaio de ligagdo ao T3

Os TRs foram expressos utilizando o kit (TNT T7-Quick coupled
Transcription/Translation System-Promega). E as afinidades da ligacdo ao T3 foi
determinada utilizando-se o ensaio de ligacao saturante. Resumidamente, 15 fmol
de cada proteina sintetizada in vitro foi incubada “overnight” a 4 °C com
concentragdes variadas de T3 marcado com 1'%
100 pl do tampao E400 (400 mM NaCl, 20 mM KPO4, pH 8, 0.5mM EDTA, 1.0 mM

MgCI2, 10% glicerol), 1 mM monotioglicerol, e 50 pg de histonas de timus de

(PerkinElmer Life Sciences) em

bezerro [(“calf thymus histones’) Calbiochem]. O T3 1'® ligado foi isolado por
gravidade através de uma coluna de Sephadex G-25 (Amersham Biosciences) de
2 ml e quantificado em um contador-y (COBRA, Packard Instruments). As curvas
de ligagao foram montadas por regresséo nao linear e a constante de dissociacao
(K.) foram calculados utilizando os modelos de ligagdo de saturacao de um sitio
"one-site saturation binding” e decaimento exponencial de uma fase "one-phase
exponential decay”, respectivamente, presentes no programa PRISM verséo 4.0
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA).
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1.4 RESULTADOS

1.4.1-TR com diferentes mutagbes no residuo 1280 apresentam atividade

transcricional especificas.

Primeiramente, atividade transcricional dos diferentes mutantes no residuo
1280 (1280R, 1280M, 1280K), do F451X e do duplo mutante 1280R/F451X sobre
TREs (DR4, F2 ou TREpal) foi testada em ensaios de gene reporter. A ativagcao
transcricional nestes TREs é extremamente dependente da dissociacdo dos
correpressores e interacdo com os coativadores na presencga de T3 (Feng, Ribeiro
et al, 1998). No ensaio, células promonociticas humanas U937 foram
transfectadas com vetores de expressédo codificando o TRB1 selvagem ou os
TRB1 mutantes, juntamente com uma construgdo reporter dirigida pelos
elementos responsivos DR4, F2 ou TREpal. Os resultados obtidos nestes ensaios
demonstraram que apenas o mutante 1280M foi capaz de ativar estes TREs-Tk-
LUC de forma comparavel ao TRB1 selvagem. Taxa de ativacéo transcricional de
82,9+45%, 41,9+8% e 63,3+21% foram observadas para 1280M em DR4, F2 e
TREpal, respectivamente. Os demais mutantes apresentaram taxa de ativacao
transcricional diminuida e significativamente diferente da apresentada pelo TR
selvagem (Figura 1.8, A, B, e C). No mesmo sentido, os mutantes F451X e

I280R/F451X também n&o apresentaram atividade transcricional.
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1.4.2 - Mutantes 1280 apresentam diferentes afinidades pelos correguladores.

Em seguida, a capacidade dos mutantes se interagirem com os
coativadores SRC-1, GRIP-1 e com o correpressor SMRT foi testada, in vitro, por
ensaio de GST “pull down”. Para isto as proteinas GST, GST-SMRT, GST-SRC1a
e GST-GRIP1, expressas e purificadas de bactérias, foram incubadas com TR
selvagem e com os mutantes 1280R, [280M, 1280K, F451X e [280R/F451X,
sintetizados in vitro e marcados com Met-S*, na auséncia e na presenca de T3. O
TRB1 selvagem se interagiu com SMRT na auséncia de T3 e a adicdo do
horménio rompeu esta interagdo (Figura 1.9 A e B, TRwt, linhas 4 e 5). Ja os

mutantes 1280R e [280M apresentaram um interacdo diminuida ao SMRT na
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auséncia de T3, e o mutante 1280K apresentou uma interacdo ainda menor
(Figura 1.9 A, linha 4), quando comparados ao TR selvagem. O mutante F451X
também foi avaliado, este possui uma alta afinidade pelo SMRT, tanto na
presenca quanto na auséncia de T3 (Figura 1.9 B, linha 4 e 5) (Santos, Afonso et
al., 2006). Por outro lado, é interessante observar que a adigdo da mutagcédo 1280R
no F451X (1280R/F451X) aboliu completamente a alta afinidade do F451X por
SMRT (Figura 1.9 A, 1280R/F451X, linha 4 e 5). Assim, conclui-se que o 1280 é
importante também para ligacdo do SMRT ao TRB1 e diferentes mutacgdes (R, M e
K) neste residuo diminuem esta interacdo em diferentes intensidades. Outro fato
observado € que os mutantes [280R e 1280K apresentaram capacidade de se ligar
ao SMRT na presenca de T3 semelhante a observada na auséncia, 0 mesmo nao
foi observado para o TRB1 selvagem e para o 1280M (Figura 1.9 A, linha 4
versus linha 5). Ademais, o TRB1 selvagem se interagiu com os coativadores
SRC1 e GRIP apenas na presenca de T3 (Figura 1.9 A e B, TRwt, linhas 6
versus 7 e 8 versus 9). Entretanto, observamos que [1280R, 1280M, 1280K
interagiram com os coativadores com diferentes intensidades. O [280M se
interagiu de forma semelhante ao TRB1 selvagem com SRC1 e GRIP (Figura 1.9
A, 1280M, linhas 7 e 9), o mutante 1280R apresentou uma diminuicdo na
capacidade de se interagir com SRC (Figura 1.9 A, 1280R, linhas 7) e completa
incapacidade de se interagir com GRIP (Figura 1.9 A, I1280R, linhas 9), o 280K
foi incapaz de se interagir com ambos coativadores (Figura 1.9 A, 1280K, linhas 7
e 9). Como esperado, F451X (Figura 1.9B, F451X, linhas 4 e 5) (Santos, Afonso
et al., 2006) e 1280R/F451X nao se interagem a coativadores devido a auséncia da
H12. Assim, a partir desses resultados conclui-se que dos mutantes 1280 apenas o

I280M se interage bem aos coativadores SRC1 e GRIP.
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Figura 1.9, A e B) Ensaio de GST avaliando a interagdo entre os mutantes 1280R, 1280M, 1280K,
I280R/F451X e F451X ao correpressor SMRT e aos coativadores SRC1 e GRIP. Mutagdes no
residuo 1280 diminuem em diferentes intensidades a afinidade do TRP1 selvagem pelo SMRT.
Afinidades do F451X> TRB1selvagem>I280R e 1280M>1280K e 1280R/F451X (linha 4, A e B),
TRB1wt, I1280R, 1280M e 1280K). O acrécimo da mutagéo 1280R no F451X diminui a alta afinidade
desse mutante pelo correpressor SMRT [(linha 4, 1280R/F451X versus linha 4, F451X Figura 1.9B
(Santos, Afonso et al., 2006)]. Além disso, a adicao de
T310°M rompe a ligagdo do TRB1 selvagem e do 1280M ao SMRT (linha 4 versus linha 5, TRB 1wt
e 1280M). Fato que ndo ocorre para 1280R, 1280K e 1280R/F451X (linha 4 versus linha 5, I1280R e
1280K). Por outro lado, adicdo de T3 faz com que o TRB1 selvagem e o mutante 1280M se
interajam aos coativadores SRC1 e GRIP1, ou seja, a mutagéo 1280M nao interfere na capacidade
do TRB1 de se ligar aos coativadores (linhas 6 versus linha 7 e linhas 8 versus linha 9, TRB1wt e
1280M). Ja as mutagdes 1280K e I280R abolem quase por completo esta ligagédo (linhas 6 versus
linha 7 e linhas 8 versus linha 9, I1280R e 1280K). Apenas o I1280R foi capaz de se ligar fracamente
a SRC1 na presenga do ligante (linha 7, 1280R).
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1.4.3 - Mutantes 1280 apresentam diferentes afinidades pelo T3.

Como as diferengas observadas entre 1280M, 1280R e 1280K na ligagdo aos
coativadores podem ser secundarias a capacidade de ligacdao hormdnio, esta foi
avaliada através do ensaio protegdo contra tripsina (Bhat, Parkison et al., 1993;
Pissios, Tzameli et al., 2000). Para isto, o TRB1 selvagem e os mutantes 1280R,
1280M, 1280K, F451X e 1280R/F451X, sintetizados in vitro na presenca de Met-S*°
e incubados com tripsina, na auséncia e na presenca de T3. Neste ensaio, a acéo
da tripsina sobre TRB1 selvagem, ndo ligado ao T3, provoca a digestdo de sua
banda correspondente (53kDa) e formagdo de uma banda de aproximadamente
24kDa. Com adicado de T3 uma segunda banda, de aproximadamente 28kDa, é
protegida contra a acdo da tripsina indicando que o horménio se liga ao receptor
(Figura 1.10, A). Para os mutantes 1280M, 1280R e 1280K a prote¢do promovida
pelo T3 contra a acdo da tripsina foi testada ao longo de concentracdes
crescentes do hormoénio. Assim, para o TR selvagem a banda de 28kDa foi
observada nas concentragées de 107 M e 10° M e para o mutante 1280M na
concentragdo de 10° M, no entanto, esta ndo foi observada para os mutantes
I280R e 1280K (Figura 1.10, A). Como controle foi utilizado o mutante F451X, que
sabidamente tem afinidade pelo T3 muito pequena (Marimuthu, Feng et al., 2002),
e nao foi observada banda de 28kDa na concentragdo de 10° M do horménio. O
mesmo foi observado para o duplo mutante I280R/F451X (Figura 1.10, B). Estes
resultados demonstram que o mutante 1280M apresenta uma menor afinidade pelo
T3, e que 0 1280R e 0 1280K possuem baixa afinidade por T3.

Esses resultados foram posteriormente confirmados por ensaios ligacéo do
TR ao horménio marcado (T3-1'%°). Para isto, TRp1 selvagem, 1280R, 1280M e
280K sintetizados in vitro foram incubados com diferentes concentragbes de T3
marcado com 1'®. O T3 ligado é entdo isolado por gravidade através de uma
coluna de Sephadex G-25 e quantificado em um contador y. A curva de ligacao é
montada e a constante de dissociagao (K4) € entdo calculada. O Ky para o TRB1

selvagem nestes experimento foi de 0,13 x 10°M e para o 1280M foi de 0,45 X 10°
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M. Ja os mutantes 1280R e 1280K apresentaram capacidade de ligagédo ao T3
extremamente baixa, o que impossibilitou a execu¢édo do ensaio. Assim, conclui-se
que os mutantes 1280R e 1280K nao se ligam bem ao T3 (Figura 1.11, A, B, C).
A)
T3 T3
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[ 53 33 n
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Figura 1.10, Ensaio de protecdo contra tripsina para avaliar ligagdo dos mutantes 1280R, 1280M,
1280K, F451X e I1280R/F451X ao T3. TRB1 selvagem e os mutantes foram sintetizados in vitro na
presenga de metionina [835] e incubados com tripsina na presenca de veiculo (V) ou T3. A tripsina
atua sobre o receptor digerindo sua banda de 53 kDa em uma de 24kDa. Na presenga de T3,
quando esse se liga ao receptor, é observada uma segunda banda (banda protegida pelo
horménio) de 28 kDa. Assim, em A, podemos observar que a banda de 28 kDa protegida pelo
horménio contra a acdo da tripsina estava presente nos ensaios com TRp1 selvagem
(concetragbes de 10'M e 10'6M) e o com I1280M (concetragbes de 10'6M). Entretanto, esta néo foi
observada para os mutantes 1280R e 1280K. Isto sugere que o 1280M ainda se liga ao T3, mas
possui uma afinidade menor, e que os mutantes 1280R e 1280K nao se ligam bem ao T3. Em B,
como controle foi avaliada a protegdo contra tripsina promovida pelo T3 para os mutantes F451X,

45



que ndo possui H12 e, sabidamente, tem uma baixa afinidade Eelo T3 (kd=100nM) (Marimuthu,
Feng et al., 2002), e para o 1280R/F451X. Concetragdes de 10°M de horménio foram utilizadas.
Como esperado, nenhum desses mutantes apresentou banda protegida pelo horménio.
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Figura 1.11, Ensaio de ligagdo ao T3 medindo a afinidade dos mutantes 1280 pelo hormdnio.

As curvas de ligagdo ao T3 ['%1], em A) para a TRB1 selvagem e em B) para o mutante 1280M
montadas utilizando o modelo de ligagdo de saturagdo em um sitio "one-site saturation binding”. As
constantes de dissociagéo (K.) foram calculados utilizando o modelo de decaimento exponéncial de
uma fase "one-phase exponential decay”. Para o TRB1 selvagem foi de 0,13nM e para o 1280M foi
de 0,45 nM C) Expressao in-vitro do TRB1 selvagem (TRpB1), 1280M, 1280K e 1280M mostrando que
todos os receptores estavam sendo expressos. Contudo, a ligagéo do T3 [125I] aos mutantes 1280K
e 1280R foi muito baixa, o que impossibilitou a execusdo do ensaio de ligagdo ao T3 para estes
mutantes, sugerindo uma afinidade muito menor comparada com a do TRp1 selvagem e 1280M.

1.4.4 -Heterodimerizagdo dos mutantes 1280R e 1280K esta preservada.

Como os mutantes 1280R e 1280K nao se ligaram ao T3, néo se interagiram
com os coativadores e, consequentemente, ndo foram transcricionalmente ativos,
suspeitou-se que estes receptores poderiam n&o estar assumindo a conformacao
necessaria para exercer suas func¢des, ou seja, ndo estariam se dobrando
corretamente. Para testar essa hipdtese a heterodimerizagdo com RXR foi

avaliada in vitro pelo ensaio de GST uma vez que TRB1 e RXRa se interagem
40
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através de uma superficie nédo relacionada com a superficie de interagcdo com os
correguladores. Para isto, GST e GST-RXRa, expressos e purificados de
bactérias, foram incubadas com TR selvagem ou os mutantes 1280R, [280M,
1280K, F451X e I280R/F451X sintetizados in vitro na presenca de Met-S*°.
Obsevamos que todos os mutantes se heterodimerizaram com o RXR de forma
semelhante ao TRB1 selvagem demostrando que as mutagdes nao interferem com
esta propriedade do receptor, e que as proteinas estdo se dobrando corretamente
(Figura 1.12).

TRPIwt  I280R 280K

I2ROML F4RIX I2SORY
F4S1X

Tmput 1%

Figura 1.12, Ensaio de GST avaliando a heterodimerizagdo com o RXR em solu¢do do TRf1
selvagem (TRP1wt) e dos mutantes 1280R, 1280K, 1280M, F451X e [280R/F451X. Todos os
mutantes se interagiram com o RXR de forma semelhante ao TRB1 selvagem.
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1.4.5 - Nos genes negativamentes regulados pelo T3, a superficie de ligagdo ao
coativadores € Iimportante para repressdo e superficie de ligacdo aos

correpressores € importante para ativagéo.

Em seguida, atividade transcricional dos diferentes mutantes no residuo
1280 (I280R, 1280M, 1280K), do F451X e do duplo mutante 1280R/F451X foi
testada sobre os promotores de alguns genes regulados negativamente pelo T3
(Colagenase-1, TRH e SOD-1). No ensaio, células promonociticas humanas U937
foram transfectadas com vetores de expressao codificando o TRB1 selvagem ou
os TRPB1 mutantes, juntamente com as constru¢des reporteres AcollT3-LUC, -547
+84TRH-LUC ou _157+17SOD-LUC.

Na figura 1.13, painel esquerdo, representamos o percentual da leitura de
luciferase mediada pelos TRR1mutantes em relacdo ao TRRB1 selvagem das
transfecgbes realizadas no promotor da colagenase-1. Podemos observar que,
além do TRpB1 selvagem (porcentagem de ativagédo arbitrariamente selecionada
como 100%), somente os mutantes 1280R e F451X foram capazes de ativar a
transcricdo na auséncia do hormoénio, sendo que as médias dos valores das
leituras foram 122,7+8% e 172,8+19%, respectivamente. Inversamente, os
mutantes 1280M (67,14+4%), 1280K (54,3t1%) e 1280R/F451X (88+7%)
apresentaram uma pequena capacidade de ativar a transcricdo na auséncia de
T3. Além disso, a percentagem de ativacao do vetor vazio (pCMX) foi de 62,8+3%
na auséncia de ligante.

Com a adicdo de T3 podemos observar ainda na figura 1.13, painel
esquerdo, que reducdo da atividade transcricional significativa foi observada
apenas para o TRwt (% da leitura diminuiu de 100% para 51,3+3%, P<0,05). As
demais diferencas observadas entre as percentagem das leituras na auséncia e
na presenca de T3 nao foram significativas, sendo que os valores observados na
presenca de ligante foram: 1280R  (122,7+8%—105t9%), 1280M
(67,14+4%—49,7+2%), 1280K (54,3+1%—51,61£5%), F451X
(186,1£19%—172,8421%), 1280R/F451X (88+7%—71,2+6%) e pCMX (62,8+3%
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—74+9%). O mutante 1280M apesar de diminuir o % de ativagéo de 67,14+4%
para 49,7+2%, essa reducdo ndo foi estatisticamente significante. Por outro lado,
ao avaliarmos a % da represséo, ou seja, a percentagem da diferenca entre as
leituras na presenca e na auséncia de T3, observamos valores de -48,6+3% para
TR selvagem, -14,6+4% para 1280R, -29,6+2% para 1280M, -5,5+7% para 1280K, -
7,8£3% para F451X, -16+4% para 1280R/F451X e 10,848% para pCMX, sendo
que, execeto a % repressdao observada para o [280M, todas foram
estatisticamente diferentes do TR selvagem (Figura 1.13, painel direito). Assim,
os resultados observados no promotor da colagenase-1 indicam uma tendéncia
dos mutantes que se interagem bem aos correpressores ativar a transcricdo, como
por exemplo o F451X, e os que se interagem melhor ao coativadores reprimirem a

transcrigdo, como por exemplo o 1280M.
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Figura 1.13, Painel esquerdo, experimentos de transfecdo e analise de gene reporter luciferse
examinando a % da atividade transcricional do TRB1 selvagem e dos mutantes 1280R, 1280M,
280K, F451X e 1280R/F451X sobre o promotor da colagenase-1, na auséncia e na presenga de
T3. Células U937 foram transfectadas com plasmideo reporter AcollT3-LUC e com o vetores de
expressdo do TRR1 selvagem, dos TRB1s mutantes ou vetor vazio (pCMX) e tratadas com veiculo
(etanol) ou 100 nM de T3. O grafico representa a médiaterro padrdao de 6 experimentos. As letras
diferentes sobre as barras indicam a diferenga estatistica (p<0.05) de acordo com ANOVA seguido
da teste de comparacédo multiplas de Tukey. Painel direito, representa % da represséo observada
pelos diferentes mutantes neste experimento. As letras diferentes sobre as barras indicam a
diferenca estatistica (p<0.05) de acordo com ANOVA seguido da teste de comparagdo multiplas de
Tukey.
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Na figura 1.14, painel esquerdo, representamos o percentual da leitura de
luciferase mediada pelos TRR1 mutantes em relacdo ao TRR1 selvagem das
transfeccgdes realizadas no promotor do TRH. Podemos observar que, somente o
mutante F451X foi capaz de ativar a transcricdo na auséncia do hormonio,
percentagem de ativagao de 146,9+19%. O TRR1 selvagem e os mutantes 1280R,
1280M, 1280K e 1280R/F451X apresentaram porcentagem de ativagdo de 93+5%,
81,1£5%, 102,8+7%, 93,5+20%, 104,4+11%, respectivamente, valores semelhante
a percentagem de ativacado do vetor vazio (pCMX). Neste caso, arbitrariamente
selecionado como 100%, pois apresentou valores maiores que o TR selvagem na
auséncia de ligante.

Com a adicdo de T3 podemos observar ainda na figura 1.14, painel
esquerdo, a reducdo na percentagens das leituras, sendo que os valores
observados, na presenca de ligante, foram: TR selvagem (93+5%—51,1+2%),
[1280R (81,145%—73,61£5%), 1280M (102,8+7%—64,1+4%), 1280K
(93,5+20%—86,8+21%), F451X (146,9+19%—138+22%), I280R/F451X
(104,4+11%—96+12%) e pCMX (100%—93+7%). Apesar de nenhuma destas
redugdes apresentarem diferenca estatistica é interessante destacar que os
menores valores (maior repressao) foram para TR selvagem e 1280M, indicando
uma maior capacidade de reprimir a transcricdo na presenca de T3. Neste sentido,
avaliamos tambem a % da represséo transcricional e observamos valores de -
44 1+3% para TR selvagem, -9,5+2% para 1280R, -34+2% para 1280M, -8,8+5%
para 1280K, -5,6+4% para F451X, -9,9+4% para 1280R/F451X e -746% para
pCMX, sendo que, execeto a % repressao observada para o 1280M, todas foram
estatisticamente diferentes do TR selvagem (Figura 1.14, painel direito). Assim,
estes resultados sugerem novamente uma tendéncia dos mutantes que se
interagem bem aos correpressores ativar a transcrigdo e os que se interagem bem

ao coativadores reprimirem a transcricéo.

50



TRH

220 0-
200~
] -10-
180 b b
'g 20
s @
£ g 30
Q =30
: ]
e = -40-
2
-50-
-60 N N 'l N N 'l N
@ L O F OO SE ‘;:\- & & x“'\' & @“
§ < N V) ‘3 6
@2" /&4“ £ ‘b& m@ g ’&61' < b?;i" & 4;2" Qo PP 4 << qS"
J < &« Q
'b @ &

Figura 1.14, painel esquerdo, experimentos de transfecdo e andlise de gene reporter luciferase
examinando a atividade transcricional do TRR1 selvagem e dos mutantes 1280R, 1280M, 280K,
F451X e 1280R/F451X sobre o promotor do TRH. Células U937 foram tranfectadas com o
plasmideo reporter TRH-LUC e com os vetores de expressdo para TRR1 selvagem, TRB mutantes
ou vetor vazio (pCMX) e tratadas com veiculo (etanol) ou 100 nM de T3. O grafico representa a
médiaterro padrdo de 6 experimentos. As letras diferentes sobre as barras indicam a diferenca
estatistica (p<0.05) de acordo com ANOVA seguido da teste de comparagdo multiplas de Tukey.
Painel direito, representa % da repressdo observada pelos diferentes mutantes neste
experimento. As letras diferentes sobre as barras indicam a diferenga estatistica (p<0.05) de
acordo com ANOVA seguido da teste de comparagao multiplas de Tukey.

Em um estudo anterior descrevemos que o promotor da SOD-1 é
significantemente estimulado pelo TRB1 e a adigdo de T3 inverte esta ativacao.
Além disso, TR mutantes que se interagem bem aos correpressores, como por
exemplo o F451X, ativaram eficientemente o promotor da SOD-1 e n&o o reprime
com a adig¢ao do ligante (Figura 1.15 A). Inversamente, TR mutantes que nao se
interagem com correpressores, como por exemplo o 1280K, ativam este promotor
mas, ndo tdo bem quanto o TR selvagem. Este mesmo mutante (1280K), que
também n&o se interage bem com coativadores, apresentaram a regulacdo
negativa T3 dependente abolida (Figura 1.15 B). Estes resultados indicam que o
papel das superficies de ligacdo aos correpressores e coativadores estédo
invertidas no promotor da SOD-1, o que € observado para outros genes regulados

negativamente (Santos, Afonso et al., 2006). Agora, ndés testamos a agao do
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mutante 1280M (que se interage bem apenas aos coativadores) sobre o promotor
da SOD-1, e observamos que na ausécia de T3 este receptor ativou o promotor de
forma semelhante ao TR selvagem, (100%) para TR selvagem e (99+4%) para
I280M) figura 1.15 C, painel esquerdo. Com a adicdo de T3 podemos observar
ainda na figura 1.15 C, painel esquerdo que este mutante reduziu a % da leitura
tao eficientemente quanto o TR selvagem (70+7% para TR selvagem e 62+2%
para [280M). O vetor vazio apresentou % de leitura de 63+2% e 76+4% na
auséncia e na presenga de T3, respectivamente. Ao avaliarmos a repressao
trancricional, observamos que realmente ambos receptores se comportaram de
forma semelhante, pois as percentagens de repressdo foram de -47+14% e -
58+9% para TR selvagem e 1280M, respectivamente. Percentagem de represséao
para pCMX foi 16+5% (Figura 1.15 C, painel superior). Assim, este resultados
indicam que para o promotor da SOD-1, a interagdo com do TR com os
correpressores é importante para uma boa ativagéo transcricional na auséncia de

ligante e a interagdo com os coativadores é importante para uma boa represséo

transcricional.
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Figura 1.15 A, B e C). Experimentos de transfecdo e analise de gene reporter luciferse
examinando a atividade transcricional do TRR1 selvagem e dos mutantes, F451X, 1280K e 1280M
sobre o promotor da SOD-1. Células U937 foram tranfectadas com plasmideo reporter -
157+17SOD-LUC e com os vetores de expressao para TRR1 selvagem, TRB1 mutantes ou vetor
vazio (pCMX) e tratadas com veiculo (etanol) ou 100 nM de T3. Os graficos das figura1.15 A e B
foram retirados do artigo (Santos, Afonso et al., 2006), Anexo I. A figura 1,15 C, painel esquerdo,
representa a a % da leitura da atividade luciferase (médiaterro padréo de 4 experimentos). As
letras diferentes sobre as barras indicam a diferencga estatistica (p<0.05) de acordo com ANOVA
seguido da teste de comparagdo multiplas de tukey. Painel direito, representa % da represséo do
TR selvagem e do mutante 1280M neste experimento. As letras diferentes sobre as barras indicam
a diferenca estatistica (p<0.05) de acordo com ANOVA seguido da teste de comparagéo multiplas
de Tukey.

53



1.5 — DISCUSSAO

A ligagdo do T3 ao TRpB1 induz mudangas conformacionais no receptor que
promove a liberacdo dos correpresores e associagao com proteinas coativadoras.
Os correpressores se interagem com o TRB1 através de uma superficie composta,
principalmente, por aminoacidos localizados nas hélices 3 e 5-6. Com a ligagéo do
T3 ao TR ocorre o fechamento da H12 sobre o corpo do receptor. Esse
movimento da H12 desloca o correpressor e forma a superficie de interagdo com o
coativador que é composta pelas hélices 3, 5-6 e 12. (Feng, Ribeiro et al., 1998;
Ribeiro, R. C., Apriletti, J. W. et al., 1998; Marimuthu, Feng et al., 2002).

O movimento da H12 faz com que essa hélice se sobreponha a alguns
aminoacidos que compdem a superficie de ligacdo aos correpressores. Um dos
principais residuos que compde a superficie de ligacdo ao correpressor, e que é
sobreposto pela H12, é a isoleucina 280, pois mutagcdes nesse residuo &€ uma das
que mais interfere com a ligacdo do TRB1 ao correpressor NCoR (Marimuthu,
Feng et al., 2002).

Nesse trabalho, estudamos a importancia do residuo 1280 na interacéo do
TRB1 as proteinas correguladoras e a importancia dessas na modulagdo da
transcricdo mediada por T3. Para isso, utilizamos os mutantes [280R, 1280M,
280K, F451X e 1280R/F451X. Primeiramente, foi avaliado os efeitos dessas
mutacdes na capacidade do TR estimular a transcricdo em elementos responsivos
positivos (TREs - DR4, F2, TREpal) por ensaios de gene repérter em células
promonociticas humanas (U937). Além disso, foi avaliada a capacidade de ligagédo
dos mutantes ao correpressor SMRT e aos coativadores GRIP e SRC1 através do
ensaio de GST, a ligacdo ao horménio por ensaio de protegcédo contra tripsina e
ensaio de ligacdo ao T3 marcado. Em seguida, avaliamos atividade transcricional
desses mutantes sobre promtores regulados negativamente (Colagenase-1, TRH
e SOD-1) também por ensaio de gene repoérter em células promonociticas
humanas (U937).
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Os resultados dos ensaios de gene repoérter utilizando o TRB1 selvagem e
os mutantes mostraram que 1280R e 1280K foram incapazes de ativar a
transcricdo mediada pelo T3. O mesmo foi observado para o mutante F451X.
Esse resultado pode refletir a incapacidade destes mutantes se ligar aos
coativadores (fato posteriormente observados nos ensaios de GST “pull down”).
Pois esta interacdo € extremamente necessaria para ativacdo nos elementos
responsivos positivos. Entretanto, ao se avaliar o mutante 1280M observamos que
esse foi capaz de ativar a transcricao nos diferentes TREs testados com uma taxa
de ativacdo semelhante ao TRB1 selvagem, 82,9+5% em DR4 e 63,3+21% em
TREpal. No entanto, no palindromo invertido (F2) 1280M apresentou uma taxa de
ativacao de 41,9+8%, apesar desse valor ndo ser estatisticamente diferente do
TRpB1 selvagem (100%) é possivel que esse resultado reflita as diferengas na
estrutura que o TR assume em cada elemento responsivo e, conseqientemente,
na importancia do residuo 1280 para a interagdo com os coativadores.

Para avaliar a interacdo dos diferentes mutantes ao correguladores
utilizamos o ensaio de GST. Observamos que o residuo 1280 é extremamente
importante para a ligagdo do TRB1 ao correpressor SMRT, pois quando esse
aminoacido é trocado por R, K, ou M a afinidade do TRB1 por este correpressor
diminui. Este resultado confima os dados disponiveis na literatura (Marimuthu,
Feng et al., 2002) onde 1280M e 1280K apresentaram afinidade diminuida pelo
correpressor NCoOR e juntos indicam que o 1280 esta envolvido em contatos
especificos e diretos do TRB1 com os correpressores. Essa hipétese é reforgcada
pelo fato de que quando substituimos o 1280 por arginina no mutante F451X a
afinidade deste pelo SMRT reduziu muito. Assim, o residuo 1280 faz parte da
superficie de ligacdo do TRB1 ao correpressor sendo muito importante para as
interacdes especificas com SMRT.

Outro fato observado é que os mutantes 1280R e 280K apresentaram
capacidade de se ligar ao SMRT na presenca de T3 semelhante a observada na
auséncia, ou seja, a adicao do ligante n&o influéncia a interagdo com o SMRT. O

mesmo nao foi observado para o TRB1 selvagem e para o 1280M (Figura 1.9).
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Essas observacéo pode indicar uma menor capacidade de ligagcdo ao T3 do I1280R
e [1280K quando comparados com TRB1 selvagem e com 1280M. O que realmente
foi comprovado no ensaio de prote¢ao contra tripsina e confirmado pelo ensaio de
ligacdo ao horménio marcado (resultados que serao discutidos posteriormente).

Quanto a ligagcao aos coativadores GRIP e SRC1, na presenca de T3,
observamos que as mutagdes 1280R e 1280K diminuem a interagdo do TRB1 com
esses coativadores. Por outro lado, a mutagao 1280M praticamente n&o modificou
a capacidade do TRB1 de se ligar a GRIP e SRC1. Esses resultados demonstram
que, ao contrario do descrito na literatura que o residuo 1280 interfere apenas com
a interacdo do TRB1 ao correpressores (Marimuthu, Feng et al., 2002), 1280 ¢é
também fundamental para a interagdo do TRPB1 com os coativadores. Os
resultados obtidos em nosso estudo mostram que 1280K e I280R nao se interagem
bem com coativadores na presenca de T3, diferentemente do 1280M. Como a
unica distingdo entre esses mutantes é a caracteristica da cadeia lateral pela qual
a isoleucina 280 é trocada, a hipotese mais provavel para a explicagdo desses
resultados é que existem diversidades estruturais entre esses mutantes
provocadas pelas diferencas existentes entre R, M e K (Figura 1.16). Além disso,
podemos perceber que a ligagdo do 1280R ao coativador SRC1 diminuiu muito,
mas nao foi abolida como ocorreu com a ligacédo deste mutante ao GRIP. Isto
pode ser explicado devido ao fato de que o GST-GRIP é o GST fusionado aos
residuos 563-767, onde se localizam apenas as regides de interacdo com o0s
receptores nucleares; e 0 GST-SRC1 ser composto dos aminoacidos 381-882 que
contém as regides de interacdo e mais algumas seqUéncias adjacentes. Essas
sequéncias adjacentes poderiam influenciar a capacidade de ligacédo do TRB1 ao
coativador.

Quanto aos aminoacidos em questao (R, M e K), sabe-se que a arginina e
a lisina sdo aminoacidos polares e com a cadeia lateral carregada positivamente.
Ja a metionina é um aminoacido com cadeia lateral hidrofébica como a isoleucina
(Figura 1.16).
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Isoleucina Metionina

Lisina Arginina

Figura 1.16, Nesta figura estdo representadas as diferengcas entre as cadeias laterais dos
aminoacidos isoleucina, metionina, lisina e arginina. A isoleucina e a metionina s&o aminoacidos
hidrofébicos e podem ser substituidos um pelo outro sem muitas alteragdes estruturais, pois sdo
residuos de caracteristicas semelhantes mesmo a metionina possuindo um atomo de enxofre
(amarelo) na sua cadeia lateral (M.J. Betts, 2003). Entretanto, no caso do TR a isoleucina deve
fazer contatos especificos com o correpressor, pois a sua troca pela metionina (I1280M) diminuiu a
afinidade do TR pelo SMRT. Ja a lisina e a arginina sdo aminoacidos polares e carregados
positivamente. Esta carga positiva é conferida pela presenca de atomos de nitrogénio nas
extremidades das cadeia laterais. A lisina possui 1 atomo de nitrogénio e a arginina 3 atomos.
Desta forma, a arginina pode fazer um numero maior de pontes de hidrogénio do que a lisina,
apesar dessa diferenga esses dois aminoacido tem caracteristicas bem semelhantes.

Assim, substituir uma isoleucina por uma arginina ou uma lisina pode
provocar alteragcdes estruturais no TRB1, pois sdo aminoacidos de caracteristicas
diferentes. No entanto, devido ao fato da metionina ser um aminoacido hidrofébico
como a isoleucina esses dois aminoacidos s&o intercambiaveis sem grandes
alteragcbes estruturais (M.J. Betts, 2003). Além disso, a andlise da estrutura
tridimensinal do LBD do TRp1 ligado ao T3 revela que o residuo 1280 participa de
algumas interagdes hidrofébicas na borda superior do bolso de ligagdo ao
horménio mas, principalmente, interage com a face interna (hidrofébica) da H12,

sendo aparentemente importante para manutencao de sua posicao (figura 1.18).
o/



Ademais, o alinhamento da sequéncia de varios receptores nucleares humanos e
de outras espécies revela que na posicdo correspondente ao 1280 sempre um
aminoacido hidrofobico esta presente, limitanto-se a isoleucina, leucina, metionina,
valina (Figura 1.17). Além disso, a analise da estrutura tridimensional de outros
receptores revela que tais aminoacidos hidrofébicos sempre participam de
interacbes com a face interna da hélice correspondente a H12, o que sugere uma
funcdo estrutural e, consequentemente, biologica comum para tais residuos.
Assim, estas observagdes sugerem que a posi¢cao 280 ndo comporta aminoacidos
carregados positivamente como R e o K, pois estes ndo seriam capazes de
realizar as interagbes hidrofébicas necessarias para posicionamento correto da
H12 e montagem da superficie de interacdo aos coativadores. Essa pode ser a
explicacdo por que os mutantes [280R e 1280K ndo se ligam bem aos

coativadores.
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Figura 1.17, alinhamento das sequéncias correspondente a H3 do TRB1 da maioria
dos receptores nucleares humanos. Em destaque, a posi¢cdo correspondente ao
residuo 1280 onde a presenga de um aminoacido hidrofébico como I, L, V, M é
unanime.
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Figura 1.18, Estruturas do LBD de alguns receptores nucleares: TRp1,
receptor da vitamina D (VDR), receptor de glicocorticéide (GR), receptor de
androgénio (AR), RXRa, fator esterdide-1 (SF-1), receptor orfdo relacionado ao
retindide beta (RORBLI, e receptor de farnesoéides (FXR). Em destaque (Azul) nos
receptores os residuos correspondentes no 1280 no TRB1 demonstrando que estes
aminoacido se interagem com aminoacidos (verde) a face interna (hidrofébica) da
H12. Todas as estruturas foram obtidas na presenca do respectivos ligantes (estrutura
em branco no centro dos LBDs).

Entretanto, os mutantes I280R e I1280K n&o foram capazes de se ligar ao T3
e assumir uma conformagéo que protege parte da sua estrutura contra a agéo da

tripsina como o TRB1 selvagem e o 1280M, indicando uma baixa afinidade pelo
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hormdnio. O mesmo fato ocorreu para os mutantes controles que ndo possuem
H12 (F451X e 1280R/F451X). Assim, para realmente medir a afinidades dos
mutantes 1280 pelo hormdnio foi realizado o ensaio de ligagédo ao T3 marcado. O
Kd observado para o TRpB1 selvagem e para o 1280M foi 0,13 x 10°M e 0,45 X 10°
M, respectivamente. J4 os mutantes 1280R e 1280K nZo apresentaram ligagdo
pelo T3 suficiente para execusdo do ensaio. Assim, para os 3 mutantes, os
resultados do ensaio de ligagdo e o ensaio de protegdo a tripsina séo
concordantes. O mutante 1280M apresentou uma menor afinidade pelo T3
comparado ao TRpB1 selvagem (Banda de protecdo presente na concentragao de
10°M para 1280M versus 107M para TRpB1 selvagem e Kd 3,4 vezes maior para
I280M). Ja para os mutantes 1280K e 1280R nao houve a presenca da banda de
protecdo em nenhuma das concentragcbes de T3 testadas e nem foram capazes
de se ligar ao T3 no ensaio de ligacdo. Estes resultados podem explicar os
achados anteriores: 1) A menor atividade transcrional do 1280M em DR4, F2 e
TREpal, pois este mutante tem menor afinidade pelo T3. 2) A ligagdo hormédnio
independente ao SMRT de 1280R e 1280K, pois estes mutantes ndo se ligam ao
T3. 3) A incapacidade de ligagdo a SRC1 e GRIP1 dos mutantes 1280R e 1280K,
pois estes mutantes ndo se ligam ao T3. 4) A insuficiéncia transcricional dos
mutantes 1280R e 280K, pois estes mutantes ndao se ligam ao T3 e,
consequentemente, ndo se interagem com os coativadores. Estes resultados
comprovam que diferentes mutacées no residuo 1280 apresentam diferentes
consequéncias para as funcdes do receptor.

Diantes desses dados é interessante questionar a integridade dos mutantes
I280R e 1280K, ou seja, avaliar se as mutacdes nao alteraram completamente a
estrutura terciaria do receptor. Pois, este receptores ndo se ligam bem aos
corepressores, nem aos coativadores e nem mesmo ao T3. Assim, a
heterodimerizagdo em solugédo com o RXR foi testada. Neste ensaio, tanto 1280R
e 1280K quanto 1280M, F451X e I1280R/F451X se dimerizam com o RXR de forma
semelhante ao TRB1 selvagem demonstrando que as estruturas terciarias estao

parcialmente preservadas.
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Ademais, alguns questionamentos sobre as alteracbes conformacionais
ocorridas no receptor com a ligagao do T3 podem ser levantados a partir deste
estudo com mutantes 1280. O modelo proposto para a agdo do TR sugere que a
ligacdo do T3 promove uma mudanga conformacional caracterizada pela
movimentacdo da H12 sobre o corpo do TR (Feng, Ribeiro et al., 1998). Esta
movimentagdo da H12 favorece o deslocamento do correpressor e cria,
simultaneamente, uma superficie de ligacdo do TR com o coativador. O residuo
1280 participa de diretamente da interagdo com os corepressores SMRT e NCoR,
pois sua mutacéao interfere com a ligagdo do TRB1 a essas proteinas. Além disso,
um residuo hidrofébico nesta posicdo € observado em todos os receptores
nucleares e sua funcéo é interagir com a face interna da H12 na presenga do
ligante. Assim, € razoavél afirmar que correpressores e H12 se interagem com o
residuo 1280. No caso do TRp1, correpressores exigem uma isoleucina para um
boa ligacado, ja a H12 exigem um aminoacido hidrofébico (I ou M). No entanto,
quando o 1280 é substituido por R ou por K o receptor perde também a
capacidade de ligagdo ao horménio, e como na presenca do ligante o residuo
1280, ou seus correspondentes hidrofébicos nos outros receptores nucleares, se
interagem com residuos da H12 é razoavel questionar se o fechamento do H12 é
importante para manter o hormdnio dentro do receptor, ou seja, para a afinidade
do horménio pelo receptor. Uma observacao favoravel a esta hipotese € que o
mutantes F451X, que tem a H12 deletada, apresenta afinidade baixa pelo
horménio (Marimuthu, Feng et al., 2002). Além disso, uma das poucas estruturas
resolvidas do dominio de ligacdo ao horménio na auséncia de ligante € a do
receptor de ploriferadores peroxissomais gama (PPARy). Ao se comparar as
estruturas do PPARyna auséncia do ligante (apoPPAR) e na presencga
(holoPPAR) podemos observar que o residuo correspondente ao 1280 (em azul)
no forma “apo” esta disponivel para interacbes com os correpressores e na forma
‘holo” se interage com a H12. O que reforgca o hipdtese de que um residuo
carregado positivamente n&o seria aceito nesta posicdo, o que prejudicaria,

inclusive, a ligacdo ao hormonio (Figura 1.19).
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apoPPARy haolaPPAR:

Figura 1.19, estrutura do receptor PPARy na auséncia (apoPPARYy) e na presenca (holoPPARY)
do ligante destacando o residuo (valina) correspondente ao 1280 neste receptor em azul e sua
participagéo na superficie de interagdo aos corepressores (circulo vermelho) e com os coativadores
(circulo verde). A hipotese mais provavel para as diferengas observadas entre os mutantes 1280M e
1280K/I280R com é que a carga positiva ndo faz interagdes com os aminoacidos hidrofébicos da
parte interna da H12 e, consequentemente, impedindo seu posicionamento correto para montagem
da superficie de interagdo com os coativadores.

Na repressao transcricional mediada pelo T3 observa-se que na auséncia
do ligante o receptor ativa a trasncricdo do gene alvo e na presencga reprime. E
para investigar a importancia da interacdo com correpressores e coativadores
neste tipo de regulagdo realizamos ensaios de gene reporter utilizando o TRp1
selvagem e os mutantes 1280R, 1280M, 1280K, F451X e 1280R/F451X. Assim, foi
possivel avaliar a capacidade destes receptores modular a transcricdo das
construgdes reporteres AcollT3-LUC (promotor onde o TR atua via AP-1 e ndo
existe ligacdo direta ao DNA), -547+84TRH-LUC ou -157+17SOD-LUC
(promotores onde o TR se liga diretamente ao DNA) (Santos, 2006) em células
U937. De fato nestes ensaio foi avaliada a importancia da superficie de interagédo
com o0s correpressores e a montagem da superficie de interagdo com os
coativadores. Uma vez que ndo foram estudadas quais proteinas se interagem

com o receptor nestes promotores. Classicamente, TRB1 se interage com
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corepressores na auséncia e coativadores na presenca de T3, e estes ativam e
reprimem a transcricdo, respectivamente. No entanto, alguns estudos sugerem
que nos genes regulados negativamente, o correpressor funciona como um
ativador da transcricdo (T3 independente) e o coativador funcionaria como um
repressor (T3 dependente) (Lazar, 2003). O mecanismo molecular envolvido
nesse fenbmeno ndo estd bem definido. Algumas evidéncias apontam que na
auséncia de T3, o TR sequestra os correpressores em solugado, impedindo que
esse iniba a maquinaria de transcricdo. Assim, com a chegada do T3, os
correpressores deixariam de se ligar ao TR que passaria a recrutar os
coativadores n&o os deixando estimular a transcricdo do gene (Lazar, 2003). Outra
possibilidade é que diferentes proteinas correguladoras estao envolvidas na
repressao mediada pelo T3. Por exemplo, RIP140 (receptor-interacting protein) é
um fator que inibe a transcricdo ao se ligar ao TR na presenca de T3 (Treuter,
Albrektsen et al., 1998). Inversamente, alguns coativadores se ligam ao TR na
auséncia de ligante como um coativador codificado por adenovirus (human
adenovirus type 5 early region 1A) e uma variante truncada do N-CoR (N-CoRI)
descrita recentemente (Meng, Webb et al., 2005).

Nos nossos ensaios, observamos que o TRPB1 selvagem ativou a
transcricdo na auséncia e reprimiu na presengca de T3 os promotores da
colagenase-1 e SOD-1. No promotor do TRH foi observado apenas a repressao na
presenca do ligante. Isto pode ser explicado pelo fato do ensaio ter sido realizado
em células U937 que normalmente ndo expressa o TRH e algum fator de
transcricdo importante para a ativagdo hormoénio independente do TRB1 neste
promotor pode n&o estar presente nesta célula. Em relacdo a atuacdo dos
mutantes observa-se que existe padroes e particularidades para cada promotor.
Com relagédo aos padrbes, primeiramente, o mutante F451X, que possui alta
afinidade pelos correpressores e ndo se desliga deles na presenca de T3, ativou
os trés promotores de forma mais eficiente que o TRB1 selvagem. E, além disso,
este mutante ndo foi capaz de reprimir a transcricdo na presenca de T3 em
nenhum dos promotores testados (Figura 1.13, 1.14, 1.15). Estas observacdes

confirmam que a superficie de interagdo com os correpressores € importante para
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a ativacao dos promotores regulados negativamente e a incapacidade de montar a
superficie de interagcdo com os coativadores abole a repressado transcricional
mediada pelo hormdnio. Inversamente, observou-se que o mutante 1280M, que se
interage mal ao correpressores e ndo tem a ligacao aos coativadores afetada, foi o
mutante que melhor reprimiu a transcricdo com a adigdo de T3. Este resultado
confirma que a montagem da superficie de interagdo com os coativadores e
importante para repressao transcricional nesses promotores. Juntas estas
observagdes reproduzem estudos anteriores onde achados semelhantes sao
descritos (Ortiga-Carvalho, Shibusawa et al., 2005).

Com relacao as particularidades, sob a colagenase-1, os mutantes 1280K,
I280M e I280R/F451X nao foram capazes de ativar a transcricdo o que reflete a
incapacidade de se interagir com correpressores. Ja o 1280R ativou a transcrigdo
de forma semelhante ao TRB1 selvagem. Dos mutantes 1280 o I1280R € o que
melhor se interage com o correpressor SMRT, o que talvez possa ser o suficiente
para sua atuacao sobre este promotor. Ja no promotor do TRH apenas o F451X
conseguiu ativar bem a transcricdo os demais mutantes foram transcricionalmente
inativos apresentado valores de % de ativacdo semelhante ao controle (vetor
vazio-pCMX), fato discutido anteriormente. No promotor da SOD-1 todos os
mutantes testados, tanto nos trabalhos anteriores quanto neste, foram capazes de
ativar a transcrigdo hormdnio independente. O fato de alguns mutantes, mesmo
sem interagir bem com correpressores e coativadores, serem transcricionalmente
ativos sugere que a ativagao seja parcialmente indenpendente destas superficies,
possivelmente porque outras proteinas reguladoras poderiam estar envolvidas.

Assim, concluimos que a represdo transcricional mediada pelo T3 é
complexa e pode variar de promotor para promotor. Entretanto, de forma geral
nossos resultados sugerem que a superficie de interacado com os correpressores é
importante para a ativagdo trancricional e a superficie de interacao com os

coativadores é importante para a repressao.

65



1.6 - CONCLUSOES

1. No TRp1, o aminoacido 1280 é importante tanto para a ligagdo ao
correpressor SMRT quanto para ligagdo aos coativadores SRC-1 e GRIP-1,

mesmo nao fazendo parte da superficie de ligacéo aos coativadores.

2. No TRpB1, o aminoacido 1280 se interage diretamente com o correpressor
SMRT.
3. T3 promove a movimentacdo da hélice 12 sobre o TRB1 e mutagbes que

modificam esta movimentagdo impedem a ligacdo do hormdnio, a formacgéo da
superficie de ligacdo ao coativador e, conseqientemente, o acoplamento dos
coativadores ao TRp1.

4. Nos gene regulados negativamente pelo T3 a superficie de interacdo com
aos correpressores do TRB1 é importante para ativacdo da transcricdo e a de
interacdo com os coativadores é importante para a represséo,
independentemente, se existe ligacao direta do TR ao DNA ou néo.
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Estudo 2

Nova mutacgao no sitio de “splicing” do gene do horménio luteinizante.
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RESUMO

Dois pacientes do sexo masculino e posteriormente sua irma, que
receberam o diagnostico de hipogonadismo hipogonadotréfico devido a deficiéncia
isolada do horménio luteinizante (LH), foram apresentados ao laboratério de
Farmacologia Molecular da Universidade de Brasilia para avaliacdo do mecanismo
genético e molecular envolvido nesse processo.

O LH pertence a familia dos horménios glicoprotéicos. Esses horménios
sao heterodimeros constituidos de uma subunidade alfa, que € comum a todos os
membros da familia, e de uma subunidade beta, que lhes confere especificidade.
As duas subunidades sao associadas por meio de ligagdes n&o-convalentes e a
dimerizacédo entre elas é essencial para a perfeita ligagdo com o receptor e a
expressdo completa da sua atividade bioldgica. O gene que codifica a subunidade
beta (LHB) € composto de trés exons e dois introns sendo que os aminoacidos
que compde proteina madura s&o codificados pelos exons 2 e 3.

Assim, como eram grandes as suspeitas de se tratar de uma mutagao no
gene LHB iniciou-se sua analise nos pacientes. O seqlenciamento deste gene nos
trés pacientes com deficiéncia seletiva de LH revelou a presenca da substituicdo
de uma guanina (G) por uma citosina (C), em homozigose, na posi¢cao +1 do
intron 2. O rastreamento desta mutagao, chamada de IVS2+1G>C, nos familiares
dos pacientes por PCR-RFLP com a enzima Ncol resultou na identificacéo de seis
heterozigotos de um total de 13 individuos estudados: os pais (que eram primos
de segundo grau), duas irmas, um irmdo e um sobrinho, todos assintomaticos.
Como controle, 100 individuos normais foram avaliados pelo mesmo método e
nenhum apresentou a mutacdo. Considerando que esta mutacdo poderia estar
modificando o splicing do gene do LH, nés resolvemos investigar o processamento
do RNA mensageiro (mRNA) do gene LHB. Para isso, utilizando a técnica de RT-
PCR, analisamos a expressdao do mRNA do LHB em leucécitos que, além da
hipofise, também expressam LHB. Na andlise do mRNA observamos
sistematicamente um produto de RT-PCR maior nos individuos homozigotos para
a mutacédo. Verificamos por sequenciamento que a diferenca devia-se a presenca
de todos os 236 nucleotideos do intron 2, sugerindo comprometimento do
processamento  pos-transcricional resultante da presenga da mutagéo
IVS2+1G>C. Na analise da seqUéncia de aminoacidos da suposta proteina
aberrante codificada por este mRNA alterado, em comparagcdo com a selvagem,
observamos que a inclusdo dos nucleotideos do intron 2 resultaria na mudanga do
quadro de leitura do éxon 3, além da insergcédo de 79 aminoacidos codificados pelo
intron 2. Essas observacgdes indicam que na proteina aberrante estariam ausentes
regides importantes para sua dimerizacao correta com a subunidade alfa e poderia
assim nao ser secretada, dando origem entédo a condicao patoldgica de deficiéncia
seletiva de LH nos pacientes.
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Abstract

Two male patients and her sister, who received the diagnosis of
hypogonadotropic hypogonadism due to the isolated deficiency of luteinizing
hormone (LH) were submitted to the laboratory of Molecular Pharmacology at the
University of Brasilia to evaluate the genetic and molecular mechanisms involved
in this process.

The LH belongs to the family of glycoprotein hormones. These hormones
are heterodimers formed an alpha subunit, which is common to all members of the
family, and a beta subunit, which gives them specificity. The dimerization between
the two subunits is essential for the perfect interaction with the receptor and
complete expression of their biological activity. The gene encoding the beta subunit
(LHB) is composed of three exons and two introns, the amino acids compose the
mature protein are encoded by exons 2 and 3.

We started up LHB gene analysis of these patients. The sequencing of the
LHB gene in the three patients with revealed the homozygous substitution of a
guanine (G) by a cytosine (C) in the position +1 of intron 2. The tracking of this
mutation, called 1IVS2 +1 G> C, in the patients relatives by PCR-RFLP with the
enzyme Ncol resulted in the identification of six heterozygous for a total of 13
studied subjects: parents (who were cousins of second degree), two sisters, a
brother and a nephew, all asymptomatic. As a control, 100 normal subjects were
evaluated by the same method and none showed the mutation. Whereas this
mutation could modify the gene splicing of the LH, we resolve to investigate the
processing of messenger RNA (mRNA) of the gene LHB. Therefore, using the
technique of RT-PCR, we analyzed the expression of the mRNA of LHB in
leukocytes that, in addition to the pituitary, also express LHB. In the analysis of
MmRNA we systematically observed a RT-PCR product higher in subjects
homozygous for the mutation. We note by sequencing that the difference was due
to the presence of all 236 nucleotides of intron 2, suggesting impairment of post-
transcriptional mMRNA processing resulting from the presence of the mutation 1VS2
+1 G>C. Analysing the amino acids sequence of the supposed aberrant protein
encoded by the mRNA we found that the inclusion of the nucleotides intron 2 result
in the change of the open reading frame from the exon 3, besides the insertion of
79 amino acids coded by intron 2. These observations indicate that important
regions for correctly dimerization with the alpha subunit were absent in the
aberrant protein and thus could not be secreted, leading to the pathological
condition of the patients.
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2.1 INTRODUGAO
2.1.1 - Motivagéo para o estudo

Em janeiro de 2006, a endocrinologista Dra. Adriana Lofrano-Porto do
Hospital Universitario da Universidade de Brasilia apresentou ao Laboratério de
Farmacologia Molecular da Faculdade de Ciéncias da Saude dois irmaos com
quadro clinico de hipogonadismo hipogonadotrofico (HH) devido a deficiéncia
isolada do horménio luteinizante (LH). O caso-indice foi um paciente de 38 anos,
do sexo masculino, media 181 cm de altura, com envergadura de 193 cm e
pesava 87 Kg. Apresentava habito eunucdide, voz juvenil, ginecomastia bilateral,
auséncia de pelos faciais, raros pelos axilares e desenvolvimento incompleto dos
pelos pubianos. O exame genital revelou micropénis (4,5 cm; normal: 13,3 + 3.8),
testiculos tépicos com volume reduzido (6 cm® normal adulto: 15 a 25 cm®). Os
exames hormonais constataram: concentracdo sérica de LH indectavel, FSH
elevado, testosterona baixa, estradiol baixo, subunidade alfa elevada. A auséncia
de LH imunologicamente detectavel foi confirmada em repetidas amostras,
segundo dois imunoensaios diferentes. O espermograma revelou azoospermia e o
cariétipo foi 46XY. A ressonancia magnética nuclear da hipofise e regido supra-
selar ndo mostrou alteragbes. O irmao, um homem de 30 anos, vinha sendo
tratado com injecdes intramusculares de testosterona desde os 25 anos de idade
devido a auséncia de desenvolvimento puberal. Relatava o desenvolvimento dos
caracteres sexuais secundarios, crescimento do pénis e aumento do volume
testicular ap6és o inicio do tratamento com testosterona. Assim, apresentava
desenvolvimento puberal completo, auséncia de ginecomastia, pénis de 9 cm e
testiculos de 10 cm®, peso 72 Kg, altura 178 cm. O espermograma mostrava
azoospermia e a ressonancia magnética da hipofise era normal. O exame
histopatologico do testiculo revelou espessamento fibroso intersticial, hipoplasia
de tubulos seminiferos, com espermatogénese bastante reduzida e restrita ao
estagio de espermatides. Observou-se ainda a predominancia de células de

Sertoli e ndo foram visualizadas células de Leydig. Diante do diagndéstico de HH e
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da auséncia isolada de LH imunologicamente detectavel na circulagédo resolvemos
investigar se se tratava de uma mutacéo no gene da subunidade beta do LH (LHB)
nestes pacientes.

Anormalidades no desenvolvimento do eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal
podem resultar em prejuizo da fungdo gonadal e, conseqiente, hipogonadismo
caracterizado por diminuicdo da producdo de hormdnios sexuais, auséncia de
desenvolvimento puberal e infertilidade. O hipogonadismo é dito hipogonadotrofico
quando ha secrecéo deficiente das gonadotrofinas hipofisarias (FSH e/ou LH) e &
decorrente de alteragcdes no hipotalamo e/ou na hipofise (Melmed, 2003).

Nos ultimos anos, varios defeitos genéticos que resultam em HH vém sendo
identificados. Mutagcbes em genes expressos no hipotalamo, na hipdéfise ou
envolvidos no seu desenvolvimento vém sendo detectadas em humanos e
caracterizadas em modelos animais. Tais mutagdes, devido ao seu papel critico
no comprometimento da funcao reprodutiva e fertilidade, s&o compreensivelmente
bastante raras. No entanto, o estudo dos fenétipos resultantes dessas mutacdes
em humanos e em animais geneticamente modificados tem se mostrado uma
ferramenta valiosa para o esclarecimento de varios aspectos ainda pouco
compreendidos da fungcdo gonadal e do controle hormonal da reprodugéo
(Themmen e Huhtaniemi, 2000; Themmen, 2005).

Dessa forma, motivados pela oportunidade de estudar em seres humanos,
os aspectos clinicos, hormonais e genéticos da deficiéncia isolada de LH,
procedeu-se a caracterizagao molecular dos pacientes com deficiéncia seletiva de
LH e seus familiares. Nossa investigagéo resultou na observagéo e caracterizagéo
de uma nova mutagdo no gene da subunidade beta do LH (LHB) nessa familia e
mais ainda, possibilitou a identificacdo de uma irmé afetada, caracterizada como o
primeiro caso descrito na literatura mundial de hipogonadismo hipogonadotréfico
por deficiéncia de LH em uma mulher. Clinicamente esta paciente apresentava
amenorréia secundaria e infertilidade. Relatava desenvolvimento puberal normal,
menarca aos 13 anos seguida de oligomenorréia, e posterior amenorréia nos
ultimos dois anos. Sua altura era 166 cm, e o peso 56 Kg. Apresentava

desenvolvimento completo de caracteres sexuais secundarios. Os exames
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hormonais iniciais também foram compativeis com deficiéncia seletiva de LH.
Resumidamente, observou-se concentracdo de LH indetectavel, FSH normal,
estradiol e progesterona baixos, porém dentro do intervalo de normalidade para
mulheres na fase folicular do ciclo menstrual. A concentragdo da subunidade alfa
livre estavam elevadas. Outros exames realizados nessa paciente incluiram uma
densitometria 6ssea de coluna lombar e fémur proximal, uma ressonancia
magnética nuclear de sela turcica e regido supra-selar, todos normais.
Ultrasonografia pelvica revelou Gtero normal (volume, 50 cm® Normal de 30 a 90
cm?®), com endomeétrio atréfico (3 mm de espessura). Os ovarios eram de tamanho
normal (ovario direito, 10 cm? ovario esquerdo, 7 cm®) e continham multiplos
foliculos antrais (até 13 mm em didametro) nao restritos a periferia. Ultrasonografias
seriais da pelvis ao longo de duas semanas n&o apresentou mudancgas na
espessura do endométrio ou na aparéncia do ovario demonstrando a auséncia de
ciclos hormonais.

As conclusdes deste raro experimento da natureza suportam a viséo de que
o LH é essencial para a maturacdo das células de leydig e esteroidogéneses nos
homens e seu principal papel na mulher é induzir a ovulagdo. Os dados deste
estudo clinico-molecular resultaram em um artigo recentemente publicado no “The
New England Journal of Medicine” (volume 357:897-904 No. 9 em 30 de agosto de
2007) e que esta apresentado no anexo IlI, onde se encontram também os
detalhes clinicos do estudo. Apenas investigacdo molecular do estudo sera
abordada em detalhes a seguir. E importante ressaltar que esses dados também
foram utilizados na defesa de tese da Dra Adriana Lofrano-Porto, entretanto com

énfase aos aspectos clinicos do trabalho.
2.1.2 - O Horménio Luteinizante

O LH pertence a familia dos horménios glicoprotéico da qual também fazem
parte o TSH (hormonio tireoestimulante), o FSH (horménio foliculoestimulante) e o
hCG (gonadotrofina coridbnica humana). Esses hormoénios s&do heterodimeros

constituidos de duas subunidades: a subunidade alfa, que € comum a todos os
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membros da familia, e a subunidade beta, que Ihes confere especifidade. As duas
subunidades sdo associadas por meio de ligacbes nao-convalentes. A
dimerizagcdo das duas cadeias intactas € essencial para a perfeita ligagdo com o
respectivo receptor e a expressdo completa da atividade biolégica dos horménios
glicoprotéicos. As estruturas tridimensionais descritas até o momento foram: a do
hCG e do FSH. A analise destas estruturas revelou uma grande semelhanca entre
as duas proteinas (Lapthorn, Harris et al., 1994; Ulloa-Aguirre e Timossi, 1998;
Themmen e Huhtaniemi, 2000).

A subunidade alfa € uma proteina constituida por 92 aminoacidos, idéntica
para todos os hormdnios glicoprotéicos. As subunidades beta de cada horménio
tém uma seqléncia prépria de aminoacidos, que confere especificidade ao
heterodimero, porém também apresentam grande homologia (32% entre LH e
TSH, e 83% entre LH e hCG). As subunidades betas do FSH, LH e CG humanos
contém 117, 121 e 145 aminoacidos, respectivamente (Themmen, 2005).

As subunidades betas s&o ricas em cisteinas (12 pares) e formam seis
pontes dissulfeto entre esses residuos, dentro de cada subunidade (intra-cadeia),
que conferem a estabilizagdo da proteinas. Contém ainda moléculas de
carboidrato, uma (no LH) ou duas (no hCG e FSH) cadeias de oligossacarideos
ligadas a residuos de asparagina (Asp-linked ou N-linked), que tém papel
importante para a acao bioldgica e metabolismo desses hormdnios. O conteudo de
carboidratos das moléculas de gonadotrofinas influéncia suas taxas de secrecéo e
meia-vida no soro. Quanto maior esse conteudo, menor a taxa de metabolizacéo e
mais longa a meia-vida. Assim, o maior conteudo de acido sialico do FSH em
relacdo ao LH determina sua eliminacdo mais lenta da circulacdo. O LH tem
depuramento mais rapido e a meia-vida mais curta (20 minutos), enquanto o hCG
tem a meia-vida mais longa (24 horas) (Bulun, 2003).

Outra caracteristica importante das subunidades dos horménios
glicoprotéicos, que também resulta da presenca das varias pontes dissulfeto entre
os residuos de cisteina, é a formacéo do n6 de cisteinas (cysteine knot). Essa
estrutura é composta por duas pontes dissulfeto que formam uma espécie de anel,

por onde uma terceira ponte passa, assim formando o “nd”. Além disso, essas
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proteinas possuem formato alongado, com duas algas (loop) beta em forma de
“grampo de cabelo” de um lado, e uma longa alga (loop) do outro lado, sendo o n6
de cisteinas a regido central. Existe ainda um segmento das subunidades beta
que se estende como um “cinto de seguranca” (seat belt), que envolve a
subunidade alfa e € “fechado” por uma ponte dissulfeto (Figura 2.1). No hCG, o
cinto de seguranga & formado pelos residuos 91-110. Essa estrutura é importante
para a estabilizagdo e manutengdo da associagdo ndo-covalente entre as duas
subunidades, sendo assim essencial para a heterodimerizagdo. Tanto a
associacdo das subunidades alfa e beta como a ligagdo do heterodimero ao
receptor dependem da presenca do cinto de seguranca intacto (Matzuk, Spangler
et al., 1989; Lapthorn, Harris et al., 1994; Ulloa-Aguirre e Timossi, 1998). Apo6s
ligacdo do GnRH (gonadotropin-releasing hormone, hormoénio liberador de
gonadotrofinas) ao seu receptor nos gonadotrofos, a biossintese das
gonadotrofinas é ativada, resultando em transcrigdo dos genes das subunidades,
traducéo dos RNA mensageiros (mMRNA), modificagdes pods-tradugao, dobramento
e associagao das subunidades, empacotamento e secre¢cdo do horménio maduro
pela hipéfise. A presenca de ligagdes dissulfeto confere a estrutura tridimensional

da proteina garantindo a atividade biolégica do dimero alfa-beta (Bulun, 2003).
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Figura 2.1 — Estrutura tridimensional do hCG. A) A subunidade alfa esta representada em verde e
a subunidade beta em azul. Subunidade beta do hCG possui 83% com a do LH. Tragos amarelos
representam as pontes dissulfeto. B) Em destaque os nés de cisteinas (circulos) e o “cinto de
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segurancga” (seta). Estrutura depositada no Protein Data Bank (PDB), referéncia: 1HRP. Imagem
criada e visualizada com o programa PYMOL (DelLano Scientific LLC, Palo Alto, USA).

Os receptores para o LH pertencem a familia dos receptores acoplados a
proteina G. S&do compostos de sete dominios transmembrana, conectadas por
trés alcas extracelulares e trés intracelulares. Apresentam um grande dominio
extracelular, em sua por¢cado N-terminal, que € o dominio de ligacdo do horménio.
O dominio acoplado a proteina G esta situado na por¢ao C-terminal do receptor,
e € homdlogo a todos os receptores de hormoénios glicoprotéicos (Themmen e
Huhtaniemi, 2000). Este receptor € expresso nos testiculos e nos ovarios. No
ovario, os receptores para LH sao expressos na teca, estroma, granulosa
luteinizada e células do corpo luteo (Themmen e Huhtaniemi, 2000). Dessa
forma, o LH é responsavel pelo estimulo a produgcédo de andrégenos nas células
tecais, fornecendo assim substrato para a granulosa produzir estrogenos na fase
folicular do ciclo menstrual. Considerando que para a producao de estrogénio
pela granulosa na fase folicular do ciclo menstrual € necesséaria a produgédo de
andrdégenos, que servem como substratos, pelas células tecais, fica claro a
importancia do LH na producédo de estrogénio. Além disso, no meio do ciclo
mentrual o pico de LH induz a ovulagao e, em seguida, o LH regula a producéo
de progesterona pelo corpo luteo (Bulun, 2003). Nos testiculos os receptores para
LH situam-se exclusivamente nas células de Leydig. Sob estimulo do LH e apés a
puberdade as células de Leydig produzem testosterona. A testosterona é
essencial para a espermatogénse atuando juntamente com o FSH na promocéo

desse processo (Figura 2.2) (Kretser, 2007).
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Figura 2.2 — Esquema representativo do eixo Hipotalamo-Hipéfise-Gonadal destacando a agéo
das gonadotrofinas (LH e FSH). A produgédo das gonadotrofinas € ativada pela agdo do GnRH,
produzido no hipotalamo, sobre a hipo6fise, em ambos os sexos na puberdade. Serdo detalhadas
principalmente as agbes do LH; setas verdes indicam estimulagéo e setas vermelhas inibigao. A)
No ovario durante a fase folicular, caracterizada pela formagdo do foliculo dominante, a
concentracdo de FSH é ligeiramente maior que a do LH. O FSH estimula a produgéo de estrégeno
pelas células da granulosa do foliculo e juntos sdo responsaveis pela selegdo do foliculo
dominante. Nesta fase, o LH estimula as células tecais a produzirem androstenediona que sera
convertido em estradiol na granulosa e indiretamente participa da selegéo do foliculo dominante. A
secrecgao de estrdgenos na circulagdo permite sua agédo nos tecidos alvos. A elevagéo progressiva
da secrecgéo das gonadotrofinas e estrégenos culmina em um pico de secre¢do de LH no meio do
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ciclo que estimula a ovulagédo sendo esta uma das suas principais fungdes. Na fase lutea do ciclo
o LH estimula o corpo lateo a produzir progesterona. Nesta fase o corpo luteo secreta inibina que
reduz a secre¢cdo de FSH. Com a auséncia de fertilizagdo o corpo luteo regride diminuindo a
produgcéo de esterbéides gonadais e inibina. Assim, a secrecdo de FSH aumenta novamente e
recomecga entdo o crescimento de um novo foliculo dominante para o ciclo subseqiente (Bulun,
2003). B) Nos testiculos, o LH estimula a produgdo de testosterona pelas células de Leydig. A
testosterona secretada na circulagdo exerce seus efeitos sobre os tecidos alvos. Além disso, a
testosterona é essencial para a promogéo da espermatogénese e age de forma paracrina sobre as
células de sertoli. O FSH estimula as células de sertoli a produzir varias substancias
esperatogénicas. Para se iniciar a espermatogénese FSH e testosterona sdo necessarios (Kretser,
2007).

O gene da subunidade beta do LH (gene LHB) estd localizado no
cromossomo 19 (cromossomo 19q13.3), o qual contém um agrupamento de sete
seqlUéncias relacionadas. Dessas sequéncias, cinco sado pseudogenes (nao-
codificantes), arranjados em grupos de pares invertidos (duplicados), um atras do
outro. Apenas os outros dois genes, LHB e hCGB, sao funcionais. O gene LHB é
expresso primariamente na hipéfise de varias espécies de animais e nos
humanos. Esse gene contém 1662 pares de base (pb), que constituem trés éxons
e dois introns (Talmadge, Vamvakopoulos et al., 1984; Themmen, 2005). O
MmRNA da subunidade beta do LH codifica uma proteina precursora de 145
aminoacidos, que é posteriormente processada em um peptideo maduro (121
aminodacidos), biologicamente ativo. As sequéncias de aminoacidos da
subunidade beta do LH humano e do hCG séo 82% homoélogas e tém atividade
biolégica idéntica, quando associadas a subunidade alfa (Themmen e

Huhtaniemi, 2000).

2.1.3 - Mutagbes na subunidade beta do gene LH (LHB)

Apenas dois homens com deficiéncia seletiva de LH e mutagao inativadora
da subunidade beta do LH foram descritos na literatura. Ambos tinham virilizagcao
normal ao nascimento e se apresentaram com auséncia de desenvolvimento
puberal e azoospermia (Weiss, Axelrod et al., 1992; Valdes-Socin, Salvi et al.,
2004). O estudo genético da familia revelou que o caso-indice era homozigoto
para uma mutacao “missense” (A—G) no cdédon 54 do LHB, onde uma glutamina

foi substituida por uma arginina (GIn—Arg). A mae, uma irma e trés tios eram
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heterozigotos para a mesma mutagédo. O gene mutado foi inserido num plasmideo
simultaneamente com o gene normal (selvagem) da subunidade alfa. O vetor
contendo ambos os genes (subunidade alfa selvagem e subunidade beta mutado)
foi transfectado em células de ovario de hamster (CHO), as quais sao capazes de
secretar o LH maduro. Nesse ensaio, observou—se que o horménio mutado era
secretado, pois foi detectado pelo ensaio imunoradiométrico especifico para o
dimero, demonstrando que a subunidade beta mutada foi capaz de se dimerizar
com a subunidade alfa. Entretanto, nos ensaios de afinidade pelo receptor foi
demonstrada auséncia de ligagdo. Assim, os autores concluiram que a mutacao
GIn54Arg nao afetava a dimerizagdo ou a imunoatividade do horménio, contudo
eliminava sua ligacao ao receptor (Weiss, Axelrod et al., 1992). No segundo caso,
a apresentacdo clinica foi semelhante, exceto pelo LH sérico indetectavel. O
paciente afetado era homozigoto para uma mutagdo “missense” no cédon 36 do
gene da subunidade beta do LH (G—A), resultando na substituicdo de um
aminoacido glicina por um acido aspartico (Gly—Asp). Os genes das subunidades
beta (selvagem e mutado) e alfa (selvagem) foram clonados em vetores que
contém tags logo apos a seqiéncia codificante da extremidade C-terminal das
proteinas, imediatamente antes do cédon de parada. Para as subunidades beta, o
“tag” escolhido a cauda de histidina (6xHis), e para a subunidade alfa, um epitopo
da proteina do simian virus 5 (V5). Em seguida, células HEK 293T (human
embryonic kidney; rim humano embrionario) transfectadas com esses vetores de
expressao e foi demonstado por imunoprecipitagcdo seguida de imunoblot que o
LHP mutado n&o se dimerizava como o LHa e por esse motivo a mutagao aboliu a
secrecao de LH (Valdes-Socin, Salvi et al., 2004).

Em resumo, os dois casos de mutacdo inativadora do LHB em homens
reforcam que o LH n&o é necessario para diferenciagdo sexual masculina no feto,
mas €& absolutamente necessario para o inicio da fungdo testicular e
desenvolvimento dos caracteres sexuais secundarios na puberdade. Antes do
nosso estudo (anexo IlI) o fenétipo feminino de mutagdes inativadoras do LHB
ainda ndo havia sido conhecido, pois nenhuma mulher havia sido identificada
(Huhtaniemi, 2006).
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2.1.4 - Polimorfismos no gene LHB

No Banco de dados de polimorfismos do National Center for Biotechnology
Information (NCBI) estdo depositados vinte e um polimorfismos de um unico
nucleotideo no gene LHB, sete localizados no intron 1 (rs2387589, rs34489570,
rs35427734, rs35612764, rs34398326, rs3956233, rs4002462), oito no exon 2
(rs34247911, rs5030775, rs35296413, rs1800447, rs35270001, rs34349826,
rs6521, rs1056914) , dois no intron 2 (rs4287687 e rs2387588 ) e quatro no exon 3
(rs5030773, rs1056917, rs5030774, rs2013040 ) (Figura 2.3). Dentre as variantes
presentes nos exons trocas de aminoacidos ocorre em sete (rs34247911,
rs5030775, rs1800447, rs35270001, rs34349826, rs5030773, rs5030774) e dentre
elas destacam-se as variantes rs1800447 (Trp8Arg) e rs34349826 (lle15Thr), que
estdo em completo desequilibrio de ligagdo (sempre segregam juntas). O LH
variante (Arg8/Thr15) esta associado a uma maior atividade biologica e meia vida
plasmatica mais curta compara da com o LH selvagem (Trp8/lle15). Além disso, o
LH variante (Arg8/Thr15), em alguns estudos, esta associadas com condicdes
patolégicas como ovario policistico e infertilidade (Lamminen, 2001). Ndo existem
associagbes para os outros polimorfismos e nos introns as variagcbes ndo se
localizam nos sitios de splicing e, a principio, ndo possuem conseqiéncias

moleculares importantes.
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Figura 2.3 - Esquema do gene LHB onde estédo representados seus exons (retangulos) e introns
(linhas). As regibes em azul nos retangulos demarcam as regides codificantes nos exons. Os
tridngulos acima de cada regido representam a posi¢ao dos polimorfismo até entdo identificados no
gene. Nesta Figura, o gene esta representado na ordem inversa (Exon3-intron2-Exon2-Intron1-
Exon 1) pois é esta sua disposicdo em relagdo ao inicio do cromossomo 19, forma de
representacdo padrdo dos bancos de dados de polimorfismos. Os triangulos vermelhos
representam os polimorfimos rs1800447 (Trp8Arg) e rs34349826 (lle15Thr) do exon 2. (Adaptado
de http://www.hapmap.org/cgi-perl/gbrowse/hapmap_B35/).
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2.2 OBJETIVO

Considerando que os 3 pacientes apresentam um quadro de
hipogonadismo hipogonadotrofico com deficiéncia seletiva de LH nosso objetivo foi
investigar a existéncia de mutacdo no gene do LHB, caracteriza-la
molecularmente, e comprovar sua associagdo com o quadro de hipogonadismo

hipogonadotrofico apresentado pelos pacientes
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2.3 MATERIAIS E METODOS

2.3.1 - Extracdo de DNA genbmico de leucdcitos do sangue periférico

O DNA dos sujeitos do estudo foi extraido de leucdcitos do sangue
periférico pelo método CHELEX-100™ (Walsh, 1991), conforme descrito a seguir.
Cinco mililitros de sangue venoso foram colhidos em tubos com acido etileno
diaminotetracético (EDTA). Para extracdo do DNA, 1 ml de agua milliQ foi
misturado a 50 pl de sangue total e em seguida a mistura foi centrifugada por 3
min. Ap6s descarte do sobrenadante, esse procedimento foi repetido uma vez. Em
seguida, adicionou-se 200 pl da suspensdo CHELEX-100™ 5%. Apoés
homogeneizagdo da amostra, a mesma foi incubada a 56°C por 30 min e a 100°C
por 8 min e em seguida foi centrifugada 1 minutos a temperatura ambiente. Feito

isso, o sobrenadante foi coletado e armazenado a -20°C para posterior utilizag&o.

2.3.2 - Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

O DNA gendmico foi utilizado como substrato para amplificacdo do gene
LHB, utilizando-se um par de oligonucleotideos iniciadores previamente descritos
(Shiraishi e Naito, 2003), aqui representados por LH23F e LH23R (Tabela 2.1).
Esses iniciadores se anelam no intron 1 e na regido 3" n&o traduzida do gene,
respectivamente, e portanto amplificam um fragmento contendo o éxon 2, intron 2
e éxon 3, que inclui toda a seqiéncia codificante da proteina madura. A
extremidade 3° do oligonucleotideo LH23R contém nucleotideos que sao
complementares exclusivamente ao gene LHB, possibilitando assim sua
amplificacédo especifica a despeito dos altamente homodlogos genes e
pseudogenes da subunidade beta do hCG. Na reacdo de amplificacdo foram
utilizados 5 ul de DNA gendémico, 0,2 mM de cada desoxinucleotideo (dNTP) , 50
ng de cada oligonucleotideo iniciador, 1,25 U da enzima Tag DNA polimerase

(Fermentas Inc., Hanover, MD), tampdo de reacdo e sulfato de magnésio
88



fornecido e usado de acordo com o sugerido pelo fabricante, resultando em um
volume final de 50 uL. A amplificagcao foi realizada em um termociclador PTC-100
(MJ Research, Inc. Waltham, MA), em condi¢des previamente descritas: 35 ciclos
de 1 min a 94°C (desnaturacédo), 40 s a 65°C (anelamento) e 1 min a 72°C
(extensao) (Shiraishi e Naito, 2003).

Tabela 2.1, Oligonucleotideos iniciadores utilizados na reagido de polimerase em cadeia.

Nome Orientagdo Seqtiéncia (5°>37) Posi¢do Tamanho
no LHB do
fragmento
LH23F Sense GGGAATTCTCTTTGTGGGTGGTG intron 1 806 pb
TACCACGC
LH23R Antisense | GGAGGATCCGGGTGTCAGGGCTC 3" ndo-
CA traduzida

Para confirmac¢ao da amplificacdo do fragmento de interesse (806 pares de
base), os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
1% e/ou acrilamida 5%, corados com brometo de etidio (0,5 pg/mL), visualizados

em luz ultravioleta e fotografados.

2.3.3 - Sequenciamento automatico

Os produtos da amplificagao foram purificados por meio enzimatico (sistema
“‘EXO-SAP”). Num volume de 10 ul do produto de PCR foram acrescentados 1 U
de exonuclease | (Biolabs) e 1 U de shrimp alcaline phosphatase (fosfatase
alcalina de camarao - Promega). Em seguida, o produto foi incubado a 37°C por
30 min e depois a 80°C por 20 min.

Aos produtos de PCR purificados foram acrescentados 50 ng do
oligonucleotideo de interesse (sense ou antisense) e em seguida o material foi
enviado para o servi¢o de sequenciamento da Universidade Catdélica de Brasilia. A

analise, alinhamentos e comparacgdes entre as sequéncias foram realizadas com o
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auxilio de softwares especializados: clustalw (Chenna, Sugawara et al., 2003),
pDRAW32 (AcaClone Software), chromas (Technelysium Pty LTD) e sequencher

(Gene Codes corporation).

2.3.4 - Digestéo enzimatica

A sequéncia de DNA dos pacientes foi comparada com a do gene LHB
selvagem (X00264) disponivel no banco de dados de sequiéncias nucleotidicas do
NCBI. Observou-se que a nova mutagao (IVS2+1G>C) destr6i um sitio para a
enzima Ncol no gene. Isso permitiu sua detecgao por analise de restricdo do tipo
restriction fragment lenght polymorphism (RFLP). Assim, o rastreamento da
mutacao (IVS2+1G>C) nos demais familiares dos pacientes afetados e em 100
individuos normais (grupo controle) foi realizado por esse tipo de ensaio.

Para que o procedimento de RFLP pudesse ser aplicado outros sitios para
Ncol no fragmento do gene LHB amplificado pelos primers LH23F e LH23R (806
bp) foram identificados e analisados. Observou-se que, nas seqiéncias de
disponiveis e em bancos de dados de polimorfismos no NCBI, o fragmento LHB
amplificado contém dois sitios para Nco I, um deles constante e um polimérfico. O
sitio polimorfico contém uma variante alélica comum do gene LHB (Trp8Arg), onde
ATC>ACC, localizada no éxon 2, e que destréi o sitio para enzima Ncol no local. A
mutacado 1IVS2+1G>C destroi o sitio constante presente nas seqiéncias. Assim,
para facilitar tanto a analise quanto a compreensdo do procedimento foram
evidenciados apenas os fragmentos afetados pela IVS2+1G>C. Assim, a mutacao
pode ser identificada pela presenca de um fragmento de 642 pb, e as selvagens
por um de 542 pb no ensaio de RFLP. No caso dos individuos heterozigotos os
dois fragmentos (642 pb e 542 pb) eram visualizados concomitantemente. Os
locais dos sitios de restricdo e o tamanho dos fragmentos gerados podem ser
visualizados na Figura 2.4.

Assim, o fragmento do gene LHB (éxon 2, intron 2 e éxon 3) desses
individuos, apdés amplificagdo com primers LH23 F e LH23R, foram submetido a

digestao enzimatica. A reacao de digestdo constituiu-se de 20 pyL do produto de
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PCR, 0,5U da enzima Ncol (Fermentas Inc., Hanover, MD) e tamp&o de reacéo
fornecido pelo fabricante, num volume final de 30 ul, com posterior incubagéo a
37°C de um dia para o outro. Os produtos dessa digestdo foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1% ou acrilamida 5%, corados com brometo de

etidio (0,5 ug/mL) e fotografados sob luz ultravioleta.

Ncol Trp8Arg
Ncol IVS2+1G>C

LH23F LH23R
CHE - BTN - B

164pb  100pb 542pb

Figura 2.4, Representagdo esquematica:

-Do produto de PCR amplificado a partir do gene LHB com primers LH23F e LH23R.

-Dos locais dos sitios para a enzima Ncol usada no ensaio de RFLP para detec¢do da mutagdo
IVS2+1G>C nos familiares dos pacientes e no grupo controle.

-Dos tamanho dos fragmentos gerados pela digestao enzimatica. O alelo selvagem (WT) apresenta
3 fragmentos: 542, 164 e 100 pb. Um individuo homozigoto para a mutacdo IVS2+1G>C (MUT)
apresenta 2 fragmentos (642 e 164 pb) e um heterozigoto, 4 fragmentos (642, 542, 164 e 100 pb).
Apenas os fragmentos de 642 e 542 foram avaliados para facilitar a compreensao do experimento.

2.3.5 - Extragédo de RNA de sangue total

Com a hipétese de que a nova mutacao encontrada, por estar localizada no
sitio doador de splicing do LHB, possivelmente resultaria em anormalidade no
processamento do mRNA, analisamos o0 mRNA dos individuos afetados por meio
de RT-PCR (RT : transcrigdo reversa). Considerando que LH é expresso
primariamente na hipéfise e que esse 06rgao estaria inacessivel, resolvemos
avaliar que outro tecido poderia também expressar LH e a resposta encontrada foi

os leucdcitos. Hotakainen e colaboradores demonstraram que o mRNA LHpB é
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expresso também, em menor quantidade, nos leucocitos humanos e que ao serem
estimulados com prolactina estas células foram capazes de secretar a proteina LH
em pequenas quantidades (Hotakainen, Serlachius et al., 2000).

Utilizando a técnica de nested RT-PCR, esses autores demonstraram a
expressdo de LHB mRNA em leucdcitos de sangue periférico de seres humanos
normais, enquanto a expressao de CGB mRNA nao foi detectada na auséncia de
estimulos como, por exemplo, o tratamento das células com prolactina.
(Hotakainen, Serlachius et al., 2000).

Assim, procedemos a extracdo do RNA total com utilizagdo do reagente

TrizoI® (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA), de acordo com o protocolo
fornecido pelo fabricante. Inicialmente, a camada leucoplaquetaria obtida apos
centrifugacdo de 5 ml de sangue total foi adicionado 1 ml de Trizol, seguido de
homogeneizacdo e incubacdo por 5 min a temperatura ambiente. Apos este
periodo, adicionou-se 0,2 ml de cloroférmio, seguido de centrifugacédo a 12,000x g
por 15 minutos entre 2 e 8°C. A fase aquosa foi adicionado 0,5 ml de isopropanol
para precipitacdo do RNA, seguido de centrifugacédo a 12,000 x g por 10 minutos
entre 2 e 8°C. Posteriormente foi realizada lavagem do precipitado com etanol
70% e re-suspensao em agua livre de RNAse (agua DEPC). O material obtido foi
armazenado a temperatura de -80°C para posterior analise. As amostras de RNA
isolado foram tratadas com a enzima DNAse | livre de RNAse (Fermentas Inc.,
Hannover, MD) seguindo as orientagbes do fabricante, a fim de reduzir ao maximo
o conteudo de DNA gendmico contaminante, antes dos experimentos de RT-PCR.
Como controle para confirmagéo da auséncia de contaminacgéo por DNA, todas as

amostras foram submetidas as reagdes sem a etapa de transcri¢cao reversa.
2.3.6 - Sintese do cDNA ou transcrigcdo reversa

O primeiro molde de cDNA foi sintetizado a partir de 2 ug do RNA isolado e
0,5 ng do oligonucleotideo iniciador LH23R, num volume total de 30 ul. Apds
incubacao a 70°C por 5 min e resfriamento em gelo, a amostra foi centrifugada e a

solugéo presente no fundo do tubo foram adicionados 200 U da enzima M-MLV
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transcriptase reversa (Promega, Madison, WI, USA), 0,2 mM de cada
desoxinucleotideo (ANTP) e 10 ul de tampao de reacgéo fornecido pelo fabricante.

O produto dessa reacdao foi incubado por 90 minutos a 42°C.

2.3.7 - Amplificagdo do cDNA (semi-nested RT-PCR)
2.3.7.1 - Pré-amplificacdo

As amostras de cDNA obtidas foram subseqiientemente pré-amplificadas
utilizando-se um oligonucleotideo sense que foi denominado 3F, especialmente
desenhado para este estudo (Tabela 2.2), e o antisense LH23R. Para um volume
total de reacdo de 50 yL, foram adicionados 1,5 mM de MgCI2, 0,2 mM de cada
dNTP, 50 ng de cada oligonucleotideo iniciador, 5 uL da solugdo contendo o cDNA
e 1,25 U da enzima Go Taq polimerase (Promega, Madison, WI, USA). O ciclo de
pré-amplificacdo consistiu de uma desnaturacgéo inicial a 94°C durante 3 minutos,
seguido de 35 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 60°C (temperatura de anelamento),
1 min a 72°C (extensao), e em seguida de uma etapa final de extensao de 5 min a
72°C. (Figura 2.5)

Tabela 2.2. Oligonucleotideos utilizados na semi nested RT-PCR.

Seqiiéncia Sitios de hibridizacio
IF | GGCGGGGCATGGGCATCCAG Inicio éxon 2
2F | CCGGCTACTGCCCCACCATGA Final do éxon2 e 1
nucleotideos do éxon 3
3F | GCACCAAGGATGGAGATGCTCCAG Exon 1
4F | GGTGGTCTGCCTCTCTGGCCT Intron 2
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RMA total Transcrigao
5ml Sangue — Tratamento
total extraido | —= com DNAse || reversa do RMA
com com primer LH23R
Trizol® |

PCR {1° rodada)

com primers 3F e

LHZ3R

1ul 1ul
Th PLR (29 rodeda) 2} PLR (7 rodada) JNPCH (2 rodeda)
com primers com primers Com primers
1F e LH23R 2F e LH23R 4F e LH23R

Figura 2.5, Representacdo esquematica do protocolo utilizado na semi-nested RT-PCR para
amplificagdo do mRNA LHB de leucécitos de sangue periférico humano.

2.3.7.2 - Semi nested RT-PCR

Um microlitro dos produtos da pré-amplificacdo foram subsequentemente
amplificados por meio de semi-nested PCR utilizando-se pares de
oligonucleotideos iniciadores (1F/LH23R, 2F/LH23R e 4F/LH23R) especificamente
desenhados para esse estudo, em condi¢des idénticas as da primeira etapa. As
sequéncias desses oligonucleotideos estdo descritas na Tabela 2.2.

A estratégia utilizada nessa RT-PCR e os sitios de hibridizagdo dos
oligonucleotideos encontram-se esquematizados na Figura 2.6 . Essa estratégia
foi definida com o objetivo de detectar anormalidades pés-transcricionais no
MmRNA LHB. A forma nested proporciona maior sensibilidade e especificidade na

amplificacdo do cDNA e a escolha de oligonucleotideos que se anelam em
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posicdes estratégicas permite a diferenciacdo de formas de mRNA com alguma
alteracdo no processamento.

O oligonucleotideo LH23R foi o iniciador reverso (antisense) escolhido para
todas as reacgdes, devido ao seu sitio de hibridizacao localizado na regido 3" nao
traduzida do gene e a sua seqléncia altamente especifica para o LHB. Na
ocorréncia de um processamento normal do mRNA no intron 2, o oligo LH23R, em
combinagdo com o oligo 1F, amplificam um fragmento de 445 pb e na auséncia
um fragmento de 681 pb. O oligo 2F se anela quase completamente no final do
éxon 2, mas tem o ultimo nucleotideo na sua extremidade 3" complementar ao
primeiro nucleotideo no éxon 3, o que o torna especifico para a forma
normalmente processada do mRNA produzindo um fragmento de 328 pb. Por fim,
o oligo 4F se anela completamente no intron 2, e portanto sé amplifica formas de
MRNA que ndo sofreram processamento apos a transcricdo produzindo um
fragmento de 473 pb. Assim, os resultados fornecidos por essa combinagéo de
pares primers poderia se identificar rapidamente as consequéncias da mutacgéo
IVS2+1G>C sobre a retirada do intron 2 do LHB mRNA (Figura 2.6). Os produtos
finais da semi-nested RT-PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
a 1%, corados com brometo de etidio e visualizados sob luz ultravioleta.
Posteriormente, suas seqliéncias e especificidade foram verificadas por meio de

seqlienciamento automatico.
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Figura 2.6, Representacdo esquematica da estratégia de amplificagcéo utilizada na
semi nested RT-PCR, mostrando as regides de hibridizagdo dos oligonucleotideos
(1F, 2F, 4F e LH23R) no cDNA.
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2.4 RESULTADOS

2.4.1 - Analise do gene LHB nos trés pacientes com deficiéncia seletiva de
LH.

Um fragmento de 806 pares de bases (pb) do gene LHB contendo a
seqléncia codificante da subunidade beta do LH foi amplificado com sucesso a
partir do DNA dos individuos afetados e de um individuo controle. Os produtos de
PCR foram seqienciados e a comparagdo das seqiéncias obtidas com as
descritas na literatura e com a do controle revelou a substituicdo de uma guanina
(G) por uma citosina (C) na posi¢ao +1 do intron 2 do gene LHB, em homozigose,

nos trés irmaos afetados (Figura 2.7 e 2.8).

CcC C A C C A T G <¢© t g a g c t g c

CcC C A C C A T G gt g a g c© t g c

oo N\ f\/ﬁ\. f\/\f \ N \ ﬁ[\“

Figura 2.7, Afetado: seqlienciamento da jungdo éxon 2 — intron 2 do gene LHB da mulher com
deficiéncia seletiva de LH, mostrando a substituicdo G>C no primeiro nucleotideo do intron 2, no
sitio doador de splicing (57). Controle: sequéncia normal (controle-C1). As setas mostram a
mutacéo (IVS2+1G>C). Letras maiusculas representam nucleotideos exdnicos e letras minusculas,
nucleotideos intrdnicos.
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Figura 2.8, Representacdo esquematica do gene LHB, mostrando a posicdo da mutacéo
IVS2+1G>C (seta vermelha) e os sitios de hibridizagdo dos oligonucleotideos utilizados na
PCR [(LH23F e LH23R) setas pretas]. As regides que codificam o peptideo sinal aparecem em
branco e as que codificam a proteina madura, em preto. E: éxon; I: intron.

2.4.2 - Rastreamento da mutagéo IVS2+1G>C nos familiares

O fragmento do gene LHB dos familiares consanguineos dos individuos
afetados foi amplificado com sucesso para rastreamento da mutacdo. A
digestdo dos produtos de PCR com Ncol (Figura 2.9) resultou na identificacao
de seis heterozigotos para mutagao de um total de 13 individuos estudados: os
pais, duas irmas, um irm&o e sobrinho (representados no heredograma da

Figura 2.10 por I-1, I-2, 1I-2, II-7, 1I-14 e IlI-3, respectivamente).

cr -1 -2 I-5 1I-10 II-13 1I-14 1I-8 C2 II-5 II-6 C3 1I-3 1I-2 1II-2 C4 M

Figura 2.9, Fotografia de um gel de acrilamida, visualizado sob luz ultravioleta,
mostrando os produtos da digestdo com a enzima Ncol de 12 individuos da
familia afetada e 4 individuos controles. Os numeros a esquerda expressam o
tamanho dos fragmentos (em pares de bases). A linha acima das colunas de
eletroforese se refere a identificacdo dos individuos no heredograma. C1, C2,
C3, C4: individuos-controles; M: marcador de peso molecular.
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Figura 2.10, Heredograma. Os individuos homozigotos para a mutacdo 1VS2+1G>C estdo
representados por uma Figura preenchida de preto. Os asteriscos sinalizam os individuos
estudados. A seta aponta o caso-indice.

O LH variante (polimorfismo Trp8Arg) também foi detectado por esta
analise e 5 heterozigotos foram identificados (individuos I-1, 11-14, 11-8, IlI-2, 1I-
2). Nao foram identificados individuos homozigotos Arg/Arg (dado né&o
mostrado). Os individuos afetados apresentaram o genétipo Trp/Trp para este

polimorfismo indicando que a mutacgao 1IVS2+1G>C ocorreu no LH selvagem.

2.4.3 - Rastreamento da mutag¢éo IVS2+1G>C no grupo controle de 100

individuos.

Considerando que essa mutag¢ao néo estava descrita no banco de dados
de polimorfimos, nés resolvemos estuda-la em um grupo controle de 100
individuos normais. A analise do fragmento do LHB por digestdo com Ncol ndo
demonstrou a presenga da mutagéo IVS2+1G>C em nenhum dos 100

individuos estudados.
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2.4.4 - Analise do efeito da mutagédo IVS2+1G>C sobre o processamento
do RNA (splicing) de leucocitos.

O mRNA do gene LHB extraido de leucocitos de 2 pacientes afetados
(-5 e 11-13), 2 familiares heterozigotos e do sujeito-controle (C1) foram
submetidos a transcricdo reversa e amplificados com sucesso. Os resultados
da amplificagdo reversa estao apresentados na Figura 2.11 e sdo descritos a
sequir:

Um fragmento do tamanho esperado (445 pb) foi amplificado com o par
de oligos 1F/LH23R na semi nested RT-PCR, no controle e nos heterozigotos
assintomaticos. Entretanto, nos individuos homozigotos para a mutacéo,
observou-se sistematicamente um produto aproximadamente 681 pb ou seja

uma diferenca proxima de 236pb maior (Figura 2.11 - Painel superior). Com a

utiizagdo do oligonucleotideo 2F, especifico para a forma normalmente
processada do mRNA LHB, nao ocorreu amplificacdo no material extraido dos
pacientes homozigotos para a mutagcdo, mas houve amplificacdo do produto
esperado no controle e nos heterozigotos (328 pb) (Figura 2.11 - Painel
central). Por outro lado, a RT-PCR com o oligo 4F, especifico para a forma nao
processada do mRNA LHB, isto é, a forma que inclui o intron 2, resultou na
amplificacdo de um produto de 473 pb apenas nos homozigotos, mas nao nos

heterozigotos ou no controle (Figura 2.11 - Painel inferior).

Como esperado para uma amostra ndo contaminada por DNA gendmico,
nao se observou produto de amplificacdo nas amostras que nao foram

submetidas a transcrigéo reversa (representadas na Figura 2.11 por “-*).
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Figura 2.11, Produtos da semi nested RT-PCR do mRNA LHB, visualizados em gel de
agarose. Painel superior: Utilizando-se o par de oligonucleotideos 1F/LH23R, o fragmento
amplificado nos homozigotos para a mutagéo IVS2+1G>C é aproximadamente 236 pb maior do
que o esperado, que foi normalmente observado no controle (445 pb). Nos heterozigotos,
observou-se amplificagdo apenas do fragmento de tamanho normal (igual ao controle). Painel
do meio: Com o par de oligos 2F/LH23R, houve amplificacdo de um fragmento de 328 pb no
controle e nos heterozigotos, mas ndo nos homozigotos indicando auséncia de mRNA
processado nos homozigotos. Painel inferior: Com o par de oligos 4F/LH23R, observou-se
amplificagdo de um fragmento de 473 pb presente apenas no RNA extraido dos pacientes
homozigotos, mas ndo no controle ou nos heterozigotos indicando que mRNA n&o processado
estava presente apenas nos homozigotos. Na linha acima da Figura estdo representados os
individuos dos quais as amostras foram obtidas e seus respectivos genoétipos, conforme
apresentados no heredograma da Figura 3.10 (I-2, [I-14, 1I-5 e 1I-13). RT “+” e “-” indicam as
amostras que foram (+) submetidas a transcrigdo reversa antes da PCR e as que n&o foram (-).
MW: marcador de peso molecular. C: controle (C1).

Os produtos da semi nested RT-PCR (oligos 1F/LH23R) da paciente
afetada (lI-13) e controle foram sequenciados para confirmacgédo do defeito no
processamento pés-transcricional do mRNA resultante da mutacéo
IVS2+1G>C. Verificou-se que a diferengca de tamanho do fragmento obtido na
RT-PCR da amostra da paciente em relagdo ao controle devia-se a presenca
de todos os 236 nucleotideos do intron 2 no mRNA da paciente. Em outras
palavras, o seqienciamento revelou a inclusdao completa do intron 2 no mRNA

da paciente, resultante da presenga da mutagao pontual (G>C) no sitio doador
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de splicing (5°) e conseqiente comprometimento do processamento pos-

transcricional (Figura 2.12).

Paciente (F) Controle
RNA RNA
CCACCATGectgagctgece CCACCATGATGCGCGTG

i

i | III|I
L

| '; II'I |
.Hk ;/\\ 1y

Figura 2.12, Sequenciamento do produto da RT-PCR da paciente afetada (11-13) e do controle
(C1), mostrando a regido da juncdo éxon 2- intron 2. As letras mailsculas indicam sequéncias
exbnicas e as minusculas, sequUéncias intrbnicas. A seta indica a mutacdo. No controle,
observa-se que o mRNA processado possui as seqlUéncias exdnicas esperadas, enquanto no
mRNA da paciente, a presenga de um nucleotideo C na posigdo +1 do intron 2 resultou na
retencdo desse intron.

2.4.5 - Anélise comparativa das seqliéncias do LHB selvagem (wt) e
mutante (mut).

Os produtos da PCR obtidos com o par de oligos 1F/LH23R foram
sequenciados e as seqiéncias de nucleotideos do LHB selvagem (éxon 2,
intron 2, éxon 3) e do mutante foram comparadas. Nessa analise, observou-se
que a seqléncia do fragmento do LHB amplificado dos pacientes afetados era
idéntica a sequéncia de referéncia do NCBI
(refINC_000019.8|NC_000019:c54212159-54211049), exceto o nucleotideo G

na posicao +1 do intron 2, que foi substituido por um C (mutacao IVS2+1G>C).
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Em seguida, procedeu-se a analise da seqiéncia de aminoacidos da
suposta proteina aberrante em comparacdo com a do LH-beta selvagem.
Observou-se que a inclusdo da seqiéncia de nucleotideos do intron 2 no
MRNA mutante resultaria em mudanca da fase de leitura do éxon 3. Além
disso, a proteina aberrante apresentaria a insercdo de 79 aminoacidos
correspondentes ao intron 2.

Os resultados do alinhamento das seqUéncias de nucleotideos e

aminoacidos estao esquematicamente apresentados na Figura 2.13.

G L L L L L L L S M G G A W A S R Selvagem

G L L L L L L L S M G G A W A S R Mutante

10
E P L R P W C H P I N A I L A V E Selvagem
GGAGCCGCTT CGGCCATGGT GCCACCCCAT CAATGCCATC CTGGCTGTCG
E P L R P W C H P I N A I L A V E Mutante

20 30
K E G cC P V cC I T V N T T I C A Selvagem
AGAAGGAGGG CTGCCCAGTG TGCATCACCG TCAACACCAC CATCTGTGCC
K E G C P V C I T vV N T T I C A Mutante
40
G Y C P D Selvagem

GGCTACTGCC CCACCATG.T GAGCTGCCTG GGGCCAGGGG CAGATGCTGC
G Y C P T M L S C L G P G A D A A Mutante

...................................................... Selvagem
CACCTCAGGG CCAGACCCAC AGAGGCAGCG GGGGAGGAAG GGTGGTCTGC
T S G P D P Q R Q R G R K G G L P Mutante

...................................................... Selvagem
CTCTCTGGCC TGCGGTTGGG GAATGGGGTG TGGGAAGGCA GGAACAGAGG

L W P A V G E W G V G R Q E Q R Mutante
...................................................... Selvagem

GCTTCCTGGG CTCCTGAGTC CAGGACCTGT GGGGTCAGCT TGGGAGCTCA
A S W A P E S R T C G V S L G A Q Mutante

...................................................... Selvagem
GCTGAGGCGC TGGCCTCAGG CACATGCTCA TTCCCCCACT CACACGGCCT
L R R W P Q A H A H S P T H T A S Mutante

50
..M R V L Q A V L P P L P Q V V [d Selvagem
CCAGATGCGC GTGCTGCAGG CGGTCCTGCC GCCCCTGCCT CAGGTGGTGT
R CA CCR RSC CUR PCL RWC Mutante
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60 70
T Y R D V R F E S I R L P G C P Selvagem
GCACCTACCG TGATGTGCGC TTCGAGTCCA TCCGGCTCCC TGGCTGCCCG
A P T V M C A S S P S G S L A A R Mutante

80 90
R GV D P VV S8 F P VAL S |dRrRI[ Selvagem
CGTGGTGTGG ACCCCGTGGT CTCCTTCCCT GTGGCTCTCA GCTGTCGCTG
V VW TPWS P S L WIL S A V A V Mutante

100
G P C R R S T S D C G G P K D H P Selvagem
TGGACCCTGC CGCCGCAGCA CCTCTGACTG TGGGGGTCCC AAAGACCACC

D P A A A A P L T V G V P K T T Mutante
110 120
L T C D H P Q L S G L L F L * Selvagem
CCTTGACCTG TGACCACCCC CAACTCTCAG GCCTCCTCTT CCTCTAAAGA
P x Mutante

CCCTCCCCGC AGCCTTCCAA GTCCATCCCG ACTCC

Figura 2.13, Alinhamento das seqiiéncias de nucleotideos e aminoacidos do LHB selvagem e
mutante. O nucleotideo que sofreu a mutacdo no sitio de splicing 5" esta destacado em
vermelho. As seqUéncias exdnicas estdo sublinhadas e a sequéncia do intron 2 estd em
laranja. A reteng&o do intron 2 resultaria na insergcéo de 79 aminoacidos (destacados em cinza
claro) na suposta proteina aberrante e na mudanca da fase de leitura do éxon 3 (frameshift).
Os numeros acima de cada série se referem as posi¢cdes dos aminoacidos na proteina madura
selvagem. Em amarelo estdo destacados os residuos de cisteina 57, 88 e 90 (C) essenciais
para a formagdo do “né de cisteinas”. Em cinza, esta destacada a seqUéncia correspondente
ao “cinto de seguranga” (aminoacidos 90 a 110) na proteina madura (LHB: NCBI
ref[NC_000019.8|NC_000019:c54212159-54211049).
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2.5 Discussao

Neste estudo, foi descrita uma nova mutagdo no gene LHB que causou
deficiéncia seletiva de LH em trés irmaos, dois homens e uma mulher, de pais
consanguineos. A mutacéo esta localizada numa regido altamente conservada
do intron 2 do gene LHB, no sitio doador de splicing (IVS2+1G>C). Os trés
irmaos afetados foram homozigotos para a nova mutagéo e seis heterozigotos
foram encontrados na familia. A analise da mutacéo revelou que a substituicao
do nucleotideo G por um C na posigédo +1 do intron 2 resultou na incluséo dos
256 pares de bases do intron 2 no mRNA dos afetados, o que representa a
inclusdo de 79 aminoacidos na suposta proteina aberrante e alteragdo no
quadro de leitura do éxon 3.

Quanto a analise dos individuos heterozigotos, observou-se que todos
eram férteis e ndo apresentavam condi¢des clinicas relacionadas a presenca
do alelo mutante. Aparentemente a secrecdao de LH era normal nesses
individuos.

Todas as mutagdes nos genes das gonadotrofinas descritas até o
momento estdo localizadas nos éxons desses genes (Weiss, Axelrod et al.,
1992; Layman, Lee et al., 1997; Lindstedt, Nystrom et al., 1998; Layman, Porto
et al., 2002; Valdes-Socin, Salvi et al., 2004; Daly, 2006). A mutacao descrita
nesse trabalho esta localizada no intron e resultou em deficiéncia de LH por um
mecanismo molecular distinto. Foi descrito que as seqUéncias que flanqueiam
as jungbes éxon-intron sdo criticas para o reconhecimento dos sitios de
splicing, pois contém sinais reguladores importantes para o processamento
pos-transcricional do mRNA (Xing, Wang et al., 2006). Mutagcbes nessas
regides freqientemente tém sido associadas a doengas (Lopez-Bigas, Audit et
al., 2005). Por esse motivo, com a hipétese de que a substituicdo G>C pudesse
interferir no splicing do intron 2, realizamos a analise da transcricdo do gene
LHB in vivo, utilizando o RNA isolado de leucocitos dos pacientes afetados.
Nos utilizamos leucécitos por recentemente, foi demonstrado que o mRNA LHf
€ expresso, em menor quantidade, nos leucdcitos humanos e que ao serem

estimulados com prolactina estas células foram capazes de secretar a proteina
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LH em pequenas quantidades. A maior secrecéo de LH observada ocorreu ao
se estimular as células com 100ng/ml de prolactina, o que também induziu um
pronunciado efeito mitogénico. Esta concentragcédo é similar as observadas em
gravidas e lactantes, e é 5-10 vezes maior que a de homens e mulheres néo
gravidas. No entanto, a concentracédo de LH no meio de cultura das células é
muito pequena quando comparados com a de hCG no sangue durante a
gravidez (Hotakainen, Serlachius et al., 2000). Dessa forma, esta claro que
além da hipofise, leucdcitos expressam LH e € possivel que possua alguma
importancia fisiolégica por uma atuagdo paracrina ou autécrina. Em nosso
estudo, nao estimulamos os leucocitos com prolactina pois, nés conseguimos
amplificar bem o0 mMRNA do LHB sem nenhum estimulo e n&o sabemos se a
adicdo de prolactina poderia modificar de alguma forma a processamento do
MRNA.

Através da analise dos produtos da RT-PCR, foi possivel demonstrar
que a mutagdo INS2+1G>C resultou na inclusdo de todo o intron 2, e
consequentemente, na mudanga no quadro de leitura do éxon 3. Além disso,
induziu anormalidade grosseira no mRNA do LHB, dando origem a sequéncia
de aminoacidos bastante alterada da suposta proteina aberrante.

Curiosamente, a analise molecular dos heterozigotos revelou a presenca
apenas do mRNA normal, mas ndo do mutante (Figura 2.11). A razdo para
esse achado nédo pdde ser determinada no presente estudo, mas varias
possibilidades podem ser sugeridas. A hipétese mais direta e provavel nesse
caso € que a auséncia de deteccdo do mRNA mutante nos heterozigotos seja
decorrente de diferencas nas concentragdes iniciais das duas espécies de
mRNA, de modo que aquela presente em maior concentragcdo sera
preferencialmente amplificada na nested RT-PCR. Entretanto, ao se utilizar
iniciadores especificos para cada uma das duas espécies de mMRNA o mutante
continuou ndo detectado nos heterozigotos (Figura 2.11, painel inferior). As
diferencas nas concentragdes iniciais das duas espécies de mRNA podem ser
devido a diferentes niveis de ativacdo transcricional dos respectivos
promotores ou diferencas na estabilidade destes RNAs secundaria a

mecanismos celulares de controle de qualidade do mRNA que reconhecem e
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eliminam transcritos alterados por mutagées, como o non-sense mMRNA decay
(Maquat, 2004).

A auséncia da mutagdo nos cem individuos do grupo controle (200
cromossomos) reforga que nao se trata de um polimorfismo.

Na analise comparativa das seqiéncias do mRNA mutante e da suposta
proteina codificada, verificou-se que a regido do “cinto de seguranca” (seat-belt
region) estaria ausente (Figura 2.13). A regido da proteina correspondente a
essa estrutura constitui-se em um segmento conservado entre as subunidades
beta dos horménios glicoprotéicos, codificado pelo éxon 3 (Lapthorn, Harris et
al., 1994). No hCG maduro, essa estrutura envolve a subunidade alfa e é
essencial para a manutengcdo do dimero e, portanto, para a ligagdo com o
receptor (Matzuk, Spangler et al., 1989; Lapthorn, Harris et al., 1994). Além
disso, a proteina mutante também perderia residuos de cisteina importantes
para a formacdo do “ndé de cisteinas”, outra estrutura essencial para a
dimerizagdo. Esses aspectos estéo ilustrados na Figura 2.14, na qual est&o
simulados os efeitos da mutacéo IVS2+1G>C sobre a estrutura tridimensional
do hCG, analoga a do LH (Lapthorn, Harris et al., 1994). Essas observacdes
sugerem que a proteina aberrante seria incapaz de se dimerizar corretamente
com a subunidade alfa e por esse motivo ndo seria secretada, dando origem
entédo a condicao patologica de deficiéncia seletiva de LH.

Assim, a explicagdo molecular para a condicdo de hipogonadismo
hipogonadotréfico por deficiéncia seletiva de LH nos pacientes foi secundaria a
presenca de uma mutacdo intrdnica que impediu o processamento normal do
MRNA levando a produgéo de uma proteina aberrante que nao é secretada.
Trata-se do primeiro caso de mutagéao localizada no intron do LH e também da
primeira descricdo de mutagdo no gene LHB no sexo feminino ocasionando
deficiéncia seletiva de LH, que mostrou ter infertilidade, mas aspecto fenotipico

normal, ao contrario dos homens que apresentam virilizagao incompleta.
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Figura 2.14, Simulacdo teorica da estrutura tridimensional da proteina madura (dimero
subunidade alfa - proteina aberrante), resultante da mutagéo 1IVS2+1G>C. A subunidade alfa
esta representada em verde. Em azul, tem-se a regido da subunidade beta do LH que estaria
preservada. Em vermelho, estd apresentada a regido comprometida pela presenca da
mutagdo. Estrutura depositada no Protein Data Bank (PDB), referéncia: 1HRP. Imagem criada
e visualizada com o programa PYMOL (DeLano Scientific LLC, Palo Alto, USA).

2.6 CONCLUSAO

1- Deficiéncia seletiva de LH nos pacientes foi secundaria a presenca
de uma mutacéo intrénica que impediu o processamento normal do
MRNA do gene LHB levando a produg&o de um LH aberrante que
nao é secretado.
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Estudo 3

Determinacdo da atividade da Luciferase: um novo método para medida in

vitro de interacado proteina-proteina.
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RESUMO

O ensaio de glutationa-S-transferase (GST) “pull-down” é um dos principais métodos
para andlise “in vitro” de interacdes proteina-proteina. Este ensaio consiste em incubar uma
proteina “isca” (fusionada ao GST e imobilizada em particulas pesadas) com uma proteina
“presa” (radiomarcada). Se ocorrer interacdo entre as duas proteinas, ao centrifugarmos a
amostra, a proteina “isca” sera preciptada e trara junto a proteina “presa”. Em seguida, para
avaliar a interacdo, realiza-se a analise do precipitado em SDS-PAGE que ira mostrar, por
autoradiografia, a presenca ou a auséncia da proteina “presa”’. Esse ensaio é de custo elevado,
demorado e demanda uso de radioativo.

No presente estudo, nés desenvolvemos uma variagdo do teste de GST “pull down”
que agiliza substancialmente o processo de deteccdo da “presa”’ no precipitado. O novo
método consiste em fusionar a proteina “presa” com a enzima luciferase. A luciferase quando
age sobre seu substrato, a luciferina, emite luz. Assim, a determinacdo do numero de unidades
de luz presente no precipitado representa a interagdo entre as proteinas. Para validar o ensaio,
utilizamos as proteinas da familia dos receptores nucleares, TRB1 e RXRa, e sua conhecida
capacidade de se interagir com o coativador da familia P160 SRC-1 na presenga de seus
respectivos ligantes. Assim, GST-TRB1 ou GST-RXRa foram incubados com SRC1a-LUC na
auséncia e na presenga de T3 ou 9-cis RA, respectivamente. Nossos resultados confirmaram
os demonstrados por ensaios de GST “pull down” classico, ou seja, a adicdo de horménio
tireoidiano em doses crescentes aumentou a interagéo entre GST-TRB1 com SRC1a-LUC e, de
forma semelhante, GST-RXRa se interagiu fortemente com SRC1a-LUC somente na presencga
de 9-cis RA.

Além disso, observamos que 20 minutos de incubagdo entre isca e presa foram
suficientes para que ocorra interagcdo entre as diferentes proteinas. Ademais, esse método
permite pesquisas de interagbes protéicas rapidas e em maior escala, pois ensaios realizados
em microplacas de 96 pogos teve eficiéncia semelhante a execugdo em tubos de
microcentrifuga.

Assim, conclui-se que esse novo método é funcional e apresenta as seguintes
vantagens sobre a metodologia convencional: 1) Diminui o tempo gasto para avaliacdo da
interacdo proteinas de 16 a 52 horas para 50 a 70 minutos. 2) Dispensa o uso de proteinas
radiomarcadas. 3) Reduz o custo financeiro.

Ademais, uma das aplicagbes direta desse novo teste é a sua utilizacdo para a
pesquisa de ligantes sintéticos ou derivados de extratos de plantas para receptores nucleares.
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Abstract

The glutathione-S-transferase (GST) pull-down Assay is one of the main methods for
analysis of protein-protein interactions "in vitro". This test consist in incubate a "bait" protein
(merged the GST and immobilized heavy particles) with a "prey" protein (radiolabelled). If there
is interaction between the two proteins, the protein "bait" will be preciptate by centrifugation and
brings together the "prey" protein. Then, to evaluate the interaction the precipitate is analysed
by SDS-PAGE which will show, by autoradioghrafy, the presence or absence of the "prey"
protein. This test is slow and demand the use of radioactive.

In the present study, we developed a variation of GST pull down assay that
substantially speeds up the process of the "prey" detection in the precipitate. The new method
consists of Synthesize the "prey" protein fused to the enzyme luciferase. The luciferase when
acting on its substrate, the luciferine, emits light. Thus, the determination of the number of light
units present in the precipitate is direct proprortional to the interaction between proteins.

To validate the test, we use nuclear receptors, RXRa1 and TRB1, and their known
ability to interact with the coactivator SRC-1 of the P160 family, in the presence of their
respective ligands. Thus, GST-TRB1 and GST-RXRo were incubated with SRC1a-LUC in
absence and presence of T3 or 9-cis RA, respectively. Our results confirmed that the results
observed by the classic GST "pull down", the addition of thyroid hormone in increasing doses
increased the interaction between GST-TRB1 with SRC1a-LUC and, in a similar way, GST-
RXRa interacted strongly with SRC1a-LUC only in the presence of 9-cis RA.

Furthermore, we observed that 20 minutes of incubation between bait and prey were
sufficient for the interaction between the proteins. In addition, this method allows searches of
protein interactions fast and on a larger scale, because tests on microplate of 96 wells had
similar efficiency searches in microcentrifuges tubes.

Thus, it is concluded that this new method is functional and has the following
advantages over the conventional method: 1) Reduces the time spent for the evaluation of
protein interaction of 16 to 52 hours for 50 to 70 minutes. 2) Waiving the use of radiolabeled. 3)
Reduce the financial cost.
Moreover, a direct application of this new method is its use for the discovery of nuclear
receptors synthetic ligands or ligands derived from plants extracts.
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3.1 INTRODUCAO

Atualmente, existem diversos métodos para analise in vitro de interagoes
proteina-proteina. Um dos principais € o ensaio de glutationa-S-transferase
(GST) “pull-down” (Craig, Ciufo et al., 2004). Este ensaio tem sido usado na
identificacdo de novas interagbes entre proteinas parceiras ou para confirmar
interacbes descobertas por outros métodos como: Ensaio de dois hibridos em
leveduras ou “phage display” (Wada, Kito et al., 1998; Wang, Sugita et al.,
2000; Malloy, Zhu et al., 2001; Ren, Chang et al., 2003). A versdo mais comum
do ensaio de GST “pull-down” utiliza uma proteina “isca” fusionada ao GST,
expressa em bactérias e imobilizada em particulas de Sepharose™, e uma
proteina “presa” radiomarcada sintetizada em sistemas de transcricdo e
traducgdo in vitro. Ap6s incubacgao entre “isca” e “presa”, precipitacdes (pull-
downs), lavagens, e eluicdo (ou desnaturagédo por calor), a proteinas
recuperadas sao analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida com
sédio duodecilsulfato (SDS-PAGE) seguido de autoradiografia ou analise em
“phosphorimager” (Guan e Dixon, 1991; Goodson, Farboud et al., 2007). A
presengca da proteina radiomarcada (‘presa”) no gel de SDS-PAGE, e
consequentemente na autoradiografia, indica que “isca” e “presa’ se

interagiram. A auséncia indica que nao houve interacao (Figura 3.1).

A)

_pa®

Sefarose lIncubagﬁo
glutationa
lCentrifugagio 2X
Xavagens
Q)

D)

SDS-PAGE
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Figura 3.1, Ensaio de GST “pull down”. A) As proteinas “isca” e “presa” sdo sintetizadas em
bactéria e in vitro, respectivamente, incubadas juntas em um tamp&o de ligagdo. A proteina
“presa” (quadrado branco) esta marcada radioativamente. Ap6s a incubagdo, a reacdo é
precipitada e lavada 2-3X com tamp&o de ligacdo. B) Caso ndo haja interagédo a “presa” sera
eliminada pelas lavagens. C) Caso a isca se interaja com a presa esta ficara retida no
precipitado D) Os precipitados sdo analisados em SDS-PAGE.

Este ensaio aproveita-se do método de purificagdo de proteinas
fusionadas ao GST desenvolvido por Smith, D.S. e Johnson, K.S. em 1988 na
Australia (Smith e Johnson, 1988) para producgao das proteinas “iscas”. Estes
autores descrevem a construgcdo dos primeiros plasmideos da familia pGEX
onde seqiéncias de DNA poderiam ser clonadas “in frame” ao carboxi-terminal
da proteina GST e expressas como proteina de fusdo sob controle de um
promotor induzivel. Apds cultura e indugdo das bactérias contendo as
construgbes pGEX, as proteinas de fusdo poderiam se rapidamente isoladas
do lisado bacteriano pela adicdo de particulas de Sepharose™ conjugadas a
glutationa (Smith e Johnson, 1988). Posteriormente, as proteinas de fuséo
ainda ligadas as particulas de Sepharose™ (“iscas”) foram misturadas a lisados
de células ou tecidos para precipitar proteinas parceiras (“presas”). O uso desta
metodologia para avaliacdes de interagbes protéicas foi consagrado pelos
estudos do oncologista de Harvard Willian Kaelin que utilizou o sistema de GST
“pull down” para indentificar os dominios de interagédo e proteinas parceiras da
proteina supressora de tumor retinoblastoma (Eisenstein, 2005). Desde a
publicagao inicial de Smith, D.S. e Johnson, K.S em 1998 mais de 4000 artigos
citaram o uso desta metodologia para purificagdo de proteinas (Eisenstein,
2005) e 757 citaram o uso para avaliagbes de interagdes protéicas.

Desde a sua consagragao o GST “pull down” classico foi modificado de
varias maneiras: 1) A proteina “isca” pode ser expressa em outros sistemas
(leveduras, células de insetos infectadas por baculovirus ou em células de
mamiferos). 2) A proteina “presa” nado precisa ser necessariamente
radiomarcada, alternativamente, pode ser detectada por outras metodologias
como “immunoblot” ou ELISA (Goodson, Farboud et al., 2007). Entretanto,
apesar das mudancas, todos esses métodos de detecgdo da interacao entre a
proteina “isca” e “presa’ ainda continuam sendo laboriosos, demorados e
caros. Além disso, o ensaio de GST “pull-down” é analisado por autoradiografia

e para mensurar as diferengas de intensidade entre as bandas utiliza-se a
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densitometria, um método que ndo tem boa acuracidade. Neste sentido, nos
decidimos desenvolver uma nova metodologia relacionada ao ensaio de GST,
mas mais eficiente no que se refere a rapidez, custo e confiabilidade. A idéia
original foi de se fusionar a proteina “presa” a uma enzima que catalise uma
reacdo enzimatica rapida e de facil deteccdo. Assim, a interacdo entre a
proteina “presa” fusionada a enzima e a proteina “isca” fusionada ao GST
poderia ser avaliada pela medida da atividade enzimatica da “enzima-presa”
precipitada pela “GST-isca”, pois nesse caso, a atividade enzimatica é
diretamente proporcional a interagao.

A luciferase de vagalume (Photinus pyralis) foi escolhida como reporter
enzimatico da interacdo “isca’-“presa” devido a sua simples, rapida e sensivel
reacdo bioluminescente (Wood, 1990). A luciferase é uma proteina
monomeérica de 61kDa que catalisa a oxidagao da luciferina em oxiluciferina e
luz, utilizando ATP e Mg?* como co-substratos (Figura 3.2). O mecanismo
desta reacéao foi descrito pela primeira vez por em 1951 por William McElroy,
(McElroy, 1951). A energia produzida nesta reacgéo é liberada na forma de luz
(Viviani, 2002; Day, Tisi et al., 2004; Fraga, Esteves Da Silva et al., 2004).
Desta forma, quando o substrato estiver em excesso, quanto maior a

concentragcédo de luciferase presente na reacdo, maior sera a emissao de luz

pelo sistema.
Luciferase de
HO o " COOH vagalume = g \T_;—
U“J}_{""]/ # ATF & Uh; :S AP PRsO0, +Luz
I = . “gzr -
Luciferina oxiluciferina

Figura 3.2, Reacao catalizada pela luciferase.

A eficiéncia luminescente desta reagéo € inacreditavelmente proxima de
100%, ou seja, quase toda energia produzida €& transformada em luz. Isto
rendeu-lhe o nome de “luminescéncia fria”, nome que a distingue de outras
fontes de luz como os bulbos das ldmpadas incandescentes e que possuem
apenas 10% de eficiéncia luminescente (Babu, 2002). Esta eficiéncia torna a

reacdo extremamente sensivel, pois menos de 10?° moles de luciferase,
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menos de 10,000 moléculas por amostra, pode ser detectado em condigbes
6timas para a reacao (Wood, 1991, 2007).

A primeira aplicacdo da reacédo catalisada pela luciferase foi na
determinacdo da concentracdo de ATP em uma amostra bioldgica, pois a
atividade enzimatica é diretamente proporcional e dependente da concentracéo
desta substancia (Mcelroy e Deluca, 1983). Em 1985, o DNA complementar
(cDNA) que codifica a luciferase foi clonado e primeiramente expresso em
bactérias (De Wet, Wood et al., 1985). Em 1987, o cDNA da luciferase foi
utilizado como gene repérter em ensaios de transfeccdo em células de
mamiferos. E observou-se que a luciferase é um gene reporter 1000 vezes
mais sensivel na monitoragdo da atividade transcricional de promotores
génicos que o gene reporter comumente utilizado na época, a cloranfenicol
acetil transferase (De Wet, Wood et al., 1987). Atualmente, esta & a principal
aplicacao da luciferase e de sua reagéo enzimatica.

A luciferase foi utilizada também para monitorar a degradagcéo de
proteinas. Células de mamiferos foram transfectadas com um vetor codificando
a uma proteina fusionada a luciferase, apds 24 horas as células foram tratadas
com um inibidor da sintese protéica, a ciclohexamida, e em seguida
submetidas ao tratamento com diferentes substancias. Pdde-se inferir o efeito
dos tratamentos sobre a degradacao da proteina medindo-se a atividade da
luciferase na célula (Lonard, Tsai et al., 2004).

Assim, no presente estudo nos avaliamos o uso da luciferase e sua
reacdo enzimatica para medir a interagdo entre proteinas. Para testar
aplicabilidade da hipotese, utilizamos como ferramentas alguns membros da
superfamilia de receptores nucleares e suas conhecidas interagbes proteina-
proteina. Os receptores nucleares sédo fatores de transcricdo regulados por
ligantes e participam de fungbes essenciais para homeostase, desenvolvimento
e reproducdo dos metazoarios (Chambon, 1996; Apriletti, Ribeiro et al., 1998;
Beato e Klug, 2000; Zhang e Lazar, 2000). Em geral, os receptores nucleares
possuem uma estrutura muito similar: um dominio amino-terminal, um dominio
central de ligagdo ao DNA (DBD) e um dominio carboxi-terminal de ligagéo ao
hormoénio (LBD). O dominio amino-terminal é extremamente variavel tanto no

tamanho quanto na seqiiéncia de aminoacidos e exibe uma funcéo de ativagao
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transcricional independente do ligante (Warnmark, Treuter et al., 2003). O DBD
€ o dominio mais conservado entre todos os receptores nucleares e tem como
funcao principal a ligagdo ao DNA. O LBD é menos conservado que o DBD,
refletindo a variedade de ligantes que atuam nesses receptores. Além da
ligacdo ao hormdnio, esse dominio € importante para a dimerizagcéo e para a
interac&o dos receptores com complexos protéicos correguladores necessarios
para sua atuagao sobre a transcrigao génica (Wu, Xu et al., 2001).

Para regular seus genes alvos, os receptores nucleares se ligam a
sequéncias especificas nos promotores modulando a expressao génica. Ao ser
ativado por seu ligante, o receptor nuclear muda sua conformacéo e através do
dominio de ligagédo ao ligante (LBD) passa a se interagir com outras proteinas
para iniciar o processo de regulacao da transcricdo. Uma das mais importantes
familias de proteinas que se interagem com os receptores nucleares séo os
coativadores de receptores esterdides p160 (SRC). Os Receptores nucleares
recrutam os coativadores p160 quando s&o ativados pelos seus respectivos
ligantes. Por sua vez, os coativadores se interagem com multiplos complexos
protéicos e ativam ou reprimem a transcricdo génica. (Glass e Rosenfeld, 2000;
Leo e Chen, 2000; Lee, Lee et al., 2001; Ordentlich, Downes et al., 2001;
Mckenna e O'malley, 2002; Lazar, 2003; Xu e Li, 2003).

Os coativadores p160 possuem varios dominios funcionais, como por
exemplo, o dominio de interacdo com os receptores nucleares (NID) e dois
dominios de ativagao cuja funcao é recrutar outras proteinas auxiliares. Em um
NID existem 3 motivos repetidos com a seqiiéncia consenso LXXLL, chamado
de NR box. Varios investigadores tém demonstrado que o motivo LXXLL é
necessario e suficiente para interacdo dos coativadores p160 com os
receptores nucleares (Moore, Galicia et al., 2004).

No presente estudo nds utilizamos o receptor do hormdnio tireoideano
beta 1 (TRB1) e o receptor X retindide alfa (RXRa) como “iscas” fusionadas a
GST e, como “presa”, o coativador de receptores esteroides-1a (SRC-1a)
fusionado a luciferase, SRC-1-LUC. Nossos resultados demonstraram que a
atividade enzimatica da luciferase aumentou sistematicamente quando T3 foi
adicionado a reacao entre GST-TRp1 e SRC-1-LUC. O mesmo resultado foi

observado quando 9-cis RA foi adicionado ao GST-RXRa. Desta forma, a
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medida da interac&o proteina-proteina em um ensaio de GST “pull-down” pode
ser avaliada determinando-se a atividade da luciferase fusionada a “presa”.

Além disso, esse padrao de resposta foi dose dependente.
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3.2 OBJETIVO

Avaliar se a luciferase pode ser utilizada como repérter enzimatico da interagao

proteina-proteina em um ensaio de GST “pull down”.
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3.3 MATERIAIS E METODOS

3.3.1 — Plasmideos

O vetores pCR3.1-SRC1a-LUC (Lonard, Tsai et al., 2004) foi gentilmente
doado por David M. Lonard e Bert W. O’'Malley (Baylor College of Medicine,
Houston, Tx). Este plasmideo codifica o coativador SRC1a completo (“full
lenght”) com a luciferase fusionada no C-terminal. pGEX-2T, pGEX-TRB1wild
type, pGEX-RXRall pGEX-TRB1LBD (Feng, Ribeiro et al., 1998), Pet28a e
pGL3-basic foram doados pelo Dr. J. D. Baxter (University of California, San

Francisco, CA).

3.3.2 - Produgé&o da proteina “presa”

O vetor pCR3.1-SRC1a-LUC foi utilizado na Sintese “in vitro” das
proteinas SRC1-LUC, através do kit “TNT T7 Quick Couple
Transcription/Translation System” (Promega) seguindo as instrugbes do
fabricante. Para confirmar se a protéica foi eficaz, utilizamos o ensaio de

luciferase ou SDS-PAGE para o caso de proteinas radioativas.

3.3.3 - Produgéo da proteina “isca”

A proteina GST, e as proteinas de fusdo GST-TRB1 wild type, GST-
TRBILBD e GST-RXRa foram sintetizadas utilizando-se protocolos
convencionais (amershan). Resumidamente, o0s plasmideos foram
transformados em E.Coli BL21, cultivada em meio 2xLB, recolhidas por
centrifugacéo e ressuspendidas em tampao 1x TST (50 mM Tris pH 7.5, 150
mM NaCl, and 0.05% Tween 20) com 1 mM DTT, 0.5 mM fluoreto de
fenilmetilsulfonil (PMSF), e coquetel de inibidores de protease 1:1000 (Sigma,
St. Louis, MO). Entéo, a solugéo foi incubada com lisozima e sonicada (trés
ciclos de 2.5-min, amplitude 70%, 1 pulso/s com intervalo de 5 min entre cada
ciclo). O debris celular foi precipitado e o sobrenadante foi incubado por 2 h

com 500 ul de particulas de glutatione-agarose 4B equilibradas com 1 x TST.
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As particulas com as proteinas de fusdo foram lavadas com 1x TST adicionado
de 0.05% Nonidet P-40 e ressuspendidas em 1x TST com 1 mM DTT, 0.5 mM
PMSF, coquetel de inibidores de protease 1:1000 (Sigma), 50% de glicerol, e
entdo estocadas a -20°C. Todos os procedimentos descritos acima foram

realizados a 4°C.
3.3.4 - Ensaio de GST “pull-down” (utilizando tubos de microcentrifuga)

Para os ensaios de interacdo proteina-proteina, a suspensdo de
particulas com glutationa contendo 4ug de GST ou GST-TRB1/GST-RXRa
foram incubadas com 3-5 ul da sintese “in vitro” de SRC1a-LUC em 150 ul de
tampao de ligagéo [1x TST com 0.1% Nonidet P-40, 0.1% Triton X-100, 1 mM
DTT, e 2 mg/ml Albumina soro bovina, pH 7.7, pH em que a atividade luciferase
€ maxima, (McElroy, 1951)], na presenca de 1 uM de T3, 1 uM de GC-24, 1 uM
de GC-1, 1 uM de TRIAC, 10 uM de 9c-RA ou veiculo (etanol). Apos incubacéo
a temperatura ambiente, as particulas da reacéo foram centrifugadas (500 rpm)
e lavadas 3 vezes com 0,5 ml de tampéao de ligagdo. Nas particulas, em 30ul
de tampao de ligagao deixados da ultima lavagem, a atividade da luciferase foi
avaliada pela adicdo de 20ul de luciferina (luciferase assay system, Promega
Corp.). A luz produzida foi quantificada em um luminédmetro (TD 20/20, Turner)
e os experimentos foram realizados em duplicatas ou ftriplicatas. Nos
experimentos de comparacéo entre os diferentes métodos algumas reacgdes
foram analisadas em SDS-PAGE.

3.3.5 - Ensaio de GST “pull-down” (utilizando-se microplascas de 96 pogos)

Para o ensaio de interagdo proteina-proteina em microplacas de 96
pocos, as reagdes de “pull-down” foram preparadas de forma idéntica a
descrita em (Ensaio de GST “pull-down” utilizando tubos de microcentrifuga).
Apos incubacdo em placas de 96 pocos (wallac isoplate™ 1450-514), a
temperatura ambiente, as particulas foram centrifugadas (500 rpm) e lavadas 6

vezes com 150 ul do tampé&o de ligagédo. O ensaio de luciferase foi realizado no
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luminometro 1450 LSC e Luminecence counter (Perkin Elmer) com a injecéo
automatica de 20ul de luciferina (luciferase assay system, Promega Corp.)
antes de cada leitura. Neste caso, os experimentos foram realizados em
quadruplicatas.

3.3.6 - Construcdo de um vetor para expressdo de proteinas ‘presas”

fusionadas a luciferase.

Com a finalidade de se expressar outras proteinas fusionadas a enzima
luciferase foi construido o vetor de expressdo Pet-LUCMCS. O gene que
codifica a luciferase (LUC) do plasmideo comercial pGL3 (promega) foi
amplificado com os primers (LUC F 5-ctgttggtaaagcttaccatggaaga-3'e LUC R
5’-cgactctagaagcttcacggcgatct-3’). Na reacdo de amplificagdo foram utilizados
50ng do plasmideo pGL3, 0,2 mM de cada desoxinucleotideo (dNTP) , 50 ng
de cada primer, 1,25 U da enzima Taq DNA polimerase (Fermentas), tamp&o
de reacéo e sulfato de magnésio fornecido e usado de acordo com o sugerido
pelo fabricante em um volume final de 50 pL. A amplificagdo foi realizada em
um termociclador PTC-200 (MJ Research, Inc. Waltham, MA), nas condigdes:
30 ciclos de 60s a 94°C (desnaturacao), 40 s a 55°C (anelamento) e 90s a
72°C (extensdo). O produto de PCR foi digerido com Nco | e Hind lll, e em
seguida, clonado no vetor Pet28a (Novagen) preparado com as mesmas
enzimas. As col6nias de DH5al transformadas que cresceram em meio de
cultura LB Agar com Kanamicina foram pesquisadas pela presenca do gene
LUC por PCR de col6nia utilizando-se os mesmos primers LUC F e LUC R. Em
seguida, um oligo dupla fita contendo multiplos sitios de restricdo, proveniente
do anelamento dos primers (5'-
AGCTTGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACC-3' e 5'-
TCGAGGTCGACGGAGCTCGAATTCGGATCCA-3"), foi clonado nos sitio Hind
Il e XHO | de um dos clones selecionados anteriormente pela PCR de coldnia.
A insercao do oligo foi confirmada pela digestdo com as enzimas Bam HI e Eco
RI, presentes apenas no oligo, e assim 6 clones foram selecionados. Os clones

ITM

selecionados foram transformados em BL21SI'™ (Invitrogen) para se testar a

capacidade de expressar a atividade luciferase. Bactérias BL21SI™
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transformadas foram crescidos em 5ml de meio de cultura LBON com
kanamicina de acordo com o recomendado pelo fabricante. Ao atingirem a
OD®® de 0.5 as culturas foram divididas em duas aliquotas de 2,5ml. Um das
aliquotas foi induzida com NaCl estéril (concentragéo final de 0,3M) e a outra
com agua estéril (veiculo). Apés duas horas de incubacgdo a 30°C as bactérias
forma coletadas e lisadas como descrito em produgédo da proteina “isca”,
apenas o passo de sonicacao foi alterado (dois ciclos de 15s, amplitude 70%, 1
pulso/s com intervalo de 5 min entre cada ciclo). Em seguida, 20ul de luciferina
foi adicionado a 20ul do sobrenadante do lisado celular e a atividade luciferase
foi avaliada em um lumindbmetro TD 20/20, Turner. As leituras da atividade
luciferase foram corrigidas com a OD°® da cultura celular antes da lise. Dos 6
clones selecionados apenas 2 apresentaram atividade luciferase (Figura 3.10).
O vetor que apresentou a maior leitura foi selecionado e seqlenciado com os
primers “T7” (5-GTAATACGACTCACTATAGGG-3') e “T7 terminator” (5'-
TATGCTAGTTATTGCTCAG-3’) do vetor.

3.3.7 - Apresentagdo dos dados e Analise estatistica

As interacdes observadas foram representadas como média + erro
padrédo da % da atividade precipitada ou da % precipitada (% do input) em cada
reacao. A anadlise estatistica utilizada nos experimentos foi analise de variancia
seguida do teste de tukey. Os resultados foram considerados estatisticamente
diferentes quando o valor de p foi < 0,05. E as diferengas ou semelhanca
estdo representadas na forma de letras sobre as barras. Letras diferentes
indicam diferencas estatisticamente significantes e letras idénticas significa
auséncia de diferenca estatistica. O exemplo abaixo ilustra este tipo de

representacéao:
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Resposta

Grupos

As diferentes letras sobre as barras indicam que o grupo 1 é estatisticamente
diferentes dos grupos 2, 3 e 4. O Grupo 2 € estatisticamente diferentes dos
grupos 1 e 3, mas nao é diferente do grupo 4. O grupo 3 é estatisticamente
diferentes dos grupos 1, 2 e 4. E o grupo 4 é estatisticamente diferentes dos

grupos 1 e 3 mas nao é diferente do grupo 2.

3.4 RESULTADOS
3.4.1 - Deteccgéo de interagbes proteina-proteina em ensaio de GST “pull-down”

utilizando a enzima luciferase como reporter.

Para testar a hipétese de que a interagéo entre as proteinas “isca-presa’
no ensaio de GST “pull-down” poderia ser avaliada detectando-se a atividade
luciferase fusionada a proteina “presa”, testamos a capacidade do dominio de
ligagdo ao hormdnio do TRB1 (TRB1LBD) de se interagir e fazer a precipitacéo
do SRC1a fusionado a luciferase. GST e GST-TRB1LBD foram sintetizados em
E.coli, SRC1a-LUC foi sintetizado “in vitro” e as reagdes de “pull-down” seguido
pelo ensaio de luciferase foram executados de acordo com o descrito em
materiais e métodos. Como podemos observar na Figura 3.3, GST
isoladamente, sem TRB1LBD, tanto na auséncia quanto na presenca de T3,
precipitou uma atividade de luciferase muito baixa [1,410,4% e 1,0£0,1%
respectivamente, (p>0,05), demonstrando que GST isoladamente ndo € capaz
de interagir com SRC1a-LUC. Ao acrescentarmos GST-TRB1LBD, ainda na
auséncia de T3, observamos um aumento discreto para 6,8+0,6% (P<0,05),

sugerindo uma atividade intrinseca, e T3 independente, do TR se interagir com
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SRC1a-LUC. Porém, ao adicionarmos 1 uyM de T3, observamos um aumento
significativo da atividade da luciferase, valor arbitrariamente selecionado como
100% (p<0.001).
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Figura 3.3, Experimentos de GST “pull-down” examinando a ligag&do do coativador SRC1a-LUC
ao GST-TRB1LBD (GST-TR). SRC1a-LUC foi incubado com GST (controle) ou com GST-
TRB1LBD, na auséncia ou na presencga de 1 yM de T3, a temperatura ambiente. A atividade da
luciferase foi avaliada apos incubagdo de 100 minutos. O resultado obtido foi uma maior
producdo de luz com GST-TRB1LBD na presenga de T3, o que sugere uma maior interagao
com SRC1a-LUC nestas condigdes. As letras diferentes sobre as barras indicam a diferenca
estatistica (p<0.05) de acordo com ANOVA e teste de Tukey.

Em seguida, testamos o ensaio com outro receptor nuclear. A despeito
do GST-TRB1LBD, o GST-RXRa [foi usado como ‘“isca” em ensaios de
interacdo com SRC1a-LUC. Observamos novamente que GST isoladamente,
tanto na auséncia quanto na presenga de 9c-RA, precipitou uma atividade de
luciferase muito baixa [2,3+0,6% e 6,4+1,4%, respectivamente (p>0,05)]. GST-
RXRa, ainda na auséncia de 9c-RA, apresentou um aumento discreto para
9,3t3%, néao significante, de se interagir com SRC1a-LUC. Porém, ao
adicionarmos 10 pyM de 9c-RA, observamos um aumento significativo da
atividade da luciferase, valor arbitrariamente selecionado como 100%
(p<0.001) (Figura 3.4).

Juntos estes resultados sugerem que os receptores testados foram
capazes de se interagir com SRC1a-LUC de forma ligante dependente e as
interacdo puderam ser detectadas avaliando-se a atividade luciferase fusionada
a este coativador. Estes resultados foram reproduziveis, GST apresenta
valores de fundo baixos, e resultados similares foram obtidos com GST-TRp1
completo e também com os tireomiméticos TRIAC e GC-1 (dados néo
mostrados).
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Figura 3.4- Experimentos de GST “pull-down” examinado a interagéo entre SRC1a- e GST-
RXRa “full lenght”. SRC1a-LUC foi incubados com GST (controle) ou GST- RXRa na presenca
de veiculo (-) ou 10 yM of 9¢c-RA. A atividade enzimatica da luciferase foi avaliada apds 100
min de incubagdo entre as proteinas. Maiores valores de atividade Iluciferase foram
precipitadas pelo GST-RXRa na presenca de 9c-RA. As diferentes letras sobre as barras
indicam diferenca estatistica (p<0.05) de acordo com ANOVA e teste de Tukey.

~

Em seguida, para melhorarmos o desempenho do novo método,
decidimos avaliar qual seria o tempo de incubacé&o o6timo para a melhor
interacdo entre GST-TRB1LBD e SRC1a-LUC na presencga de 1 yM de T3. Os
tempos de incubacdo avaliados foram 0, 5, 10, 20, 40, 60, 80 e 100 minutos.
Neste experimento, observamos que de 0 a 20 minutos a atividade luciferase
precipitada aumentou gradativamente, entre 20 e 40 minutos permaneceu em
um platd (atividade maxima), e a partir do minuto 60 até o minuto 100 diminuiu
gradativamente. As atividade enzimaticas precipitadas foram: 0 min. [26,5+2%
(p<0,05 vs 20 e 40 min)], 5 min. [58,4£3% (p<0,05 vs 20 e 40 min)], 10 min.
[69,41+6% (p<0,05 vs 20 e 40 min)], 20 min. [95,814% (p>0,05 vs 40 min)], 40
min. [97,1£1 % (p>0,05 vs 20 min)], 60 min. [85,1+4% (p>0,05 vs 20 e 40 min)],
80 min. [74,3+5% (p<0,05 vs 20 e 40 min)], 100 min. [66,5+4% (p<0,05 vs 20 e
40 min)] (Figura 3.5).
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Figura 3.5, Experimento avaliando a influéncia do tempo de incubagéo sobre a interagédo do
GST-TRB1LBD com SRC1a-LUC. SRC1a-LUC foi incubado com GST-TRB1LBD na presenca
de 1uM de T3 a temperatura ambiente. A atividade luciferase precipitada na reagéo foi
avaliada apés 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100 minutos de incubagdo. As letras diferentes sobre as
barras indicam a diferenca estatistica (p<0.05) de acordo com ANOVA e teste de Tukey.

Diante deste resultado testamos a estabilidade da presa ao logo do
tempo (meia-vida), para isto, preparamos diferentes reagdes contento somente
SRC1a-LUC e tampéo de ligacéo, as incubamos por diferentes periodos de
tempo e contamos as unidades relativas de luz produzida pela amostra.
Observamos que atividade luciferase diminuia ao longo do tempo como pode
ser observado na Figura 3.6. As leituras foram 0 min. (100%) , 20 min. [98+2%
(p>0,05)], 30 min. [92+1% (p>0,05)], 40 min. [771£0,01% (p<0,05)], 60 min.
[81+1 % (p<0,05)], 100 min. [62+4% (p<0,05)], 120 min. [52+1% (p<0,05)]
(Figura 3.6). Assim, apds duas horas de incubacédo a atividade luciferase
decaiu em aproximadamente 50% comparado com o valor inicial. Concluimos,

entdo, que esta é a meia-vida da enzima neste tipo de experimento.
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Figura 3.6, Experimento avaliando a influéncia do tempo de incubag&o sobre a atividade
enzimatica da presa. Diferentes reagbes contendo 3ul da sintese “in vitro” de SRC1a-LUC e
30ul de tampé&o de ligagdo foram incubados a temperatura ambiente. A atividade luciferase de
cada reagéo foi avaliada apos 0, 20, 30, 40, 60, 100 e 120 minutos de incubagdo. As letras
diferentes sobre as barras indicam a diferenga estatistica (p<0.05) de acordo com ANOVA e
teste de Tukey.

Diante do resultado de que a interacdo maxima entre GST-TRB1LBD e
SRC1a-LUC ocorre entre 20-40 minutos (Figura 3.5) e que até 20 minutos a
atividade enzimatica da presa permanece estatisticamente semelhante a inicial,
ou seja, praticamente inalterada (Figura 3.6) decidimos padronizar o tempo de
incubacdo em 20 minutos para os experimentos subseqlentes, o que
aumentou ainda mais a velocidade do processo denominado a partir de agora
como GST “light pull-down”.

Em seguida, comparamos o ensaio de GST “light pull-down” com o
ensaio GST “pull-down” classico. Para isto GST e GST-TRB1LBD foram
sintetizados em E.coli, SRC1a-LUC foi sintetizado “in vitro” na presencga de
metionina marcada com S*°. Apos as reacdes de “pull-down” o ensaio de
luciferase foi executado e, em seguida, as mesmas amostras foram analisadas
por SDS-PAGE seguido de autoradiografia. Neste experimento a
representacéo grafica corresponde a % da presa precipitada, ou seja, % do
“‘input” precipitado, para facilitar comparagées com o método classico. A Figura
3.7A representa a quantidade de luz produzida pelas amostras e podemos
observar que GST isoladamente, tanto na auséncia quanto na presenca de T3,
precipitou apenas 0,16% e 0,12% do total de SRC1a-LUC, respectivamente.
Por outro lado, GST-TRB1LBD na auséncia de T3 apresentou um aumento
discreto na % precipitada (1,34%). No entanto, ao adicionarmos 1 pM de T3,
observamos que a % precipitada aumentou para 21,83% indicando uma maior
interacdo. Apos a leitura da atividade LUC as amostras foram analisadas em
SDS-PAGE seguido de autoradiografia. A Figura 3.7B representa o resultado
desta analise e podemos observar que existe uma correlagdo entre a
intensidade das bandas e a atividade LUC das amostras, indicando que novo

ensaio possui eficacia semelhante ao ensaio de GST “pull-down” classico.
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Figura 3.7- Experimentos comparando a metodologia de GST “light pull-down” com GST “pull-
down” classico. A Ensaio examinado a interagcdo entre SRC1a e GST-TRB1LBD. SRC1a-LUC
(835) foi incubados com GST (controle) ou GST-TRB1LBD na presenca de veiculo (-) ou 1uM
de T3. A atividade enzimatica da luciferase foi avaliada ap6s 20 min de incubacao entre as
proteinas. A) Leitura da atividade luciferase observadas na interacdo representada com % da
quantidade inicial precipitada (%input). B) As mesmas amostras foram analisadas em SDS-
PAGE seguido de autoradiografia. Podemos observar que maiores valores tanto da atividade
luciferase quanto a quantidade de proteina radiomarcada foram precipitadas pelo GST-

TRBI1LBD na presenga de T3.

Finalmente, para finalizar a validagdo do método, investigamos o efeito
de concentragcdes crescentes dos ligantes sobre a interacdo de GST-
TRB1LBD/GST-RXR e SRC1a-LUC. Observamos que nas duas situacbes a
titulagdo produziu um recrutamento do coativador de forma T3/9cis-RA dose
dependente. Pois, doses crescentes dos ligantes promoveram um aumento
gradual e progressivo das atividades enzimaticas precipitadas tanto por GST-
TRB1LBD quanto por GST-RXR (Figura 3.8). Nas curvas obtidas o EC50 para
T3 e 9cis-RA foram 1,0x10"M e 1,1x10°M, respectivamente.

Juntos, estes resultados confirmam que a interagéo entre as proteinas
‘isca” e “presa” nos experimentos de GST “light pull-down” pode ser detectada

avaliando-se a atividade da luciferase fusionada a presa.
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Figura 3.8, A) Experimentos de GST “light pull-down” examinando a interagdo de SRC1a-LUC
com GST-TRB1LBD em concentragdes crescentes de T3. SRC1a-LUC foi incubado com GST-
TRPB1LBD na presenga de 0, 10°, 10® 107, 10, 10°, 10* M de T3. A atividade luciferase foi
avaliada ap6s 20 minutos de incubagdo. Os resultados revelaram que a atividade luciferase
aumentou de maneira T3 dose dependente e o EC50 foi de 1,0x10~. B) Experimentos de GST
“light pull-down” examinando a interagdo de SRC1a-LUC com GST-RXR em concentragdes
crescentes de 9cis-RA. SRC1a-LUC foi incubado com GST-RXR na presenca de 0, 10°, 10®
107, 10, 10° M de 9cis-RA. A atividade luciferase foi avaliada apés 20 minutos de incubac3o.
Os resultados revelaram que a atividade luciferase aumentou de maneira 9cis-RA dose
dependente e o EC50 foi de 1,1x10°®.

3.4.2 - GST light pull-down em microplacas de 96 pogos.

Para aumentarmos a escala de interagbes protéicas estudadas
simultaneamente pelo ensaio GST “light pull-down”, adaptamos sua execugéo
para microplacas de 96 pog¢os. Para validar este formato do ensaio, testamos a
interacdo de GST-TRB1LBD com SRC1a-LUC na presengca de T3 e do
tireomiético GC-24. O procedimento do ensaio de GST “light pull-down” em
microplacas de 96 esta descrito em materiais e métodos. Observamos que,
GST isoladamente demonstrou uma interagcao com SRC1a-LUC muito baixa,
pois a atividade enzimatica da luciferase foi minima tanto na presenga quanto
na auséncia dos ligantes testados [GST (2,9+0,6%), GST+T3 (2,910,5%),
GST+GC-24 (2,840,5%), (p>0,05)] (Figura 3.9). Para GST-TRB1LBD, ainda na
auséncia de T3, a atividade intrinseca do TR se interagir com SRC1a-LUC foi
novamente observada [12+2% (p<0,05)]. Entretanto, ao acrescentarmos 1 uM,
GST-TRB1LBD a atividade luciferase precipitada foi significantemente maior
[100% (p<0,001)]. O mesmo foi oservado com a adicédo de 1 pM de GC-24
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[81£3% (p<0,001)], comparado com a auséncia de ligantes (Figura 3.9).
Comparando T3 com GC-24, observamos que o valor precipitado por GST-
TRB1LBD na presenca de GC-24 (81+3%) foi estatisticamente menor que o
observado na presencga T3 (100%) (p<0,001). Estes resultados sugerem que o
ensaio GST “light pull-down” executado em placas de 96 pogos tem eficiéncia

similar ao ensaio executado em tubos de microcentrifuga.
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Figura 3.9, Experimentos de GST “Light pull-down” examinado a interagao entre SRC1a-LUC
ao GST-TRB1LBD em microplacas de 96 pocos. SRC1a-LUC foi incubado com GST (controle)
ou GST-TRB1LBD na presenca de veiculo ou 1 uM of T3 ou GC-24. A atividade enzimatica da
luciferase foi avaliada ap6s 20 min de incubag&o entre as proteinas. Maiores valores de
atividade luciferase foram precipitadas pelo GST-TRB1LBD na presenca de T3 ou GC-24, o
que sugere uma maior interagcdo com SRC1a-LUC nestas condi¢cdes . As diferentes letras
sobre as barras indicam diferenca estatistica (p<0.05) de acordo com ANOVA e teste de Tukey.

3.4.3 - Construgdo do vetor “Pet-28alLUC-MCS” para expressdo de proteinas

‘presas” fusionadas a luciferase

Um vetor para expressdo de proteinas fusionadas a luciferase para
execucao do ensaio GST “light pull-down” com outras proteinas tornou-se
necessario. Escolhemos o vetor pet28a devido sua capacidade de expressar
proteinas tanto em bactérias quanto em sistemas de transcricdo e tradugao in
vitro. E se necessario, purifica-la através da cauda de histidina (6XHIS)
presente no vetor. A clonagem do gene LUC e de um sitio multiplo de
clonagem (MCS) neste vetor esta descrito em materiais e métodos. Os clones

selecionados foram testados funcionalmente para expressdao da enzima
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luciferase (Figura 3.10) e em seguida um deles (o clone 5), que apresentou

maior expressao da proteina, foi sequenciado (Figura 3.11).
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Figura 3.10, Selecdo funcional dos clones para expressdo de proteinas de
fusdo com a luciferase. A clonagem do gene LUC seguida da clonagem do
MCS resultou em 8 clones sendo que apenas 6 (1,2,4,5,6 e 8) foram
selecionados pela digestdo com enzimas presentes no MCS (Bam HI e Eco
RI). Dos 6 apenas o clone 2 e o clone 5 foram capazes de produzir a luciferase.

O clone 5, que apresentou a maior capacidade de producédo de atividade
enzimatica, foi seqlienciado.



a)
1 TGTGAGCGGA TAACAATTCC CCTCTAGAAA TAATTTTGTT TAACTTTAAG

51 AAGGAGATAT ACCACATGGA AGACGCCAAA AACATAAAGA AAGGCCCGGC
M E D A K N I K K G P A Frame 1

101 GCCATTCTAT CCGCT
P F Y P

B)

Pet28a LUC
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®)

1 GAACTTCCCG CCGCCGTTGT TGTTTTGGAG CACGGAAAGA CGATGACGGA
E L P A AV V vV L E H G K T M T E Frame 1
N F P P P L L F W S T E R R * R K Frame 2

51 AAAAGAGATC GTGGATTACG TCGCCAGTCA AGTAACAACC GCGAAAAAGT
K E I vV D Y V A S Q v T T A K K L Frame 1
K R S w I T S P V K * Q P R K S Frame 2

101 TGCGCGGAGG AGTTGTGTTT GTGGACGAAG TACCGAAAGG TCTTACCGGA
R G G v V F V D E V P K G L T G Frame 1
C A E E L C L W T K Y R K V L P E Frame 2

151 AAACTCGACG CAAGAAAAAT CAGAGAGATC CTCATAAAGG CCAAGAAGGG
K L D A R K I R E I L I K A K K G Frame 1
N S T Q E K S E R S S * R P R R A Frame 2

XhoI
SmlT
SacI BmeT110TI
NlaIV Tsp509T Sall Aval
BamHI EcoRI EcoICRI HincII
HindIII Apol BanII Accl PspXI
201 CGGAAAGATC GCCGTGAAGC TTGGATCCGA ATTCGAGCTC CGTCGACCTC
G K I A V K L G S E F E L R R P R Frame 1
E R S P * S L D P N S S s V D L Frame 2
251 GAG
A P P P P P L R S G cC * Q S P K Frame 1
E H H H H H H * D P A A N K A R K Frame 2
D) LuUC
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Figura 3.11, Sequenciamento das regides onde foram clonados o gene
LUC e um MCS no vetor Pet28a originando a plasmideo Pet28a-LUCMCS para
construcéo e expressao de proteinas “presas” fusionadas a enzima luciferase,
e subsequente uso em ensaios de GST “light pull-down”. A) Sequenciamento
da regiao vetor-inserto 5’ onde pode-se observar a sequéncia do vetor Pet28a
(laranja) seguido da sequéncia do cDNA do gene LUC (preto) amplificada a
partir do vetor pGL3-basic (promega). Abaixo da sequéncia de nucleotideos
estdo representadas os aminoacidos codificados pelo cDNA do gene LUC e as
regides sublinhadas correspondem a seqUéncias do operador LAC
(nucleotideos 1-18) e do sitio de ligagao do ribossomo (nucleotideos 51-56) do
vetor, respectivamente. B) Eletroferograma parcial da regidao descrita em (A)
que contém exatamente a jungado vetor-inserto 5. C) Sequenciamento da
regido vetor-inserto 3’ onde pode-se observar seqiéncias do cDNA do gene
LUC (preto), do sitio multiplo de clonagem [MCS (vermelho)], e em seguida, do
vetor Pet28a (laranja). Abaixo da seqiéncia de nucleotideos estado
representadas os aminoacidos codificados pelos quadros de leitura 1 e 2 do
cDNA do gene LUC, acima estéo representados os sitios de restricado do MCS.
Os codons de parada da tradugéo estéo representados por um asterisco (*). E
importante ressaltar que o gene LUC e a cauda de histidina do vetor (6XHIS)
nao estdo no mesmo quadro de leitura. Caso pretenda-se purificar a proteina
fusionada a luciferase é imprescindivel coloca-los no mesmo quadro de leitura
no momento da clonagem da sequéncia que codifica proteinas de interesse
neste vetor. D) Eletroferograma parcial da regido descrita em (C) que contém
exatamente a jung¢do vetor-inserto 5. E) Mapa completo do vetor Pet28a-
LUCMCS.
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3.5 DISCUSSAO

Neste estudo descrevemos um ensaio modificado de GST “pull-down”
que tem como objetivo identificar e medir a interagdo entre duas proteinas.
Nesse novo método, uma proteina “isca” fusionada ao GST (GST-isca) &
incubada com uma proteina “presa” fusionada a luciferase (LUC-presa). Se
houver interagéo entre as duas proteinas, a simples centrifugagéo da proteina
GST-isca, imobilizada por particulas pesadas de Sepharose™, precipitara junto
a proteina presa (LUC-presa). Em seguida, para se detectar a presenca da
LUC-presa no precipitado, adicionamos luciferina (substrato da luciferease) e
quantificamos luz produzida pela reacdo em um lumindmetro. A atividade
luciferase retida pela isca € diretamente proporcional a quantidade de LUC-
presa no precipitado.

A aplicabilidade do método foi validada através da medida da interagéo
ja bem estabelecida entre os receptores nucleares com os coativadores da
familia p160. As proteinas utilizadas foram os receptores nucleares TRB1 e
RXRal] e o coativador p160, SRC-1A. O novo método reproduziu os dados ja
descritos na literatura, ou seja, a interagdo do TRB1 com SRC-1a ocorreu
principalmente na presenca de T3, ou de outros tiromiméticos, e a interagdo do
RXRa com SRC-1a ocorreu somente na presenca de 9-cis RA.

O uso da enzima luciferase nessa nova metodologia de mensuracéo de
interacdo entre duas proteinas traz grandes vantagens como: redugédo do
tempo de reagao, diminuicdo do custo, nao utilizagdo radioisotopos e facilidade
na execucdao do ensaio. A versao classica do ensaio de GST “pull-down”
compreende incubar a “isca” ligada ao GST com a “presa” radiomarcada por
aproximadamente 100 minutos, seguido de precipitagdes, lavagens,
desnaturacdo (ou eluigdo), analise em SDS-PAGE e autoradiografia. O tempo
utilizado neste procedimento é de aproximadamente 16 a 52 horas. O uso da
“Presa” ligada a luciferase diminui o tempo total utilizado no ensaio para 50 a
70 minutos. Isso ocorre devido a redugdo do tempo de incubacg&o para 20

minutos e, principalmente porque o novo método substitui a analise em SDS-
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PAGE e a autoradiografia pelo ensaio de luciferase (Figura 3.12). A principal
motivacdo para reducédo do tempo de incubagado para 20 minutos foi que as
maiores interagdes entre isca e presa sao observadas entre 20-40 minutos e
que até 20 minutos praticamente ndo ha decaimento da atividade luciferase da
presa (Figura 3.5 e 3.6).

Ademais, o novo ensaio foi comparado com o ensaio classico e
observamos que apresentaram resultados semelhantes, demonstrando que o
GST “light pull-down” é tao eficiente quanto o GST “pull-down” para avaliar
qualitativamente interacbes protéicas, pois existe uma correlacédo entre a
atividade enzimatica e SRC1A-LUC(S*) precipitadas (Figura 3.7 A e B).

@ Y S R

Incubagio entre “isca e presa” Incubago entre “isca e presa”
(100 min) (20 min)
Precipitagoes e lavagens Precitagdes e lavagens
(20-30min) (20-30min)
Desnaturacgio ou eluigdo Ensaio de Luciferase ( 10-20min)
(5 min) l

SDS-PAGE (90-120min) \ Tempo total (50-70min)/

Autoradiografia (12-48 horas)

}

\ Tempo total (16-52 horas) J

Figura 3.12, Fluxograma representando os passos € o tempo gasto no ensaio de GST
“pull-down” classico e GST ‘“light pull-down”. No ensaio GST “pull-down” classico gasta-se
aproximadamente 15,4 a 52 horas na sua execusédo, ja no ensaio de GST “light pull-down”
gasta-se aproximadamente 50-70 min.

Outra vantagem do método & a possibilidade de fazer inferéncias
quantitativas dos resultados, pois o recrutamento de SRC1a pelo TRB1 e pelo
RXRa foi claramente dose dependente, produziram curvas de aspecto
sigmoide, indicando uma relacdo entre dose e propor¢do da resposta

(interacao entre as proteinas) e, conseqiientemente, que analises quantitativas
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elou cinéticas podem ser feitas a partir da atividade da luciferase observada.
Por exemplo, nos ensaios de curva dose resposta observamos que a afinidade
do T3 pelo TRB1 & 10 vezes maior que o 9¢c-RA pelo RXRa (EC50™=1,0x10"M
versus EC50%**=1,1x10®°M). Dados da literatura que indicam que a afinidade
do TRp pelo T3 é realmente 10 vezes maior do que a do RXRa pelo o 9-cis RA,
KdRXR9RA = 1 5 nM (Egea, Mitschler et al., 2000) versus Kd™*™ = 0,16 nM
(Togashi, Nguyen et al., 2005). Este tipo de analise pode ser feita devido ao
fato de que os ensaio utilizam a mesma presa (SRC1a-LUC) proveniente da
mesma sintese “in vitro”, ou seja, na mesma quantidade. As iscas sao
diferente, mas se encontram em excesso em relagdo as presas (quantidades
em ug versus fg). Assim, as diferencas observadas nas respostas séo
dependentes da afinidade do ligante pelo receptor. Entretanto, mesmo nos
ensaios de dose-resposta utilizando GST-RXRa como “isca” a maior
concentracdo de 9c-RA utilizada n&o foi suficiente para atingir a resposta
maxima a diferenca observada entre os EC50 pode ser maior uma vez que o
platd na curva dose-resposta para 9¢c-RA néo foi alcangado.

Ademais, uma das aplicacbes do GST “light pull-down” é o a
possibilidade de se realizar pesquisas rapidas de ligantes para receptores
nucleares. Com este intuito validamos o ensaio de GST “light pull-down” para
microplacas de 96 pogos. Assim, uma maior quantidade de ensaios podem ser
realizados simultaneamente, principalmente, os que envolvem diferentes
ligantes sintéticos ou extratos de plantas. Analogos de hormoénios sintéticos
possuem um potencial terapéutico por modularem a fungdo de muitos destes
receptores. Além disso, disfungdes associadas a receptores nucleares
contribuem para males importantes com diabetes, obesidade, doencas
cardiovasculares, e canceres (Mangelsdorf, Thummel et al., 1995). Agonistas
do receptor de proliferadores peroxisomais ativado y (PPARYy) sdo atualmente
utilizados no tratamento do diabetes tipo Il (Spiegelman, 1998; Moore, Rosen et
al., 2001; Xu, Lambert et al., 2001). Analogos de estrogénios chamados de
moduladores seletivos de receptores estrogénicos que seletivamente
bloqueiam ou ativam isoformas especificas deste receptor sdo utilizados na
terapia contra cancer de mama e osteoporose (Brzozowski, Pike et al., 1997,

Gustafsson, 1998; Borngraeber, Budny et al., 2003). Ademais, a ativacéo
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seletiva do TRP[] pode ter importantes aplicagdes clinicas no tratamento de
condigdes como hipercolesterolemia, hipertrigliciremia e obsidade com
reduzida labilidade cardiovascular (Grover, Mellstrom et al., 2003), uma vez
que o TRpP esta envolvido na diminuicdo do colesterol e aumento da taxa
metabdlica, enquanto que o TRa parace ser mais importante para o controle da
freqUéncia cardiaca. Os compostos GC-1 (Chiellini, Apriletti et al., 1998), GC-
24 (Borngraeber, Budny et al., 2003), e KB141 (Grover, Mellstrom et al., 2003)
sdo alguns dos ligantes TRP seletivos descritos. Outrossim, ligantes de
receptores nucleares com acdes terapéuticas tem sido isolados de plantas.
Isoflavonas da soja interage com receptores de estrogénios ocasionando
efeitos preventivos para o cancer de mama, cancer de ovario e doencas
cardiovasculares. O esteroide gugulsterona isolado da Commiphora mukul
(“guggul tree”) diminui o cholesterol por antagonizar o receptor de farnesoides
X (FXR) (Urizar, Liverman et al., 2002). A nova metologia GST “light pull-down”,
descrita aqui, pode ser usada para a pesquisa rapida de varias moléculas
sintéticas ou derivadas de plantas capazes de modular a agao de receptores
nucleares, tais moléculas podem apresentar utilidade terapéutica.

Ademais, o plasmideo Pet28a-LUCMCS permitira a construgdo de
outras proteinas “presas” fusionadas a luciferase o que pode facilitar a
avaliacdo de outras interagdes proteina-proteinas envolvendo receptores
nucleares ou né&o.

Assim, conclui-se que a nova metodologia de GST descrita facilita

significantemente o estudo de interagdes proteina-proteina.
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3.6 CONCLUSOES

1- Luciferase pode ser utilizada como repoérter enzimatico da interacao

proteina-proteina em um ensaio de GST “pull down”

2- O novo método GST “light pull-down” apresenta resultados semelhantes aos

do GST “pull-down” classico.

3- Inferéncias quantitativas podem ser feitas comparando-se a atividade da

enzima luciferase precipitada no ensaio de GST “light pull down”.
4- O ensaio pode ser adaptado para microplacas de 96 poc¢os.

5- O novo método é vantajoso por ser de menor custo, maior rapidez e néo

utilizacdo de material radioativo.
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o0 THEe Ty #ee, P o 000 versus o TR Ty 0, F - Q60 &8 - @],
C, ea7 W with 15 g of wi WTHAL aod 3 pg of
= LRI B[R Lac and 1Ben treated wiih boreasing amaunts af Ty = P <

083 versas vo T, Liclemes actiriiy W me parcesitage of
= Hi'rikj'-lb-l Liie i the nheafce ol T, and widhauil q'rll'll quliabafocind
=ik i

Pagulation of i S00-1 Promoter by TR 795

manay, Ampwinds uss] for gel shif assar were alss wndflrmed through
BIES-PAGE run of “S-labeled TR, where geds wore foed. dried, and
gxpusnd for suforsdiography. Bands visualized in Xoray flms sere
guantified with g Kednk imager (Esstman Eodake Rachestesr, BYI
B0 abgonudsotides (Fig. dAL Seql (- 8T to — WL GAGOGOGT.
QUG AGGROGATTGATT TOGEGGC T AGATG TOOGCGE AT, Seg lmid (in
bald; <HT ta = bl GAGCGOOTGOEAGCOATTGGATGC AT
ACGAGTERGGEGA G, Seg 21 -51 te - T, GHOGAGGOGOGGACETC.
TOGUCTATAAMG TAGTOGOGRAGACGUG; Beg 3 1~ 12 ja +3n,
ARG TR TO T T TG OG TOGTAG TC TOCTGRCAGOGTOT G
Biay 4 (430 o +600, TUTGGHRGTTTOOGTTGUAGTOCTO GrGARDC-
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GSET Poll-Down Assay. pUMX-TRATw or pOKD-palanks wee-
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using ke THT Cougpled Fetioulinryte Lysite System (Promegs) and
" H]iesthisalns. GET HRC s (381882 GET-GREP] (B8-76T1, apd
GET-EMET (U67- 1481 haxjon prrede jse wers porpaned usisg omyneg-
tismal profools (Miger, Mew Yark, WYL In brief, the plaamids were
trmnsformeed mio BLEL, ewltured ingo 2xLB medium, pelleicd and
rewnspenided n 10 TST baffer (00 mM Tris pll 7.5, 1580 mkl MalL
il D08 Torwen 20 hwith 1 mbl DTT, 08 esbl plieny| mset hodsudfonyl
fliseride, and protesse inhikdior cecictall 101000 (Sigma, St Leuis,
MK Theen, tie silintias was (Batwled with Sysatyme ased sanbeated
ithres 2 % min croles, ampliudes 705, 1 pulse's with s break of 5 min
b kween each cyele:
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axmilal LR M et A0 el peesapeended i 1 THT w1
mhl ITT, 0.5 muM pheny eedboleal fary] fuooride, proteass jolibdier
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All proedures alane wore carraed ot o $°T. For the binding saeiy,
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THT bisfler with .15 Nonkbet P40, 0% Trica X.100, 1 mM DTT,
mnil 2 pgfml bewiiee serem nlbamin, in e prosenoe of 107° M T, or
valeile, After & 24 thcalation @1 450, the boads were washnd with
ke mame fiwvbation Bailer, The beads with sssoc|aded jprobens s
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Statistical Annlysis. One-wny anabysis of varisnoe fllewed by
Heudeat-Newman:- Keuls subtiple scomparismn fesd was emphsyod Fae
mepmwnmend of signiBonnoe (Priem version 4,00 TrephPsl Software
leie . Swn Dhiegs, CAL Differenass were oonsilersl b le signilionnt s
P onim

Results and Discussion

The 8O Promoter Is Negotively Reguloted by
TREUT,, To explore the regulation of the proximnl S04
e, e el o repuarter plosaid with the proxdinnd ponioler
rogion — 1459 o +17 of the 3001 fussd e the Ducifernse
peae (SO luel, Here, we abserve thal treatisest with T, the
active thymdl harmiomns, mversed the offeet of the jarnigiing
Wlireigh o divectar indirect regeession of the SOT-1 promater
activity (Flg. 141

To determine whetler U ol o T, on the 3001 pro-
moter was nasfinled by the TH, we sxaminesl the efect of
trunsfected TRED on the 800 pronwter setivity in 17837
eolls | Fag. 1, B amil O laomnn isteacarcema MGEY onlle (dals
tust shivwn) and rmt HTC o=k (Fig 3B in te [iresEinee oF
abwones of T Wie olworved that unligapaled THRET, also TRal
fdndn ot shownd, netivaded the ST L promeder and Bhat T,
reversml Hhis offoct. THEL pctivated the S00k1 promoter o
11937 eells by 2« g Bdukl in o comcentration=dependent man-
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TE6  Santos ot al

monr, il Ty treatosend peversed this activation by B0 to 6079
1Fig. 1BK T, mpreasion wns dose-dejwndent (Fig. 1C); with
momupy inhilstory ellect ad 05 ohl tvpical Toe Uayrod
Fuei P i bt s furises

The SR promoter befnved similorly to those of ihyro.
Iru|||l|-r-|-.ul|1,: loenusne i THH ll'lllq: ol ), 1IER pal ihe
bty tyroid-sfinsilabing bormoae (TSN a. aml @ sub.
winit geties (Chottegie ol nl., 199585 Dodenmr ot ol 1587,
whicly all vontnis nTHEs

A T -Responsive SBegquenece in 50001 Promoter. To
charncteroe Lhe slement responsible for unligande=] TRA]
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Fiig: & TRaI aetration and T, Inhilstiom in diferenn & debetioms of te
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foctkea] with L8 py of sxprossing verinr sncaling BTRE e s 3 ug ol
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I:n.l.l.ldlrmt.l]‘.rl-l,mmﬂm u, P 0 v e P Aa T e,
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imetil, which was repesateed A4 ines

mrfivatisn nml Ty inhibition in the B progimal promoetor,
we exnnares] ofects of T, upon dillerent &' deletions of the
HUHE] promstar, Coistoids wibh o 5 bomdary of @305
=157 or losger were pepresssd] by T, (g 200 The slartor
earslnet p LS =71+ 17 nlso abwed @ signalieand respons
III-TI trontenent bng tes conslitaijve activety ol tha JunEmbay
w80 mich lower Ut ome coold s be fully somfident thst
the full Ty reepones was preserval. Together, these reeulis
siagpesd ol o T, respise clament 8 Beatesl o e noelise
isle — 157 0 + 17 repion

To confirm e opgosing activilies of fres mdical generstor
i 1'._ wn e =TT+ 17 SO0 fifefinler, we irmtenl il
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TH.’.”. As |l!|.|..l|.‘|-|.-||. PREA activaisd s jrraiiEer und T,
antapnmnad this cffect (Fig. 2H

Thie DRI il TH Wais Flegidsemd fo Regulans (hie 5007
Promoter. Te undersiand whether the regulatory effec of
the TR ei the activity of the S00- ] promolar requined TREL
TR Akt ong B o, we etnaniied] Lve sctive ¥ of o cliimere
TH licling the TENA bindiag dopsain L RN It fased b6 e
b torelogous ALY DBD (GAL- THEL (Fig. AL This dhi
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ot WTREL =, P < 0 00 ) vepuis o T T, e, <0 0,007 versos Tins
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i evmjrared wath wUTH aml lid pot feprss SO0 jie
imideer i the pressmee of Ty, GAL-d TRAN did sctivate GAL
Imeafernss reporter gene iy pressoe of T, ddata not showni,
imifiemting that this pretein wis (oot inally active. In sddi
Elogr, we prepared and analysed the activity of o THED moe-
tamt, GRIZG ws deserded pressouaky o TIRE2 (Shiboanves ot
al, 200M. This mutont did B regulole the = 157 S000-1
permmeter (Fig. 37 bud shovwed tie sane bioding alfiniy o T,
i wt THRELT,, oonlirming Ut @ wis linctsnsl Gilsts sl
shimm !

Hackear receplors rogulate transor plam by bendig o spe
ealie INNA sequenees i thrget goows ul can also moslulste
e o prvssiog by mecluusiaims independent of IRA Ldml-
img. Annlynin of e “koock-in" mouss that hnrbors & THA
imirLail deffectave i DNA bisnding deserilas] by Shibusnwa ot
b (0 pevealed that thyrond hormone Eailed fo sugppress

Pegnilation of She BOD0-1 Pramotes by TR TBT

TAH gvvwe brnmscraptanis i Ui mice, sujjoeting U coscli-
inm thint negative megulagiog of the TSH pene sooguired DA
bipsiling by TIE Ohir data indieats that two TH sistasis that
capnod Limdd 1o cenonienl THEs, GAL- TREL mwl GS125
THAL, botly falled to repress BOIR] promoter activity, The
GS125 THEE mutant, which hinds o & TREjglusocortieaid
reapames element promotor il showel e allinity for posi-
tive nmil negstive THES, abolinhes tramssctivation oo IE:-
elissle pTHEs (D08, LAP, snil PAL) aml all megatively reg-
wlatid preemsters in the hyyaidlabsnsie-pitaitary-tyreid axis
(THRH, TSHA, ! TSHm  Shibasawn ob ol 30606360 Ths, war
resulis sugpest Uust TR IRYA indiag sctivity is reguired for
regielntban of tho SOTR] irmoter

THA Hound to S00:1 Promoter. T test tlse hypotleaia
Ehsik TH beisils Lo e SOT-E piromoler, we jefirmal gel-=hilt
nmpny e with rodindnbeled TRED anad different seguences from
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fag & (=23 1o ¢ @1 OTCTOGRETTTCCOT I SLANTCOTCOAAALCADOAES NEGOCOTD
g B ol to +80d); GGCOTGRCCTAGCGAGTTAT
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e S0E[R-1 prmennter anl Ui ik edon af SO e (Fig
ANL As expetel, the THOE boooel s o homodimer 1 b
Frabwsmial pritive TREs (F2 amil DR |8 the ilmines of
lagnend, mnd T, shifted the balainee iwand momomer Tonding
'F“; A, lafes 2480 Thive reppans of Elge SO0R] s e e
supparted weak TREI snding. The sepuemncs | of SO0k]
prnnscder | =87 to =400 Birnls meanomecic TIE amd this hinding
wis alaghdly imcrenssd i the presepce of T, (Fig. dA. lngies 7
nmil Bl Seaguencen from the frst exon of SO0-] transeript
(o N e 08 mmw] 44 o & L0 D gt wenk hemesdimer and
iminesier bmlig (g, dd lanes 13-165 T, Dversd TH
monomier formntion (Fig 4A Ianes 14 ad 100 Intevestingly
we udiosd thst TR boups] pather woakly o the S0H-1
prommaler compaded with DI or F2 elemanis.

Tl Epspiieee =57 In — ot} ol B g [iiEmnker ps close i 1lim
TATA b regaon anl contisins the sequenee TTTGOG, which
1 nless presanl in oiher pegabively regueloierd] geres chnrme
teripesd presioasly (Kaim et ol 20050, Mutotion of tlis s
e TATGUAT aboliabiml TR in |!|I.'Ih||,_!l|"l|: an,
|niess e Blupwireer, thie G 125 THEL nmitsnt, whiich cannot
rllll|tqri' Bl vy, waa e umakile b bdeul fe il [51-8
lemarmt o SO soguenoes | Fag. 4, B, Danes 2 and &, mnd ©)
Bl lines of svidspes LIS that TR ﬂﬂllhl‘hl SO0k
potiviky by lnnding o ihe sequenoe | negative TRE.

Tleesss foaulls idw i sdvidladies wille ot stindjes, wlided
showed the pressnde of nTHES in the promsters very clos &a
thee TATN Do d Balanadin o . 1508 Powwg-] umta ot al,, 2000
It s petewortly Uil TH slso bimls weakly o two differen)
e [ T ] ithe first exan of SO0-1 gene, e, IIl||lurlI||||-||
TH bssupl s bhomolomers ol bgnode] TH s mosmser
ailhis, Helapelba «i al el idial T.I_ e[ r_l-nm_lrlrul
[recursGr [iretein promoter sotivity by & mechomism thai
resguares linaking of TR tie a speailic sepiones leatod in the
frmt wdoom | Belandin o8 ol 1558

Thes TR-IMNA imtetniction olwedvis] [ aier .Illlll!f i weik
rmmnpared with niher pusitive TREs, F2 ol THR4. Mevertle
leag, nTHEs ure geremlly composed of wesl TH nding
gitea. Him ot gl {2005 demanatrated thiod nuelear receplor
ropepres it netivodes CTHH pronsder by oo wonk unlignmded
TH-DNA intersrtion, 100.00k] s thon IME4. This weak TH-
DA bsnding wns weseptind for CIRA regelbation by T, Oup
resilts ape in agreement with this finding. in that they
slvwel o weak TH-SOD:] premoter mdemmction

Alhough owr dnts indioode that TH moommer amiks wore
njsrtant e e reprvsajan peshamism of SOTL] jeumsler
by Ty wer cnmmol exclode ilue jdea that squeldhing of mesgu-
|aters muight have eyl o part B s regrulition. (her re-
#ubts poyanl that GAL-4 TR did setivate the SO0 promsier
in thi absenee of hormose o o signdieomi degree. Bocanse
Ui Figiml Isineling dlomnan of Gal-d TH can bimd Lo cooguln

Fig. & TRH mutalbns |n n-.lpr:lh.r 2l mnl|rrl'|n|' faading wexfares

A, pull-down [FEN! labwlad rocapiary ta
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of 107" M T, 1937 colls welw coirasderied winh 3 pg of plal5 - 157
SOk Lise smal 18 pg of wi WTREL o FASIX (B, =, P (001 veriis ns
THis Ty ==, P = 0000 vorwws THina Ty ens, P 0l GRERIC) =
0 0l verais THies Ty o BIROK D4 & F < 80000 v e TR, & 0 «
0000 wefses TRy T, ses, 3 = 007, B ahd T, leifrms aelivily was
el A8 r-m‘-lﬂut of =167 800k Lax in I!ﬁ-l abwsnice al T, uml
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tism, bl b possiile Ahal the squelchang mechanism mald men-
e G petivation by anliganded THs. Furtlsermore. i
ret pnilation throigh olier trierplien (artion sy
oonpernte with lipsndod TR to negntively regulate the S00-1
pratiuiler, bvndiae Uie =167 G+ 17 feygion o this preisster
ahimes bimiling sites e the trimscription lsctors: simian virs
&0 promder livetar 1, setivoder prodein- 1L early growil re
s jrviein, ncler eitorel), mul aryl Balocrtm e
wwpalusr, (7 hivser, ot huss bwmem well patalsdialued tlsat A1 can e
sulgerl to “tmns-repression” by poelesr reoeptors. Thevelore,
we lested whether 8 mntation o ihe AP este mighit reduo
the netivity of TH on this peomoter (data pot shemend. Cur
resulis elearly showed that this was mol the e

Activatbon of the S0001 Promoter by Unligonded TH
Hegjisives the Carejpressor Binding Surfaoe. Ta exjplom
the role of TR ooregulsior hinding surfsees in 50001 pro=
tiwster rogilitivn, we mode wie of gottens thisl heve eon
chinrncterized proviously, We first confirmed thal & natieral
ntatinn of the THIFIGR TG b whibch lelix 12 4 alsen, from
padlinmds with resisbance to thyroid hormasne { RTHL, ineressss
TH tansling 1o comprnssny miclear reeeplor covpressar (-
runuilis ot al, DOEE i GIT poll-dwn nesave, In tis stuwly,
I'--I-ru'l-dtlul'l' hﬂqﬂnﬂnﬂllun{muﬂwmm
[essmr SMIET Iﬁl Sa&, wiTH lnme 5 aanl incvesses bimling
1 il coactninines CRIF pnd SRE Fuyg, GA, 90T b 7 wind
e Furthermore, F451X ahows an enlines] osnstitutmve
Iiubing 1o SMET (Fig. SA, FASIX Inies 4 aml 56 ansd ide
orwamnd Eaneling Lo oth cosctivntors (Fig. SA FAS1X lnnes
-8 [ trnmsfectiog asiye, FARIX Bersusisl Lie axpreasion
Firarmn Rl SO ] promoter by £ 2-Eld and T conbd ot reverss
this aetivation (Fig. Gin

We also snmlyzsl the sctbons of ssther BTH motast
(CR45E, which bimls corepresssr (Liu et al., 19967 bat omne
nest bl liggmnal §Yen ol al, 1995 Takeshits et al, 19800, ui
S0 prosoter actbvity. Like FAGIE G345H actlvated the
=16T S00:1 promster bat failad to repross the SO00:0 s
iwster in prosemos of T, (Fig. 5L Together, thess resislts
imaldeate thiat bwo TIREL motants thot bid oo pressors Lt
il eoswtiiilings cimn eibiinee SOTLD prosder aetivity,

Previsun stimlies imlsrate ihal rorepuessnrs msy be -
wvulved i artavalan of geoss negatively regnibnted ey tamid
Twrrnzene, such as TSHA, TSHa, and TRH (Togami et al,
10t Herglingen ot ol 20020 Our resilis am in agresmont
with thess fimbings. The nntiral mutani PARIX. where the
hedin 12 of wiTH wos deleted and thie corepitvsser-biling
sarlnes was sxpesel, enhanoes comvpressor end inhibits o
activntor binvbimg aml atamilbaies the S0D0-1 prmaded mare
atronigly thas wtTHREL amd T, did mol ssverse tee ool
Bkewiss, apstbier ETH mutainn iliat bdids coreprossar Lai
nat, | or posctivater nctivaled the SO0 promoter bt
ter than wd THEN and, s expoctel, fnalod fo repress branecrip-
tiom in respemese i Ty

Ta investignte Lhe mle ol tho corspressor hinding surfiss in
SO0 promoter reglalation, we used o previously dismcters
{gesil TH muiitamt st mbhilslt core pressor bl big (M areiiithi
wt Al 2002 Ome o e resldises tlust forms the mav pressire
lumilimg surfoce, 280, hes mostly umlemeath belix 17 wd
in mlvent innecsmilile in the lgandod THR-lganl apding ie
msain structure, The patant 280K 6. B. Barm, L. F. K-
beimn=Yelmsen, B Pesannha, L O Rilwirn, Lo A Simeoni, 1. O
o, Bibeire, F. A B Merves, menmiseript dn jeejoisibesn
shiowwl o deorease] SMET hinding and alse owenk binding

Magulation af the SO0-1 Promats by TH T80

to GRIE and BRE i prossioe of T, The unligand=l TR
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It b presently beliroml that noclear lormne peopdons
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plosion L Lirgrl pirmoters aisd et Biese olfects i aised-
ated with an equally dymamic binding af the nuclens receptor
ekl o ihe prvmister (Perissl and Rosenfekl, 30050, In thie
oondext, firther studies will be mportant to elucidnte e
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intn the negntiee reglation by nadenr hormone remptors

Aa knnwlsalpre=nrs

Ve are graiefisl o Jahn Sohwabe o helpiul sk and

reviewing the mapmscrigh We thapk Johin [k Baster for proviling
ibes wll TRIT snd putanis sed Christian Jeulis for cbomes of

B0 1L i,

Helewe s

Badber 211 nall Wkt ' | 80 hdied b florn Mol wrindle il g imp Weidiory Lo
L e ]

Pedginllin B Lataea W, VOla & ool Diminriaadl A 179088 eryerrEs g T
Y Rl b7 iy o S 8 AT [ g

n:l:-p 'i'l.urﬂ. Mamisme & sl fansem .H..-uhmﬁh—u- ragralainmm o
e o tha WATS b e Ao e s i

ol 1K | St il ol B kT
Py [ IETM-TTE

h-;.m.:n.p—ﬂ.n-.-r i ia-—- 1Y, Mhsaiia-
whiaryn Ho s Bdropad®may & | Annlsia i_ldll*-.

na. Ly b Tt ey cIBA ke .Ih-.m.-
[T

Tk (Bl T, il Wilad IV I-H iTH ai] el
— -dnTl‘llhirﬂIH_ I Y o byl

154



Lid Warg o, Mowns B LiwJW s F. s Wong J « B85 Beih isrepesssr proleine
BMAT ami ¥4 ol yuisl in large promin enplvees iy Fl©) Elii
AL el B U - o [ 43580

Ria ¥, Tabsuluna A Mian) 8, Chis WW, sad Veu '8 M0 Lol of maidivtet

i b P il 8 ] fodmgti li e e B A0 AL
Mins [, e F.ﬁ—ﬂ.mhh-rhl.mﬂ.-d daslin ™

i Eem Xy nml Pomdirnsd o mies Breal Preg
n-m:-—:q—— T TY
Iﬂﬁ--?.h?.ﬂ'.“'—-.l?-hfﬂ.h-ﬂt. oW, Fletierich 1,
] Pttt 70 12900 Dot ol o wiiifinm L thae Formwrjliad
Rk G b i hum withi

hom P TR TR

PiaLempoiis 181, Mokt LA Schds G4, bromi B4 Prey HE Hallewsi] B Lepst
il mawh Klmiartig KM <3000 Caa v e i ae s vl wilh
amyelrgda Likirel v dersis sluss Barmatsai of sggreger=+ & v P
Nl el Sk £G4 10O -

Tapanw T, Fark V. med Jumsss L 1009 eaimpuans S ssilisie wgalise
srplntion o the doyreck-stenisiing bermess siphs pme by the Syretl barress
iworpiat. of Biof Chim ETHEELA-ERED.

A, View FAL Sllesii B, Cordess CON, Bis T, sl Chibi WY i 19Ty Mlileruban

i lewi prerpleis Aneil Bre Papvesd &7 -5k
Peled Foominr bl Latoy J, 400 1L Saviet Lo aiwd Civvemed 7 - Foeh Thirsee alomsynsd
iwst il vt fyisim] oot ol U B Vi il R kst (ke 18 L0y
M I SRR i ih tar Iemn -
e A Far Ml dlisd dbrgrn o 1-EWa2— 4031
Porsne-fasie di dGamie-Ailey B ol Aresds A (500 An skl i il megies
prmsisk b ol trmmsriplien oeslisler represn =
sneT grRe L e TS T T e T

¥ s s Laamra, Uaita @00, Lan-
trmhmmuhi-r-i- b Frame Komal

155



Anexo Il

Artigo relacionado ao estudo 2

Luteinizing Hormone Beta Mutation and
Hypogonadism in Men and Women

Adriana Lofrano-Porto, M.D., Gustavo Barcelos Barra, Pharm.D., Leonardo
Abdala Giacomini, Paula Pires Nascimento, Ana Claudia Latronico, M.D., Luiz
Augusto Casulari, M.D., e Francisco de Assis da Rocha Neves, M.D.
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BRIEF REMWLT

Luteinizing Hormone Beta Mutation
and Hypogonadism in Men and Women

&driama Lofrano-Porn, M.D_ Gustavs Barcelos Barra, Pharmo D,
Leonando Abdala Giacomim, Paula Pires Mascimanto,
A Clowdia Latronbeo, MU0, Lu Augusto Casudare, M O,
and Franciics de Assis da Rocha Meves, M0

SUMMARY

Selective luteinkelng hormone defickacy due to putaions bn the lueinizing lwormone
beta-subunie gene (LHB) i a rare canse of by pogonadiam. We deseribe the dinieal
features of a comeanpguineoys family inwhich theee sebings, two men asd one wom-
an, had hypogonsdism retaeed o batared hneinizing hormone deficiency. These
subiects have a newly discovered homozygous mutation of a 5 splice site in LHB;
IVE2:1G—C. This mutation dixrupes the splicing of messenger RNA (mRNA), gen-
erating a gross abpormatiny in the processing of the lutvinizing hormone beta-sub-
unht mENA, which abrogaies the secretiom of lutelnizing hormone, We abeo deter-
eimed that the Female phenotype of this LHB purstion §s chamacterized by nopma?
piberea] development, secondary amenorreca, and el

U IR IZEEME HORMUGME PLAYS AN ESSENTIAL ROLI 13 MOEMAL FUBERTAL
development and reproductve fanction in lamans. B consists of two
nemsermalenthy lnked sulnnits: a hormone-specific beta subunkt and an al-
pha sabunin comnson 1w all members of the plycoproein hormone family, Seleorive
luteinizing hormone deficseney B predicted o compromise reproductive capacity
ruarkedhy in both sewea 4
Inoctivating mutations of the human Jureinizing hormone beta-subunit gene (LHE)
were peeviously desaribed in theee men with bypogonadism whoe Sl norma! genl-
i at birth ban had o pubertal developrent and hadd Infertilicy due to selective
lutetnizing hormone defrdency.™* To our knowledpe, no female phenotype of such
macthvating mutations |n the LHB gene has been described. We describe the dinical
and hosmiial charaeteristics of tiree siblings, vwvo men and a woman, al! of whemn
had hypoeonalism associamed with o newly discovered muoatlon of the LHEB gene.

CASE RETORTS

Thie protand (Sabjece 11-5) (Fig. 1), o 38-pear-old Brazillin man bor o consanguaine
vos parents, was referred to the Endocrinalogy Unit of the University Hospital of
Erasdlia fior hypogonasdism. He presented with a cunachobd haldews, o kvenile voboe,
and hilotera! pynecomastia, with scant axillary habr and no facial hair (Tanner stape,
peniralia 1 and pabée halr 45, He was 181 om tall, weighed £7 kg, and had am arm
spaan of 195 o He had o micropenis (4.5 cmin length: moean [250] pormal lenah,
13,323,280 andd underdeveloped, though descended, testes,
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mang the EBemdy members aho wsleiwent praetic teuting (indcased by asterivin), opes ymbobs sepeesent pen
snmy wha dal nol have the PSI-1G=C LI mustation, kel apen symboly hetsmrpgers camers af the metstion,
wnil sl spmbieds sffected silibngs wha wers lenoaygoe cirien of the midatan Squires desols mea. cecles
e, Arianghes. sprtaneously sbaried Sfures, oned syeioh wiih o slash decs sl by memter. Dol ko

zontsl lines indate ressengueinity. The hetermrppen poents see seconid oomin

The reaules of vhe inithad laborarory 1ess are
spmumarized iy Table 1. The hitemizing hormone
fevel was niot detectable; both the baseline follide
sttmuiating hormone bevel amd the peak levels
afier adminiseratbon of puasdosropin-relessing
bovmone were high fsee the Methods section),
The seram eestosierone bovel was o, the Free
alphersubunie level was devaied, and the inhibin B
feve] was normal, The estrdiol Jevel was also poe
rkil, The probund had asocspermia, Ulraeon op-
raphy shioved herenepeneons, by pocchogenic te-
ees with diffuse microfirhisst amd confimed the
dliinheal Fimding of redsond pesticular volume [Hphe
pestis, Su0 cara’y bedt bosths, 40 am; normal volame,
150 b 25,0 cm"). Resuls of magnetic resonance
imaging (MR} af the brain and phaitary gliad
were ol The kanvotype wis 46,57,

A diagnesds of hyposonadbam due o scheenive
labeinizing hormione deficiency was made. Treai-
rivennt with nbramuscalar testoateromne (250 g
every 3 wecks) (Duinsteston, Akso Organon) was
mitiated. Over a [2-montty perind, the edosterone
invlweed virilization, pentle growih to 4 em in
betigela, anied an bhercase fn eesticdlar volumie o
T oem® (eight testis) and 06 em® Cefr tesrbsl
a bal increase of 427

The proband's W-year-old brther Subkect
L0 fsld Bowmi treinesd wiidi Iniramnisculsr earos-
mhh_rp:glnl:lh'n fromn the e of 25 vedrs.
He reported comabderable penile and testicular
grovveh atber breatment, Bk be continued e lave

agocspermia, Do admission o the endoorine uni,
he had normnal male gendialia with o gmecomas-
tia; the Tanmer stage was genialia 5 and pubic
halr 5 whh 3 penile lengsh of 9 cm, Wirasomog-
raphwe eevesled resticular volurmes of 107 an (rghe
testisd and 8.2 o (et eeseisl. The hormonal pros
fiile was similar vo thar of s Brother (Tab%e 10
A resticular-biopsy specimen showed [Interstitial
fibeous thickening, y'poplastic seminiferous we-
bales witls @ predemimanse of Seroli cells, sper-
o arrest, arl an sbsemce of Levldlg odls,
The proband’s Meearold sherer Sabjeo [113)
proseribed with eccomdary anwnorres amd infer-
tiliey. she had had spontinemis, normal puber-
tal development and eenarche a0 the ape of 13
years, hallowed by aligomenorrhea. Her weght weis
56 kg, and ber herghit 106 om. She sl nermal
lsreast anid pubie-halr dewelopmens [Tanner stage,
mammary glands 5 and prbic hair 51 Ultrass-
trgrply of the pebis rovcalad a normial wheras
tralumie, 50 em® nosmal range, W g 90), with
atrophic endometrium (3 mom in thicknessk. The
ovarics were normiad mosize (Aght evary, 10 om®
ledt owary, 7 om® and contabned maltiple antral
fslliches fup eo 13 mm in diameter) not reserohed
to the periphery (Fg. 2A), Serial al
af the peivls over a 2aveck perfod showed no
changes i endometrial thickiness o pvarian ap-
prarance. Repeated measorement of serum es-
tradie! and propesterone showed lovels whthin
the lowe-a-normal range fior el follioalar phase.
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Intibin 6 and free alpha-subuniz kvels were o)
erated.

The sister also had undeveciable Juteinizing
lrmone levels, av messared by bwo dssays (see
the Methods sevtlon), wheneas the follele-stinm-
lating hormone levels were pormal (Table 11
Serum pestosterone, andrestenedione, delipdeo-
eplundrosterone sulfide, prolictin, amd human
charknks ponmbreropin bevels were all normal, d4s
were (e resilis of thymid-function teats. Aler
administration of gonadotropi-relessing hoe-
e, lateinkelng hosmons loveks romadned wicle-
tevtabde, hut the fialliche-stinmlating hormone level
pose froam 4.8 U per lieer to 6.8, &0, and £.2 U
per fiter afier V5, 30, and &0 manutes, respectively
inofmial haseline ramge, 2.4 to 0.3 normal peak
range aftey adminkstration of gonsdotropn-releis-
irp hormone, 4.6 0 117 The pimitary and brain
appearad normial on MRL Therefore, we Inltiated
estpogen-only replacement therapy 0.625 mp of
estrogen per day; Fremarin, Wyerh) for the first
3 momths, fodlowed by combined estrogen=pros-
pestagen (Trisequens, Medloyl During this period,
follvweup ulrrmsonography showed progressive
endomcirial thickming and follicle entargement
(Fig. 20 aml 201

by addivion o these 3 subkecis, we studied 9
asymypromiatic Bmily members and 100 wprelaved,
ethnbcally marched comtrals (wo alleles From
each), Wretten informed consent was sheained
from all parsicipants, The study was approved by
the Rescarch Ethbes Committes of the Faculry of
Medbeine, Uarersicy of limsilla, Brazil.

7ir

Sibuinit Inhilis B

Frew Al

phft gt gt
imien

Tesmptarans Andoadenedisng  DRELS
pafm b e
210 !
all 1.3

Estraficd  Progesierons

mr

METHODS

HONKMONAL A35ATS

An immmnofiorometric assay (AurcDELFIA, Wal-
T O wa asdd 1o mreassiee abelnieing hirmone,
tollscfe-atirmilating hormone, estradiol, restoster-
one, progesterons, and free alpha-subuni bevels,
Serum utcinizing hormsone, estradiol, and proges-
berone levels were confirmed by a chemilomines-
cem immanomenric asssy (nvmulite 2002, Eurof
D, which was also wsed 1o measne androstene-
dione and defiydroepiandrosterone wlfare lerels,
anowell as the testosterone Tevels in female Sab-
ject 1113, Inhibin B was detected with the use of
an enzymedinked [mmanoossay (Active Inhibin B
ELISA, Diapnostics Systems Laboratorfesh The in-
traiasaay and iterassay varlations were less than
Fie and less than 109%, respectively, for all hor-
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Fhir HEW ENGLAND MIUAEAL if MEEFICIN E

B Bafuie lheatinieen

Owwary of Subjert 111

Exlore treatrment |Panel &), the ovary ses o mrrl
v (10 0m?), willk rlSghe inte s keilicles g LN
e b diareter] dagrrind teni b igparenlly Aol
wireena Mo domminant falbcles way seem Adbver § montn
uf lreglrment with eibiogen ordy | Parsl B, just |eicne
progestages was slasbed, 3 dammamant follicle |18
i diamssted) wat seen sloag with othet pareely des
pribpied, amadl follicles, eech spprommabaly b mm
thirneter. Adtei LD dips of cormbersd suliogeti=pioges-
tages Rrabenent |Paned C), § functssail folcsler oyt
4% mm in diamreler wmei obeerveed

ulation test was performed (o all three affecied
athlirzs. Semitn lutetinleing hormone danl follicbe-
stbm lat g hormone levels wene nscasuind 0, 15,
3tk and 90 mimetes after intrvesous admine
jatration of 100 ug of penadatropin-releasing hor-
imone. Each resaly weis comguanesd with eseablished
ol vilises®

Bua MEQUInCiMG ani abayriiE
Cemiiric DRA samples (fom subkeces sl contrsls
wiere extracted from whole-blood specineens by rhe

Chele-100 method.” The meppion spanning exm 2,
intron 2, and exon 3 of the LHE pene was ampli-
fied with the wse of 4 polymermse-chaln-nescthon
(PCR) assay, with primers desipnared as LHIIF
andl LHIIR, wisler proviously deseribed cond thons.®
PCR produces were sequenced i both the snse
aml antisense orfentations, with the ise of dn mi-
tomated seguenoer LALSTT, Perkin-Elner). The
primer LH23R has specific 3 end mismaiches in
odler i discriminate bevween LHB and the highly
homelogous uman chorioni gonadoetropin bera-
subunit pene (ACGE) and pseudogenes. To jmesi-
pate whether ihe identified nnistion represenicd
a |1:|!5-:rur|'|'|‘.'|.i1n|., the same LHB-yene fragment
troim 100 etluslcally punched controls was ampli-
toed and digested with the Neol resericthon crizyme
{Fermentisl This precedare, Bvdving PCH and re-
srriction-fragment=length polymorplism assays,
i also used to akalyee penoinke DA o Fame
iy eemleers of the three aifected subjocs.

AMPLIFICATION AWD ANSLYEIE OF LELRDEYTE

LeA mENE

Since LHE mBMA, but not BIGE mEMA, was pre-
vinusly shown to be deectable by @ reverse-tran-
scviptase=[CR (RT-MCR) assay of onstimmaied -
it bood Deulascyies® we extracted total RRA
from a Sml effy-coat sample from cach stisdy
participant, weing Teteod (Invitregen Lile Technao-
ogiexl To prevent comitainination of genommic DR,
each 1._u|.1|1!e wak rreated wirh BN ase-free LNase |
(Fermentas) Symthess of complementary DA wis
perfiermed with the use of the LIEX3R primer sl
Malomey muarme beobemia vires roverse transcrmp-
tase [Promegal. The complementary DRA (S-p!
waimples ) was ssbsoguently amplified 5 alvanee
of the PCE assay (35 oyebes af 1 miouie ar 94°0,
§ imidimite o8 PG, aid 1 minuee e 72T whth prim-
o LIPS -G EACCAAMGGATOUAGATOCTRCAD-1

ansl LHI3R) and GaTag DRA Pedpmerase (Prosisegal

HalEnedsed PCR was then performed with the pee-
;|r.|1|1JiFr:J.!i.|:||: [u'mhm (ALY umr]un]_ e intermal
primer IS -GOOGGGGUATGGGCATOCAGSS | and
the LR, primer, unider the preamp!ification oon-
ditiona. The seguences and the specifcity af the
nssay were verifhed ey direct sequiencing.

RESULTS

Autornated DA sequending of cuon 2, intron 2,
and exon § of the LHD gene in the male proband,
hils affeciend Brovher, and his siater revealed 4 ho-
moypous G-=C substiturion s vhe +1 posicion of

W LHGL | WED FLFG  wehsh R L SUGLRT B B0
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Imerom 2 (VA2 M=) & 5 aplbee-domor site (Fig.
51 The effoce of this subsbmtion oy splicing off
thee mRMA trnseript ks shusam In Figuie 4,

The asyrplemats parenss (Subgeces 10 and -2
of the affected subjeors, rwo siaers (Subjeos (=2
and 1171, one brother (Subleet 1140 and one
ivepliew (Subiect [-3) were beterazypous for this
mtation. Al hiterozypones were ferti’e and had
tvornii] sl andl sieestemid levels
i their apes, eveept the mother fubpect -20
i Biyear-oll woman, who hod anespecedly low
sevum huteinizing hormone kevels for ber meno-
pausal state (Table 51 in the Supplemombary Ap-
peidin, aviilable with the full wex of ihis amicke
atwovewineimLergl The IVE2e10-C nurtaion was
ot ldemtified in any of the 2040 allches from the
coif il

We deterted R1-PCE produces of the expecied
size in both the controt and the nommal heterosy
pobes (Fiz. 50 0o the atfeoted lomozy gote, a PCR.
product approkimaiely 250 bp Larper was conaiss
tently obtzined. Direct sequencing of these am.
plicons revealed tha the observed difference in
e was due 1o the presenee of the entire ncron 1,
coataining 236 pucleotides. The Larger CH prosd-
et was ot detected in the herenmypotes (Fig 51

Besu'es of the miLMA analysis of the affeoed
siblings cleary sugpess thas the 1VE24 0=+ mu
tationy disrapted she splicing of intron 2 of the
LHN mENA, resilting in the lnserthn of T4 na-
clectides in the murane iranscripe (Fg. 51 B rhe

Supplementary Appendiz).

DISCUSSTON

W ropeent 3 hommoeygous padathon of the LR gene
associanod with selective hireinizing hormone de-
fichemey i thiree siblings, two men and one woin-
aii, whi wene micibers of 4 consaigilneods Bra-
il family. The I¥Vs2 100 mustaton |s fecaed
In & noncoding Ineronle sequence affecting & con-
weried 5 ailioe-donior alte

Subjeet 11-13, the womtan with o lurinming
hormone dethclency, underwent nennal puberral
frtatn et amd thelanche, ds have severa® wonk-
o Wikl a by gous iactseating it & the
‘ureinlzling ormone-reocpior pone. ™™ However,
In contrast tib those wornen, Sublece [H13 bad 4
uterus of permial size, allowing sporadic memses
i occinf dortng the first 14 yedn dfer mei-
arche. Although the ammni of estrulio! producel
thirmighout her life cmald not be quantified with
cortativty, it was sulficient fior the deeclopiment of

WG| WD PLNE W R SRS EUGLNT JOL 0T

[rere=n Wikl Type:

CCACCATGLgrgaguige

M

tEh.-l'.EA'I'ﬁ TdEccare

ol

Figees B, Thop VB 3G~ Mustation of the Luteiniring Mormses Bete-Subunt
Ceanw (LH).

Bulomated seguering of geoomea: LHE (A {lop] end S meeeges
BHA (mAPK) mwsi rpt of LH8 (histioen] froes i haovazpgats sith the mie
atmn [Ssbirct L1} and & sermal hamol pgote aheerd Bhat e VS 1G=C
matarmis dispen the sgong of s&NA. Capitsl eibery sdcate amnic s
nurences, byweecas |atiery bviroeec nerpuences, s gray type snd armen
Ber utation.

ECACCATE-Fgageign

i s T o

ATC e

¥
e [T

amq.muuunm-cmmmq.rm_n
BNA (mEHA}

Fapel &y, B [HF gene, sng Panel B whpwy normal peed mutant fomy
of splicod LWR mRMA_ The ji Iyhrafigmtinn sives [prerees 15, LHOE,
IF, aral LHTIRE, the ditw sl ghi FEEHIC—=C mutaon, amnd ssami L7, end §
i shirve [Pl L] The nurbes il susSeisdes ni gheen b esth meon amd
Rertwrrn each palr o essen [Panel &) and seme et i end oodees ire
whuiins {Parwds & anel B) The roiflasdt tianscrpt oo e 76 ruces-
ke, oo iestwiset ). whibch pesuls n g frame shifl i enon 3 (black besi), i
rempared vt the conerly spleed nomal mAMA Coay ey ndaatr the
wignad pegtidecoding wrquenoe

wiirriial trmists and trophic dberme lapers. In the
shsrnec ol luectntzhiag hormone sctivity, the amoant
of amdropenic sibsirates fov armatizaiion © es
tradiol in granalosa oclls woulld probably be lim-
Ieed M wtaich iniay luve accounbed o the hwieto-
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Figurs §. Baiudts of Hall Neuted Bewera-Tr i

g prupesBvely,

Palyr Chain-Reaction [AT-PCR) Aveay.

Thae 1F wnidl LHZER pramess weere tasil. POR pradducts of e specied 2w wetn fnund Tor the oonirol and hewemry.
gobes wheess & PR peoduct sppmosamaiely I50 by leger wos lound Tor aFlected Subject 015 and Subject 113
[Thee ¥oaplicrsite sequence of intma 2 of these Liuger producty i shosm in Figsee 1) The G laes shoss e paod-
it frum M sitv-standisd samphe; the second lane shirm the pasdut Irem ity jregative cormrad). Mimin and
Pl v it e peiduc frewn R Larmpded gergaind witheonst snd woth e irepiae i TERE T TR e ]

noemal serum estpopen levels and endomerrial
stmophy I our subpect, Accondingly, o mice lick-
ings the hiteintzing hormone beta-igbunit CXpICs-
shonn of the majoriny of steraldogenhe onzvines 18
stenificantly reducad, althouph differenttation of
the ovarman thecal Javer B not impaiped.

The amenorthes and repeatcdly low progester-
ane levels (o Subsect 1113 corroborate the essen-
iia] poles of haeinizing hormone in ovalatory funes
o, The finding of muHoystic ovarics |s comsisent
with foflicular groweh mduced by folliclessimu-
lating hormone, as refleoed by the elevasd in-
hihin B Bevels, which may PEpresens an increased
mzmber of healthy, carly anim] folliches, 1 Taken
topether, these findings suppess thar granulosa
cells fail to maintain sufficient estradiol produc-
300, prohably i relation o decreased lureinizing
horamire-dependent soorethnn of androgenke pire-
oursors by thecal cells, wheneas infibin i produc=
thont s spaned. The high inhibin B levels, in tom,
prerclde nigrative hoodbuck for the seaethon af fl-
lele-stimmbating hormone, scconnting for the nor-
il folliele-stimmlating hormone levels b this
sibwoct. '

Aoy sipplementation with estmogen, the dievel-
opmeeiet of 4 dombmant fellkde (16 mon b ddam-
eter) was evident on ultrasonography, although
ovitlathon rentalmed Imipalred and no corpus hute-
m was abserond. Ghen this woman's noroial
fLﬂ!ilﬂMﬁrlul!J.lilrlj.,’ hormone Jevel, these Hndings
may hdicare that estrogen o strogpndleed Gic-
tors were the prmary determmants of the fuel=
licwlar proath untl the early premulatory stige,

wihereas lurenizing hommwne activity was oot nec-
cusary unti! thae stape. We conclude that the LHY
IVE21G—C maration resalted in impairmens of
cvulation and eorpus lubmim Rinctosn. As cipec-
e, this LHBE mutation did ned affect pubertal
femiimnizateon, therety pcrmiﬂ'in;; normal breast
and wrerine development.

The two affected men presented with bypogoes
nadisen and selective luteinizing hormons defi-
chency, i dssoctation with the sbaence of matime
Levdiy cells and spermatogenic srrest, corrobo-
rating peev bous descriptions of ypogonadism, ™
This phenotype Is similar that of male LNE-
enochoour mice.* Surprisingly, both affecied men
tad an ncrease in testicalar volume after resaos-
terane-replacement therapy. The key determinant
of adal estioular size bs the mumber of matuse
Sereolh cella, though immatiee oclls may peralst
in patienrs with patholegic condivions, such as
solared ypoponsdorroepic hypogonadism. * Sinee
bt fiallbebe-stbmailattng hosmone and estoster-
ane increxse the rate of proliferation amd matu-
ration of these gells * e sdmbiistrathon of ca-
openous Eestosierone may have contrilaied w the
protiforaion of Sertoli cel's and o testicular
prowvth i these men by acting symerplseieally with
clevated follicde-sdmuliting hormone levels @ lae
compenatory mechanisimk

The inhibin B levels in the two atfeoted men
wWere [ riztedy normal, ghen the elevared
follicle-stimulating hormone levels, In tarmal
acdulis, inhibin B levels are posstively cocrelated
with the function of Sertoli cells and spermato-

W PRLL WD AT G e Lk GEE  BECINT GO SR
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penie starus. " Atyoagh wwsial, oor findings an
i keeping with those by previous studics show-
ng that In benvs, during the s pubsenal vears,
basal inhibin B levels incresse hecause of stima-
laion by follicle-stimmlating hormone, m paral-
el with prolifermion of Serolh cells.' Moo,
m patients with hypoponsdorrople bypogonad-
e, baseline mbizbin B levels have boep shown
b Inerease with licreasing testialar volumc'®
Twra maen peeviousdy desoribed as having 3 hieein-
reimg rmone deficiency alse bad cevaied ol
dle-stimmilathng hormone Sewts ™ dnd at lest one
had nunmal inhibln B leads

Previensly  described  gonsdormopin mara-
thoian are located o the coding repion of the
e VTS Homepver, mutations i ouoo-flanking
imeronic segenoo. have froquently bem associined
with discase. 2 Our analysis of the LNB mBMNA
bvelated from peripherd-blood o kocytes showed
that the IVe2eli—0 mutatton resabied in the In-
cluibon of the entire intron 2 amd, conseguenthy,
bn dhwrption of the coon 3 resding frme, Fursher-
mare, the mutation mdoeal @ gross abasrmal ity
m the LHB mENA (Fig. 51 in the Sopplementary
Appendixk Hoveves, the mechanism acoounting
e the fathie to detect abnormal eranscrips in
tlve heterozypotes, but not in the hismoeypates,
b unkmowr,

Common varfan idenified i the LI pene
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thome sach a8 the polycyatde ovary spadosme and
in fertiling, ™ The sbsenee of the V521G ma-
tation B ithe 200 control chromisseies reinfofoes
the fact that i i Bot o polynsorphism.
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the vpoehetical aberrant protein would have an

Insertion of 79 resbdues encoded by intron 1,
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In addithon, the exen 3 frame shife resuls s lack
o domains reguined for eeerodinaes stabiliny and
receptor binding. sch as the consened e belr®
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We conchade thar the IVR2410—=C muenion fis-
ibaoed @ gross abposmality in the processing of
LHE mENA, ciusing familial selective by pogo-
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