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Aquest treball va comencar amb l'objectiu d’estudiar la fisiopatologia del retard de
creixement en una poblacié de pacients de I'Hospital Vall d’Hebron de Barcelona.
Com que en un percentatge indeterminat de casos pot ser secundaria a un
problema genetic, es va decidir analitzar el gen de I’'hormona de creixement (GH1) i
estudiar-ne els canvis en la seqiiéncia que produissin un ARN missatger anomal i
gue no es traduis a proteina, o bé poguessin provocar una hormona que no fos
funcional i que no transmetés degudament el senyal. Al mateix temps es va buscar
un model on poder estudiar l'expressido d’aquest gen que no fos la glandula
pituitaria o hipofisi, que és on s’expressa abundantment i especificament, perque,
com és obvi, no es podia estudiar I'expressio d’aquest gen en aquest teixit. En
diferents revisions (Hattori et al., 1994; Hattori et al., 1999; Wu et al., 1999), s’ha
demostrat que GH1 també s’expressa en cél-lules del sistema immune. Es va dur a
terme l'aillament d’ARN en leucocits de sang periférica tant de pacients com de
controls, i es va amplificar I’'ARN missatger de GH1. Finalment, es va buscar un
model cel-lular on estudiar la bioactivitat de les proteines recombinants
expressades en E.Coli i que continguessin els canvis que alguns pacients tenien en
la seva sequéncia de I'’ADN, i que predeien un canvi d’aminoacid. Es va comencar a
treballar en un model cel-lular, les cél-lules HepG2 (linia preestablerta de carcinoma
hepatocel-lular huma), i després en una linia de céel-lules de condrocits costals
humans immortalitzats (C-28/12). Un tercer model va ser estudiar les proteines
recombinants en condrocits fetals humans, ja que aquest model es troba ben
caracteritzat al nostre laboratori i mostra que la produccié d’IGFI és regulable en

resposta a I’'hormona del creixement (GH).
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1. SINTESI, SECRECIO I ACCIO DE L’'HORMONA DE CREIXEMENT

L'hormona de Creixement (GH) és un polipéptid sintetitzat a les cél-lules
acidofiliques o somatotropiques de la glandula pituitaria anterior o hipofisi (Figura
1).

HIPOFISI

F

Hipotalem

Hipofisi anterior }
®Cél-lules lactotropes (PRL) \
oCél-lules somatotropes (GH)
oCél-lules tirotropes (TSH)

®Cél-lules corticotropes (ACTH
®Cél-lules gonadotropes (LH

Tronc cerebral

Lébul
intermig

Figura 1. Localitzacié de la glandula pituitaria: en el 10bul anterior de la hipofisi es produeix
I’'hormona de creixement i es segrega a la circulacié sanguinia.

Al lobul anterior de la hipofisi, a part d’haver les cél-lules que produeixen GH
(cél-lules somatotropiques), també hi ha les cél-lules lactotropiques, que
produeixen la PRL (prolactina), les cél-lules tireotropiques, que produeixen la TSH
(hormona tireoestimulant), cel-lules corticotropiques, que produeixen ACTH
(hormona adrenocorticotropica), i cél-lules gonadotropiques, que produeixen LH i

FSH (hormones luteoestimulant i foliculoestimulant, respectivament).

L'eix de I'hnormona de creixement (GH) esta format per una série de gens, els
productes dels quals sén requerits per a la regulacié del creixement esquelétic

normal.

PROP1 i PIT1 regulen la diferenciacido de les cél-lules pituitaries en somatotropes,
les quals sintetitzen i excreten la GH. Altres gens importants per I’'excrecié de la GH
son GHRH (alliberadora de I’hormona de creixement) i GHRHR (receptor de
I’'hnormona alliberadora de I’hormona de creixement). La GHRH és sintetitzada i
excretada des de I'hipotalem, arriba fins a la pituitaria anterior on s’uneix al
GHRHR, unid que resulta en la transduccié d’un senyal en les cél-lules somatotropes

que promouen l'excrecio de la GH que esta presintetitzada i emmagatzemada en
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glandules secretores (Figura 2). La secrecié de GH és pulsatil, i es troba regulada
per almenys dues hormones hipotalamiques (una estimulant de la GH que ja s’ha
comentat anteriorment, GHRH, i una altra inhibidora, que és la somatostatina,
SMS). Tot seguit, la GH circula en sang unida a una molécula de GHBP (growth
hormone-binding protein) (Baumann et al.,1986). Seguidament, la GH s’uneix a
dues molecules de GHR (receptor de GH) al fetge i en altres teixits, unié que activa
la senyalitzacié fins a estimular la sintesi d'IGF1, que després s’unira al seu
receptor IGF1R, activant el creixement en diferents teixits, incloent el cartilag de
creixement i musculs (veure Figura 3). L'IGF1 és produit majoritariament al fetge,

pero també és sintetitzat en altres teixits, entre ells el cartilag de creixement.

LHX3
HESX1 L
Hipotalem
\‘\ Glandula
Pituitaria

Figura 2. Vies de secrecio de |'eix GH-IGF1.
La secrecié de GH és pulsatil, amb fases de brusca alliberacid (polsos) separades de

periodes en els que la secrecié és molt reduida (interpols). Els polsos de GH es
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deuen a la secrecié alternant de GHRH i somatostatina; aixi, cada pic de GH es
correspon amb un augment de la secrecié6 de GHRH i una disminucié de la de

somatostatina i al contrari passa en els periodes interpols.

L’hormona de creixement té altres funcions que queden resumides a la Figura 3.

Sang Fetge Ossos llargs Muscul Teixit adipos
Cartilag de

) - - Sintesi de creixement
-Hiperglicemia Factors _ - Antagonisme - Lipolisi
-Hiperinsulinémia de creixement i - Creixement Insulinic
T‘ id i proteines de - Balang
-1TAcids grassos lliures transport Nitrogenat (+)

IGF1
IGFBPs . \

F(i;g'j_r;ra 3. Representacio esquematica de les principals accions de I'hormona de creixement
L'hormona de creixement actua sobre multiples teixits, ja sigui directament o bé a
través de I'IGF-1.

Els efectes de la GH sobre la sintesi proteica i el metabolisme de carbohidrats i
lipids és directe, mentre que els seus efectes sobre el creixement sén mediats a
través de I'IGF-1. La GH fonamentalment estimula el metabolisme dels acids
nucleics i de proteines al fetge (producciéo d'IGF-1), el teixit adipds (lipolisi) i els
musculs (antagonisme insulinic). Aixi doncs, lI'administracié de GH en nens que
tenen deficit de GH produeix un balang positiu de nitrogen, disminucié en la
produccié d’urea, redistribucié del greix corporal i reduccido en la utilitzacido de
carbohidrats, augment de I'IGF1 circulant en sang i augment de la velocitat de

creixement.
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2. EL DEFICIT AILLAT DE GH (IGHD)

El deficit de GH durant I'infancia és una malaltia relativament poc freqlient, que
afecta més o menys 1 de cada 4000-10000 naixements. La majoria de casos son
esporadics i no se’n descriu l'etiologia. Tot i amb aix0, es creu que entre el 5% i el
30% dels casos amb IGHD tenen familiars de primer ordre amb creixement
retardat. Aquesta associacid suggereix que pot haver una etiologia geneética en la

deficiencia aillada de GH en algunes families.

2.1 Aspectes clinics
Des del naixement es necessita una adequada quantitat de GH en sang per

mantenir un creixement normal. Els nounats que tenen deéficit de GH tenen
generalment una longitud i un pes correctes. El retard de creixement s’instaura
progressivament amb una maduracid esquelética retardada en proporcié al seu
creixement retardat. Molts cops aquests nens tenen una obesitat troncal, una
aparenca facial de menor edat per la seva edat cronologica i la segona denticié esta
retardada. La pubertat pot estar retardada fins als Ultims anys de |'adolescéncia,

pero la fertilitat acostuma a ser normal (Procter et al., 1998).

2.2 Genetica
El déficit aillat de GH (IGHD) pot ser conseqgliéncia de mutacions en el receptor de
GHRH o en el gen GH1 (Phillips III, 2003). Segons |'heréncia es descriuen 3 tipus
de déficits aillats de GH d’origen genétic:

I) El tipus I es divideix en quatre subtipus:

e IGHD IA. S’hereta de manera autosdmica recessiva. Es la forma
més severa de la malaltia. Ho produeixen delecions, mutacions
amb canvi del marc de lectura, i mutacions amb pérdua de sentit
en el gen GH1. Els pacients amb aquest déficit no secreten GH. En
general no responen bé al tractament amb GH perqué produeixen
anticossos anti-GH.

e IGHD IB. També s’hereta de manera autosomica recessiva. Ho
produeixen mutacions que afecten els llocs de processament, i la
proteina resultant té una estabilitat i una activitat biologica
reduides. Els pacients tenen nivells baixos de GH, pero
detectables. Responen millor al tractament amb GH que el
IGHDIA, ja que no produeixen anticossos anti-GH.

e GH Bioinactiva. Son pacients que tenen la mateixa manifestacié
clinica que els pacients amb IGHD, perd que tenen un nivell de

GH immunoactiu, en plasma, normal després de provocar
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I'estimulacié de la seva secrecid i, en canvi, tenen nivells baixos
d'IGF-1. Responen bé a GH exogena.

e Defectes en el receptor de GHRH. S’han descrit varies
mutacions en aquest gen que provoquen IGHD.

1) IGHD II. S’hereta de manera autosomica dominant. Els pacients
responen bé al tractament amb GH. El produeixen mutacions que
alteren els llocs de processament i quasi totes provoquen la delecié
de I'’ex6 3 del gen o un splicing incorrecte d’aquest exo.

III) IGHD III. Esta lligat al cromosoma X. Laumonnier et al., 2002 van
estudiar una familia amb retard mental i IGHD que presentaven una
duplicacié de 33 pb al gen SOX3 que codificaven per 11 alanines.
Aquest gen es troba al cromosoma X (Xqg26.3). L'IGHD III es
presenta de manera diferent segons les families. En algunes families
hi ha casos d’agammaglobulinémia associat a IGHD, i en altres

nomeés IGHD.

L'IGHDII és causat majoritariament per mutacions en el lloc d’splicing de l'intré 3
del gen GH1, el que comporta, com s’ha explicat anteriorment, la delecidé de I'exé 3
del gen, que produeix la pérdua dels aminoacids 32 a 71, i amb aix0 el loop que
connecta les hélixs 1 i 2 de la molécula es perd. Per tant, la proteina resultant
pateix un canvi en l'estructura. La producciéo de GH en pacients que tenen aquesta
mutacio en un al-lel del gen és extremadament baixa, tot i mantenir-se un dels dos
al-lels correctament. Aix0 és degut a que la produccio de la proteina mutant del32-
71 causa un bloqueig de la secrecié de la proteina GH normal. Existeixen diverses
hipotesis per explicar aquest fet:

(i) Acumulacié d’agregats de proteines mutants.

(ii) Disminucié de I'estabilitat intracel-lular de la GH normal degut a
respostes cel-lulars induides per proteines que no estan plegades.

(iii) Un bloqueig especific de l’agregacié de GH i excrecié en vesicules
secretores.

(iv) Poca maduracié dels granuls secretors.

2.3 Diagnostic i tractament
Molts casos d'IGHD soén esporadics i alguns son secundaris a defectes cerebrals
provocats per infeccions, radiacié, trauma, o tumors que afecten I’'hipotalem o la
glandula pituitaria. Degut a aix0 s’ha de fer una ressonancia magnetica per
descartar anomalies a I'hipotalem o la glandula pituitaria. Aix0 suposa un 12% dels

pacients amb IGHD.
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Per determinar si un pacient té IGHD, cal fer uns tests que determinin si hi ha
deficit de secreci6 de GH, ja que l'estatura baixa, el retard de creixement, i la
maduracid esquelética retardada no sén proves suficients per demostrar que el
pacient té deficiencia de GH. Els tests més emprats sén els segients: exercici, L-
Dopa, hipoglicemia insulinica, arginina, insulina-arginina, clonidina, glucagd i
propranolol + exercici. També s'ha de determinar si hi ha deficiencies d‘altres
hormones hipofisiaries com TSH, ACTH, LH i FSH.

El tractament adequat per al déficit de GH és I'administraci6 de GH recombinant.
Aixi doncs, els nens que tinguin IGHD s’han de tractar tan aviat com sigui possible
amb GH recombinant. La dosi d’inici es calcula basant-se en el pes del pacient. La
dosi incrementa amb el pes corporal arribant a la dosi maxima durant la pubertat, i
molts cops es continua administrant fins al final del creixement, tot i que aixo
depén dels protocols aplicats i del cas individual de cada pacient. Aquest tractament
s’ha demostrat efectiu, tot i que la resposta al tractament depén de diversos
factors, com ara la severitat de la malaltia, factors geneétics, I'edat en que es
comenga el tractament, de si el tractament es complica per I'aparicié d’anticossos
anti-GH, i del reconeixement i resposta al tractament d‘altres deficiéncies

associades com ara deficiencia en I'hormona tiroidal (Procter et al., 1998).

GH bioinactiva i mutacions descrites en el gen GH1 gque comporten canvi

d’aminoacid

Hi ha mutacions que en la seqiiéncia del gen GH1 provoquen el classicament
denominat sindrome de Kowarski (Kowarski et al., 1978), és a dir, una GH circulant
detectable per RIA perd una activitat somatomedina baixa i retras de creixement.
Takahashi et al., 1996, van demostrar en un pacient la preséncia d'una mutacio
puntual en el gen GH1 i que produia la sintesi d’'una proteina anomala que era
detectada en sang mitjancant técniques d'immunoassaig en concentracions normals
o elevades pero que tenia un efecte dominant negatiu sobre el receptor ja que el

bloguejava i no permetia la transmissié del senyal.

A la Taula 1 es mostren els canvis nucleotidics trobats a la seqliéncia del gen GH1 i

que provoquen canvi d’aminoacid descrits en la literatura.
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Posicio a la

sec::‘n;i:ldel d'a;?:t‘)’;cid Codo 0 Referéncia

5231 A>G Thr-Ala -24 Exo 1 Miyata et al., 1997
5531 T>C | Leu-Pro | -11 | Ex6 2 | Millar et al., 2003
5543 G>A | Trp-Term | -7 | Ex6 2 | Cogan et al., 1993
5551 G>T | Glu-Term | -4 | Ex6 2 | Wagner et al., 1998
5567 C>A | Pro-Gln | 2 | Ex6 2 | Koike et al., 2001
5608 C>T | Arg-Cys | 16 | Ex6 2 | Millar et al., 2003
5642 C>T | Thr-Ile | 27 | Ex6 2 | Millar et al., 2003
5893 A>G | Lys-Arg | 41 | Ex6 3 | Millar et al., 2003
5910 A>G | Asn-Asp | 47 | Exé 3 | Millar et al., 2003
5929 G>C I Cys-Ser I 53 I Exo 3 I Besson et al., 2005
5983 C>T | Ser-Phe | 71 | Ex6 3 | Millar et al., 2003
6083 G>A | Glu-Lys | 74 | Exé 4 | Millar et al., 2003
6092 C>T | Arg-Cys | 77 | Exé 4 | Takahashi et al., 1996
6135 A>T | GIn-Leu | 91 | Exé 4 | Millar et al., 2003
6185 A>C | Ser-Arg | 108 | Exé 4 | Millar et al., 2003
6185 A>T | Ser-Cys | 108 | Exé 4 | Millar et al., 2003
6191 G>T | Val-Phe | 110 | Exé 4 | Binder et al., 2001
6198 A>G | Asp-Gly | 112 | Ex6 4 | Takahashi et al, 1997
6639 A>G | Thr-Ala | 175 | Ex6 5 | Millar et al., 2003
6653 C>G | Ile-Met | 179 | Ex6 5 | Lewis et al., 2004
6664 G>A | Arg-His | 183 | Ex6 5 | Miyata et al., 1997

Taula 1. Canvis en la sequéncia del gen GH1 que provoquen canvi d’aminoacid descrits a la
literatura.

A I'hora d’estudiar la IGHDII, és important estudiar tant la proteina GH que fa
I'accioé directa sobre el receptor de GH com estudiar el receptor en si, ja que el
problema pot venir perqué I'hnormona de creixement no activi correctament el
receptor degut a una estructura incorrecta d’aquesta o bé pel receptor que no
transmeti correctament el senyal. Es per aixd que s’ha estudiat minuciosament
I’estructura de la GH aixi com la del seu receptor (Wells, 1996; Cunningham et al.,
1989; de Vos et al., 1992) de manera que s’han identificat quines sén les zones
d’interaccié de les dues proteines i quins sén els aminoacids claus en aquesta

interaccio.
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3. GEN GH1

El gen de I'hormona de creixement (GH1 o GH-N) esta localitzat en un cluster al
cromosoma 17 (17922-q24) (Figura 4). Aquest gen té 1650 nucleotids i esta format
per 5 exons i quatre introns, de la mateixa manera que estan formats els altres
quatre gens del tandem. En aquest clister, a part d’haver el gen GH1 i GH2 o GHYV,
també hi ha els gens que codifiquen per les somatomamotropines corioniques
(CSH). Hi ha els gens de les dues somatomamotropines corioniques (CSH1 i CSH2),
i el pseudogen de la somatomamotropina coridonica. Aquests gens estan separats
per regions de 6 a 13 kb, es troben en la mateixa orientacié transcripcional, sén
expressats a la placenta i es troben sota control d’amplificadors depenents de teixit
(Jacquemin et al., 1994). Aquest clister, de 66.5-kb, ha estat clonat i seqienciat
per Chen et al., I'any 1989. La GH i la CSH tenen 191 aminoacids i una homologia
del 85%. Els seus ARN missatgers tenen una homologia més gran del 90%.
Owerbach et al., I'any 1980 van estimar que el gen GH1 i els gens CSH van divergir
fa uns 50 o 60 milions d‘anys. La GH-N i la GH-V només difereixen en 13 dels 191
aminoacids que contenen (Procter et al., 1998).

Aquest cluster té un LCR (locus control region) localitzat a 14,5 kb de I'extrem 5’ de
GH-N. Els LCR so6n una série d’elements que son suficients per activar un gen en un
teixit especific, i que és independent de la seva posicié en la seqliencia del
cromosoma (Dean et al., 2006).

El promotor del gen GH1 esta format per 492 parells de bases (pb). El primer exd
té 72 pb, l'intré 1 260 pb, I’'ex6 2 161 pb, l'intré 2 209 pb, I'exé 3 120 pb, I'intré 3
91 pb, I'exd 4 164 pb, I'intré 4 253 pb, i I'exd 5 304 pb.

El gen GH1 s’expressa en les cél-lules somatotropes de la glandula pituitaria
anterior i els altres 4 gens s’expressen en cél-lules del sincicitrofoblast de la
placenta. Tot i que aix0 correspon a l'esquema classic, s’ha demostrat que les
cel-lules del sistema immune també poden expressar hormona del creixement, i
s’ha utilitzat aquest fet per al treball actual (Hattori et al., 1999; Wu et al., 1996;
Hattori et al., 1994).

11
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Glandula
Pituitaria Placenta
hGH LCR hGH-N HCS-L hCS-A hGH-V hCS-B
(GH1) \‘\ (GH2)

B T H T HE

1650 pb

v

Figura 4. El gen GH1 o hGH-N es troba en el clister amb quatre gens més, i té el LCR a 15
kB. El gen GH1 s’expressa a Glandula Pituitaria, i en canvi els altres quatre gens s’expressen
a Placenta. GH-N o GH1 codifica per a la GH. CS-L o CSHP1 codifica per a la
somatomamotropina corionica que regula el creixement fetal. CS-A o CSH1 i CS-B o CSH2
codifiquen per a les somatomamotropines corioniques i GH-V codifica per a la GH2.

Polimorfismes del gen GH1

Per determinar si els canvis trobats en la seqliencia del gen dels pacients
corresponen potencialment a mutacions o no, el primer que es va fer va ser establir
el patro de polimorfismes del gen sencer en una poblacié control.

La regidé proximal del promotor del gen GH1 té un nimero elevat de polimorfismes
(SNPs). Giordano et al., 1997 i Wagner et al., 1997 han descrit 16 SNPs en un total
de 535 parells de bases. La majoria d’aquests SNPs tenen lloc en les mateixes
posicions en que el gen GH1 difereix dels gens paralegs GH2, CSH1, CSH2 i CSHP1,
la qual cosa suggereix que han aparegut per conversié génica (Giordano et al.,
1997; Krawczak et al., 1999).

Horan et al., I'any 2003 van estudiar el patrdé de polimorfismes del promotor de la
GH, i van trobar variacié en 15 dels 16 polimorfismes que ja estaven descrits. Es
corresponen amb 40 patrons d’haplotips diferents pel promotor del gen. D’aquests,
12 patrons es van associar amb una expressio disminuida del gen reporter de la
luciferasa quan es comparava amb |'haplotip nimero 1 (aquest és I'haplotip que
porta la proporcié més elevada de la poblacié estudiada), mentre que 10 haplotips

estaven associats amb un increment de I'expressio.

12
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4. ARN missatger de GH1

El transcrit majoritari del gen GH1 és el que forma la variant 1 d’ARN, i que conté el
producte transcrit a partir dels exons 2 a 5. Aquest transcrit és el que traduit a
proteina dona lloc a la proteina de 22kDa.
S’ha demostrat que també es poden formar altres transcrits d’ARN que es formen
per processament alternatiu, ja que Palmetshofer et al., I'any 1995 van trobar 5
variants d’ARN missatger a la glandula pituitaria que donen lloc a péptids de
diferents tamanys, tres dels quals sén bioldogicament actius (Figura 5):

- La primera variant d’ARNm (822 nucleotids (nt)), déna lloc a la proteina

de 22 kDa.

- La segona variant d’ARNm (777 nt), déna lloc a la proteina de 20 kDa.

- La tercera variant d’ARNm (702 nt), déna lloc a la proteina de 17,5 kDa.
Les altres dues variants no donen lloc a proteina bioldogicament activa, tot i que
podria ser que encara no es conegués amb certesa la funcié d’aquests transcrits
d’ARN.

DNA 3 |_| 4 )
5 3
72nt 161 nt 120 nt 164 nt 304 nt

( u 2 | 3 | 4 5 VARIANT 1 (822 nt)
g

VARIANT 2 (777 nt)

ARNm < l; I : 4 5 VARIANT 3 (702 nt)
\ E\/: VARIANT 5 (376 nt)

Figura 5. En aquesta figura es mostren els diferents transcrits d’ARN missatger generats per
splicing alternatiu a partir de la seqliencia d’ADN en hipofisi. Es mostren els tamanys dels
exons aixi com el tamany del transcrit sencer.

A la Figura 6 es troba la seqiiéncia de nucledtids del gen GH1 dipositada al
GenBank, amb numero d’accés 183148. [Human growth hormone (GH-1 and GH-2)
and chorionic somatomammotropin (CS-1, CS-2 and CS-5) genes, complete cds
gi|183148|gb|J03071.1|HUMGHCSA[183148]]. Aquesta seqlieéncia va ser introduida
per Chen et al., I'any 1989.

13
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En aquesta seqiéncia, a part de senyalar els 5 exons del gen, també es marquen
les regions del promotor on s’uneixen els factors de transcripcié que afecten
I'expressid dels gens en general i que poden actuar tant positivament com
negativament (Giordano et al., 2006). Aquests sén: NF-1 (Courtois et al., 1990),
Sp1l (proteina estimulant de la transcripcié, Lemaigre et al., 1989), Zn-15 (Lipkin et
al., 1993), el receptor de Vitamina D (VDR) (Seoane et al., 2002), i CREB (proteina
gue interacciona amb els llocs de resposta a AMPc, Shepard et al., 1994). També es
marca la regié d'unié del factor Pitl, ja que l'expressié especifica a la glandula
pituitaria és controlada majoritariament pel factor especific pituitari (Ingraham et
al., 1988). En rata també s’ha trobat que la Vitamina D interfereix amb la
transactivacié del gen GH1 provocada per I'hormona tiroidea i l'acid retinoic
(Garcia-Villalba et al.,

reconeixement d’Acid Retinoic (AR) i d’hormona tiroidea (T3) perd aixd no ha estat

1996), és a dir, que també hi hauria una zona de

comprovat en humans i per tant aquestes zones no es mostren en el segient

esquema de la Figura 6.

4621 gaactgcatc

4681 ctgaatcgtg
4741 acacattctg

4801 agaatgggat

4861 gttcaggttg

4921 acaagttggg

4981 gtgggaaggg

cagctgactc aggctgaccc

ctcacaaccc ccacaatcta

tctggtgggt ggaggttaaa

gtggtcggta gggggtctca

gccaccatgg cctgcggceca
NF-1
tggtatctct ggctgacact

aaagatgaca agccaggggg

5041 [taaattatcc

Pit-1d

atkagcﬂcaa gcclcgtgagt
Zn-15 CREB

5101

aggagtcctc
ttggctgtge
catgcgggga
aggactggct
gagggcaccc
ctgtgcacaa

catgatccca

agcagaagtg gaattcagga
4671
ttggccecectt ttcccaacac

ggaggaaagg gataggatag

atcctgacat ccttctcege

acgtgaccct taaagagagg

ccctcacaac actgg
CREB

gcatgtgtgg gaggaglcttd]
Sp1l

ggcccdatgc ataaatgtac adagaaacag

5161 caaggatccc

aaggcccaac tccccgaacc

VDR

actcagggtc

Pit-1p

gdgggggcaa cagtgggqga gaagggbcca gdtataaaa# gggcccacaa gagaccagct
VDR

ctgtggacag ctcacctagc

5163

5221 ggcaatggct

acaggtaagc gcccctaaaa

5225
5281 gaggcagcga

5341 tgagtatcgc

5401 ggatggagag

5461 cggctccctce

5521 tttggcctgce

5235

cctgtagatg ggacgggggc

catgtaagcc

agaaaaacaa

tgttgccctce

tctgcctgcece

cagtatttgg

acagctcctg

tggtttctcc

ctggcttcaa

5’UTR

tccectttggg

actaaccctc

ccaatctcag

gagcagggag

ccaggctccc

cacaatgtgt cctgagggga

aggtttgggg cttctgaatg

aaagctcctg

agtgctggcc

ggacgtccct

gtccctggag

tcttgctctc

gctcctggcet

5495

gagggcagtg

ccttcccaac

cattccctta

F P T
5563

I P L

14



INTRODUCCIO
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Figura 6. Seqliencia de nucleodtids del gen GH1. La numeracid en color negre correspon a la
seqliéncia nuceotidica que té un nimero d'accés al GenBank 183148. En blau clar es mostra
la traduccié a aminoacids del péptid senyal de la proteina, i en blau mari la traduccié a
proteina del péptid madur. Els exons del gen es mostren subratllats. També es mostren en
diferents colors els llocs d’unioé dels factors de transcripcié generals i dels especifics d’hipofisi.

Com es pot observar, I'ex6 1 conté 60 pb a l'extrem 5’ que no es tradueix a
proteina. L'exd 2 codifica la resta de péeptid senyal i els primers 31 aminoacids de la
proteina madura GH. Els exons 3 al 5 codifiquen pels aminoacids 32-71, 72-126 i
127-191 respectivament. L'exd 5 també conté una regié a I'extrem 3’ de 112 pb

que no es tradueix, i finalment es troba la regié de poliadenitzacid.

Processament de I'ARN
A la Figura 7 es troba I'esquema del processament de I'hormona de creixement, des
del gen fins al péptid de 191 aminoacids. L'’ADN es transcriu a ARN missatger dins
el nucli cel-lular. Posteriorment aquest es tradueix a proteina al citosol de la cél-lula
formant la pre-hormona GH, que conté el péptid senyal de 26 aminoacids, i que
finalment es perd per convertir-se en I’hormona de 191 aminoacids que sera la

biologicament activa.

Gen GH 1 (17q22-q24)
5"UTR 3"UTR

_| REGIO PROMOTORA ﬁ I || E2 | 12 | E3 | 13 | E4 |14 I ES I

5" UTR 3'UTR
RNAm-GH1 H[= N 5 |
peptid
senyal [] Regions no
Pre-hormona 2 | s | 4+ | s | traduides
o
: - Codifica pel
7 péptid senyal
(26
aminoacids)

e I N A

1 aa 191 aa

Figura 7. Representacié esquematica del procés de sintesi peptidica de I'hormona de
creixement GH.

Tot i que el gen GH1 té 5 exons, només formen part de la proteina madura el producte
traduit de part de I'exd 2, i de I'exd 3, 4, i 5. En blanc es marquen el introns del gen, en
diferents colors el exons i, un cop traduit a proteina, es marca de color blau fosc les regions
provinents de la traduccié dels exons. Les parts ratllades senyalitzen les regions que donen
lloc al péptid senyal i que no formaran part de la proteina madura.
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5. EXPRESSIO DE GH1 EN LEUCOCITS DE SANG PERIFERICA

El gen de I'hormona de creixement s’expressa principalment a la glandula pituitaria,
pero diversos autors han descrit I'expressio d’aquest gen en altres teixits, com ara
el sistema immune (Hattori et al., 1994; Hattori et al., 1999; Wu et al., 1996).
Hattori et al., I'any 1999 demostren que els limfocits sintetitzen i secreten hormona
de creixement amb una antigenicitat, un pes molecular i una bioactivitat similar a la
GH produida per la glandula pituitaria. A més a més, els limfocits tenen receptors
de GH (Kiess et al., 1985), amb la qual cosa la GH produida pels limfocits podria
actuar d’'una manera autocrina o paracrina.

El fet que el gen s’expressi en limfocits de sang periférica permetra estudiar

I'expressid d’aquest gen in vivo, estudiant I’'expressié de GH1 en pacients.
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6. HORMONA DE CREIXEMENT (GH)

La GH és una hormona multifuncional que promou el creixement postnatal de teixit
esquelétic i de teixits tous a través de gran varietat d’efectes. Es un polipéptid de
191 aminoacids i té dos ponts disulfur (Cys53-Cys165, Cys182-Cys189).

La molécula té una estructura de four-helical bundle: les helixs tenen una
estructura up-up-down-down, és a dir que les dues primeres helixs son paral-leles
entre si, i soén antiparal-leles respecte les altres dues, en contrast amb el més tipic
up-down-up-down (de Vos et al., 1992). Les hélixs dels extrems amino i carboxi
terminal (1 i 4) sén més llargues que les altres dues (26 i 30 aminoacids comparats
amb els 21 i 23 de les altres dues helixs). A més a més de les quatre helixs més
importants hi ha tres altres segments d’hélix en els loops que connecten les altres
helixs. (de Vos et al., 1992). A la Figura 8 es representa |'estructura de la proteina
GH. La representacié esta realitzada amb el programa Molsoft.

El core de les quatre hélixs esta compost per aminoacids hidrofobics.

Figura 8. Representacié grafica
de I'hormona de creixement. Les
quatre hélixs o esmostren de
colors diferents (blau, verd,
taronja i vermell). També es
mostren els loops que uneixen les
quatre hélixs.

Helix 2

Helix 4

i -
Helix 3

Helix 1

NH,

COOH

S’ha de tenir en compte un altre fet rellevant per a l'estructura de la GH: Duda et
al., I'any 2003 han demostrat que el Zn** és important ja que participa en la unié
de la hGH al receptor de PRL, i a més a més estabilitza la molécula de GH. El treball
publicat per Cunningham et al., 1991b, suggereix que el complex del Zn** a dues
molécules de hGH té almenys dues funcions:

- El dimer Zn?*-hGH és més estable en front a la desnaturalitzaci6 amb

guanidini-HCI que el monomer hGH. Com que I'hormona de creixement
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pot estar emmagatzemada durant dies en vesicules, és més estable en
forma de dimer unit a Zn®* que no pas en forma de mondmer.

- La concentracié de hGH quan és excretada de la glandula pituitaria és de
1 mM, i en canvi quan arriba als receptors de GH és de 2 nM. Si
I'hnormona de creixement no estigués dimeritzada, de seguida saturaria
els receptors proxims a la glandula pituitaria i, en canvi, en estar
dimeritzada només es dissocia quan arriba a una concentracié d’uns 3
uM, la qual cosa permet obtenir hGH a una concentracié més aproximada
a la d’unio al receptor, i permet disminuir els efectes estimuladors que
podrien donar-se per una concentracié tan elevada de hGH a prop de la

glandula pituitaria.

Els mateixos autors han determinat com dues molécules de Zn®* s’uneixen a dues
molécules de GH: el Zn?* s’uneix a la His18, a la His21 (hélix 1), a la Glu 174 (hélix
4) i a una altra molécula de Zn®*, la qual s’uneix analogament a una altra molécula
de GH pels mateixos aminoacids descrits. D’aquesta manera, el Zn?* juga un paper

important en I'emmagatzematge de la GH.

La proteina GH consta d’un péptid senyal de 26 aminoacids que, un cop escindit,
deixa una proteina de 191 aminoacids que circula en sang unida a una moléecula de
GHBP. La unié amb una molécula del receptor de GH (GHR) produeix un canvi
conformacional a la proteina que fa que una segona molécula de GHR s’uneixi com
a dimer. La dimeritzacié de les dues molécules unides a la GH és necessaria per la

transduccié de senyal, la qual cosa també requereix la tirosina kinasa JAK-2,

Aixi doncs, quan la GH interacciona amb el seu receptor (GHR), atrauen JAK2
(Janus kinase 2) citosolics, la qual s’autofosforila i simultaniament fosforila les
tirosines en el GHR, aix0 fa que s’hi uneixin diferents adaptadors com la familia dels
STAT, fosfatidilinositol 3-kinasa, i les MAPK. La familia dels STATs son factors de
transcripcid citosolics. S’uneixen a fosfotirosines a través del seu domini SH2,
incloent GHR. Després son fosforilats per JAK2. Tot seguit es dissocien del seu
receptor, i transloquen cap el nucli, on activen diferents gens, com ara I'IGF1
(Figura 9).
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Accions
metaboliques

CIS, SOCS, TFs,
IGFBP-3, IGF1

Inhibicié
feedback

Figura 9. Esquema extret del treball de Rosenfeld, 2006. La GH s’associa al GHR, la qual

cosa fa que s’atragui JAK2 i s’activi la via de les MAPK-ERK1/2, PI3K i STATSs.

SHP: SH2-containing phosphatase.

GRB: growth factor receptor-bound protein.

SHC: SH2-containing collagen-related protein.
RAS: small GTP binding protein.

MEK: mitogen-activated protein kinase/ERK kinase.
ERK: extracellular signal-related kinase.

IRS: insulin receptor substrate.

PI3K: phosphoinositide 3 kinase.

AKT: AKT8 virus oncogene cellular homolog.

JAK: Janus-family tyrosine kinase.

STAT: signal transducer and activator of transcription.

CIS: cytokine inducible SH2-containing protein.
SOCS: suppressor of cytokine signaling.

TF: transcription factor.

GHRE: growth hormone response element.
IGF1: insulin-like growth factor-I.

IGFBP-3: IGF binding protein-3.

PIAS: protein inhibitos of activated STATS

S’ha descrit un dels mecanismes a través dels quals la GH estimula I'expressio
d'IGF1: Chia et al., I'any 2005 han identificat i analitzat un segment d’ADN
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anomenat HS7 al segon intré del gen IGF1 de rata que conté un tandem de llocs
d’'unié a SAT5, i han demostrat que actua com a regulador cis, intervenint en la
transcripcié d'IGF-1 a través de GH. També han caracteritzat un segon lloc d’unié a
Stat5 que es troba a 73kb de I'exd 1 del gen IGF1. Han trobat que el tractament
amb GH estimula rapidament la unié de STAT5b a la cromatina d’aquest lloc distal a

la regié 5’, i aix0 activa I'expressié del gen IGF1.

7. PROCESSAMENT INTRACEL-LULAR DE LA GH

Dins el nucli, I’ADN es transcriu a ARN i posteriorment es tradueix I’ARN a proteina
dins el citoplasma. Aquestes proteines sén transportades dins el lumen del reticle
endoplasmatic (ER). El plegament de les proteines es produeix al reticle
endoplasmatic i és ajudat per les xaperones (proteines que catalitzen el
plegament). Unint-se als llocs hidrofobics de les proteines, les xaperones prevenen
que aquestes s’agreguin de manera insoluble, formant inclusions. Si les proteines
s6n anomales, aquestes poden ser degradades per proteases o poden ser
transportades un altre cop al citosol mitjancant una conjugacié amb ubiquitina.

Després de que les proteines es pleguin correctament, sén transportades fins el
complex cis-Golgi en vesicules petites i irregulars. Aqui es produeixen modificacions
a les proteines, com ara sulfatacions, o glicosilacions. Un cop es troben al trans-
Golgi, les proteines son transportades en vesicules especifiques a la membrana
plasmatica, als endosomes, als lisosomes, o tornen a revertir el seu cami segons

quin sigui el desti de la proteina en quiestio (Mullis et al., 2002).

Les mutacions que causen déficit d’hormona amb heréncia autosomica dominant
s’han descrit en tres hormones, que sén la vasopresina, I'hormona paratiroidea, i
I’'hnormona de creixement. En aquestes deficiencies, la produccié de la proteina
mutant pot interferir amb la normal. En el cas de la GH, I'IGHD II és una deficiencia
que s’hereta de forma autosomica dominant, on es suggereix que la produccid de la
proteina mutant interfereix d‘alguna manera amb la normal. La majoria de casos
amb IGHD II sén mutacions que provoquen la delecié dels aminoacids 32 a 71.
Aguesta delecié produeix un plegament incorrecte de la proteina. Tot i que es
podria assegurar que aquesta és la causa de la secrecié disminuida de GH, aix0 no
és correcte perqué hi ha altres malalties que provoquen un plegament incorrecte de
proteines i, en canvi, aixd no implica que aquestes proteines siguin toxiques per a
la cél-lula (Mullis et al., 2002).

McGuinness et al., I'any 2003, expliquen l'efecte dominant negatiu de la proteina

amb la delecié dels aminoacids 32-71 (17,5-kDa GH) de la segient manera: la
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proteina de 17,5 kDa progressa a través del procés secretor podent formar
heterodimers amb la GH normal. A més a més, la GH normal també pot formar
homodimers. Els agregats d’heterodimer sdn estables, perd no poden sortir de la
cel-lula mitjancant les vesicules SVs, i s’'acumulen al Golgi, tornant enrere cap al
reticle endoplasmatic, i finalment son transportats al citosol. Un cop la producci6
d’heterodimer excedeix la capacitat degradativa del proteosoma, es comenca a
acumular en forma d’agregats al citosol, al reticle endoplasmatic i al Golgi, essent
toxica aquesta acumulacié per a la cél-lula. Aquest procés és incrementat ja que
GHRH incrementa l|'expressiéo tant de GH-WT com de GH mutant per intentar
reemplagar i expandir les cél-lules somatotropes. El macrofags s’encarreguen de
destruir les cel-lules malmeses. D’aquesta manera s’explica el fet que la proteina de
17,5 kDa no sigui toxica quan s’expressa de forma aillada o amb altres proteines
qgue no siguin la GH-WT, i el fet que I'efecte dominant només es doni quan aquesta

forma és expressada en ceél-lules secretores.

8. GHBP

La proteina GH es troba al serum huma unida a la GHBP (growth hormone binding
protein). Aquesta és una glicoproteina de cadena Unica amb un pes molecular d'uns
60 kDa i s'uneix 1:1 a la molécula de GH. S’ha demostrat que la GHBP prové de la
porcié extracel-lular del receptor de GH en humans. En canvi, en ratolins la GHBP

es sintetitza de novo (Rosenfeld et al., 1994)

9. RECEPTOR DE GH (GHR)

El receptor de GH és una proteina integral de membrana que en humans conté 638
aminoacids, incloent un péptid senyal de membrana de 18 residus. Pertany a la
superfamilia dels receptors hematopoietics. Consisteix en un domini extracel-lular
(ECD) de 246 aminoacids que s’uneix al lligand i que confereix l'especificitat, un
domini transmembrana Unic i un domini citoplasmatic de 350 residus que presenta
poca homologia amb els altres membres de la familia (Pantel et al., 2000; Leung et
al., 2000). Es en aquesta porcié on s’'uneixen les molécules de JAK tirosina kinasa, i
on es transdueix el senyal a les molécules de STAT.

De Vos et al., I'any 1992 van estudiar I'estructura cristal-lina de GHR (Figura 10).
La part extracel-lular del receptor consisteix en dos dominis (residus 1 a 123 i 128
a 238 respectivament), units per un segment de quatre residus. Cada domini conté

7 lamines B, que en conjunt formen un sandwich de dues lamines B antiparal-leles,
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una amb quatre cadenes i l'altre amb tres amb la mateixa topologia a cada domini.
S’ha de tenir en compte que els 30 primers residus de I'extrem NH, terminal de les
dues molecules del receptor en el complex no van apareixer en el mapa de densitat
electronica i per tant no formen part del model. Aquest fet és important remarcar-lo
perqué aleshores no distingeix entre la forma fl-GHR (full-length-GHR), forma que
reté I'exd 3 o la forma d3-GHR (exon3 deleted-GHR), que exclou I'exé 3.

El gen GHR conté 9 exons, numerats del 2 al 10. L'exé 2 codifica pel peptid senyal,
els exons del 3 al 7 codifiquen pel domini extracel-lular, I'ex6 8 codifica pel domini
transmembrana, i els exons 9 i 10 codifiquen pel domini citoplasmatitc (Godowski
et al., 1989). Hi ha dues isoformes de GHR en humans generades per la retencié o
exclusié de I'exd 3 durant I’splicing. Hi ha la isoforma full-length, que conté I'exé 3
(fl-GHR) i la isoforma del3, que no conté I’'exd 3 (d3-GHR). La generacié d’aquests
dos transcrits que difereixen per I'exclusiéo d’una zona codificant ha resultat per un
procés de recombinacido homologa, la qual mimetitza I'splicing alternatiu entre dues
seqliencies retrovirals que flanquegen |'exd escindit (Pantel et al., 2000). Aixi
doncs, la forma d3-GHR no es genera per un splicing alternatiu, sind que ja és la
seqliencia de I’ADN la que porta la delecié d’aquest exo.

Defectes en el gen GHR produeixen retard en el creixement, donant lloc a una
malaltia anomenada Sindrome de Laron. Aquestes persones tenen nivells normals o
elevats de GH, i nivells baixos d'IGF1. A més a més no responen bé a la GH
exdgena, perque tenen una manca de resposta del receptor. En canvi, el
tractament amb IGF1 exogen si que ha donat bons resultats (Phillips III et al.,
2003).
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Figura 10. Porcio extracel-lular de GHR. Esquema realitzat amb el programa Molsoft. Els dos
dominis queden diferenciats mitjancant els colors. Un domini és el que conté les lamines beta
de colors blavosos, i I'altre el que conté les lamines beta de colors vermellosos.

10. INTERACCIO GH-GHR

Tot i que les superficies d’unid entre lligands i receptors sén extenses, la major part
de lI'energia d’unid es desenvolupa a través d’interaccions d’un nombre relativament
petit de residus de cada molécula (Kossiakoff et al., 1994).

Els estudis de mutageénesi realitzats han demostrat que l'activacié del receptor és
un procés seqliencial on el primer pas consisteix en la unié de la molécula hGH a
través del lloc 1 (site 1) al receptor. Un cop s’ha format el complex 1:1, una segona
molécula de receptor s’uneix al lloc 2 (site 2) de la hGH, unint-se al mateix temps a
I'altra molécula de receptor (de Vos et al., 1992; Cunningham i Wells, 1993).
Aquesta hipotesi es va deduir del fet que mutacions produides en el lloc 2 no
disminuien la capacitat de la proteina de formar els complexes 1:1. El pas del
complex 1:1 al complex 1:2 es realitza mitjancant un canvi de conformacié. Un
element molt important per a la unié de la segona molécula de GHR és que es
forma un complex molt estable entre les dues molécules de receptor a través de la
lamina B de I'extrem C-terminal. Aquesta unié es realitza mitjancant ponts

d’hidrogen i interaccions de Van der Waals.
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Tots els estudis que s’han fet sobre interaccions de la hGH amb els seus receptors
s’han fet utilitzant les porcions extracel:lulars i no mitjangant estudis d’unié en
cel-lules. Tant I'hnormona hGH com el receptor hGHR sén proteines recombinants
gue s’han obtingut mitjancant I'expressié in vitro en Escherichia coli. A les Figures
11A i 11B es mostra l'estructura dels dos receptors de GH (11A), i també quan

interaccionen amb el seu lligand, I'hormona GH (11B).

11A 11B

ECD1 ECD2

Figures 11A i 11B. Receptor de GH. ECD: domini extracel-lular. A: les dues molecules de
GHR, B: les dues molécules de GHR i la molécula de GH (de color verd). Amb un cercle de
color negre es mostra la zona d’interaccions entre les dues molécules de receptor.

Hi ha 6 ponts d’hidrogen entre els dos ECDs (dominis extracel-lulars) (Taules 2A i
2B). Marcat amb una ratlla taronja es mostren els aminoacids que interaccionen

mitjancant pont d'hidrogen.

2A 2B

(A% ECD1 ECD2  (R?)
100 Y200 Y200 110
20 D152 D152 40
40 5201 S201 50
65 H150 N143 60
10 N143 H150 40
40  S145 146 0
75  L146 47 0
80  T147

Taules 2A i 2B. Interaccions entre els aminoacids dels dominis extracel-ulars ECD1 i ECD2.
També es mostra la superficie que ocupa cada residu en la zona d‘unié entre els dos
receptors. (Taula extreta de Bernat et al., 2003)
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També s’han caracteritzat els ponts d’hidrogen existents entre les molécules de
GHR i la molecula de GH. De Vos et al., I'any 1992 van determinar els enllagos

existents entre la molecula de GH i la de receptor (GHbp) (Taules 3A i 3B):

3A 3B
Lloc 1 Lloc 2
GH GHbp GH GHbp
K41 E127 N12081 | R43Nn2
Q46 E120 N12Ns2 | D126
P61 1103 R16 E44
R167Nnl | E1270¢1 R19 Q166

R167Nn2 | E1270¢1

K168 W104
D171 R43Nn2
T175 R43Nn1
R178 1165

Taules 3A i 3B. Interaccions per pont d’hidrogen per part de la proteina GH amb la
molecula de GHbp (GHR), ja sigui pel lloc 1 d’uni6é o pel llloc 2. Taula extreta de de Vos et
al., 1992.

Bernat et al., I'any 2003 utilitzen la tecnologia d’Alanine-Scaning mutagenesis, que
consisteix en mutar individualment cada residu de la proteina a Alanina i comprovar
I'efecte produit per aquesta mutacié. Aplicada al ECD1, es posa de manifest que
son tres els residus que dominen l|'energia d‘unié entre les dues molécules de
receptor: S145%'A (disminueix unes 70 vegades el binding amb l'altra molécula de
receptor), T147%A (disminueix unes 40 vegades el binding) i Y200'A (que ho
disminueix unes 20 vegades). Com que aquest Ultim residu conté un grup hidroxil
que no forma cap pont d’hidrogen, I'efecte observat en aquesta Ultima mutacié és
degut a la perdua de l'energia de Van der Waals de I'empaquetament de la zona
hidrofobica d’aquest residu. Les altres dues mutacions produeixen un pérdua de
ponts d’hidrogen entre les molecules, la qual cosa significa que els ponts d’hidrogen
ajuden a estabilitzar les molécules. El mateix experiment en ECD2 posa de manifest

que els aminoacids més importants en aquesta molécula sén D152 i Y200.
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El treball de de Vos et al., 1992 mostra que els dos receptors utilitzen la mateixa
zona d’unidé per unir-se a I’hormona de creixement per dos llocs diferents. Aquest
fet provoca la diferent afinitat de I'hormona per un receptor o l'altre. Aixo
presumiblement juga un paper important en la regulacié de l'activitat biologica. El
fet d’'unir-se a I'hormona per dos llocs diferents utilitzant el mateix lloc d’unié
provoca que hi hagi significants canvis conformacionals locals.

Com ja s’ha comentat, a la proteina GH hi ha dues zones d’unié a la molécula de
receptor GHR (Figura 12). La primera (lloc 1) esta formada pels residus de les cares
exposades de les hélix 4 (majoritariament) i de I’hélix 1. També hi participen alguns
residus d’aminoacids que connecten la regié entre I'hélix 1 i la 2. El segon lloc
d’unié al receptor es composa dels residus exposats de les hélixs 1 i 3 (de Vos et
al., 1992).

HELIX 4

Figura 12. Dos llocs d’unié al receptor de GH (sitel i site2). Extret de Cunningham et al.,
1991b.

Wells et al., I’'any 1996 van estudiar la cinética de la unié de GH al receptor a través

del Site 1 un cop l'estructura 1:2 va ser resolta per de Vos et al., 1992.

A+B K& A-B (Ka= Kon/Kofr)
Koff
Mitjangant la técnica d’Alanine-Scanning mutagenesis, es va comprovar que els 6
mutants que provocaven un increment en la K, més important van ser P61, R64,
K172, T125 i F176. Aixi doncs, molt pocs residus modulen I'afinitat de la unié entre
hGH i hGHbp, i I'efecte més important que produeixen és que disminueixen la K.

Aguests aminoacids el que fan és mantenir I'hormona unida un cop ha arribat al lloc
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d’unié. L'associacié és controlada mitjancant difusié, la qual és independent de la
composicido dels residus aminoacidics. Aixi doncs, I'hormona troba el receptor a
través d’un procés a l'atzar de rapides col:lisions, i els residus aminoacidics ajuden
a mantenir la unié un cop s’ha arribat al receptor. També es va comprovar que el
85% de l'energia d’unid al receptor la conferien 8 aminoacids de 31 posicions
estudiades (K41, L45, R64, K172, T175, F176, i R 178). Un estudi similar es va
realitzar en el receptor, on es va comprovar que 9 dels 33 residus estudiats
contenien virtualment tota l'afinitat a I'hormona. Aquesta afinitat es va mesurar
utilitzant hGH marcat amb I'?°, i estudiant el desplagament quan s’uneix a hGHbp, i
precipitant el complex amb I'anticos Mab5. En canvi, per analitzar la cinética de la
reaccié es va utilitzar I'espectroscopia LSPR (surface plasmon resonance). Aquesta
tecnologia consisteix en immobilitzar la hGHbp en un biosensor i estudiar els canvis
en lI'index de refraccid quan s’hi uneix I'hormona de creixement. Es va fer la
mateixa técnica que en l'estudi de I'hormona de creixement i es van mutar
individualment tots els aminoacids a alanina. Els aminoacids més importants en el
receptor per a la unié a I'hormona eren R43, E44, 1103, W104, 1105, P106, 1164,
D165 i W169. Les interaccions més importants son les que consisteixen en
contactes hidrofobics (on els aminoacids W104 i W169 son els aminoacids més
importants). També s’han determinat contactes electrostatics entre la R43 del
receptorila D171 i T175 de la hGH (Figura 13).

T175 D171 hGH

HELIX 4

Figura 13. Representacidé grafica dels aminoacids D171 i T175 de la GH que mantenen
contactes electrostatics amb I'aminoacid R43 del receptor (en vermell).

També hi ha contactes entre la porcié alifatica del residu R43 amb els anells indol

de W169 (veure Figura 14). A més a més, el W169 forma part del sandwich produit
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per la R43 del receptor i la R64 de hGH (Clackson i Wells, 1995). Aquest és un
exemple de la importancia de les interaccions alquil-aromatiques tant

intramoleculars com intermoleculars (Clackson et al., 1998).

Figura 14. Sandwich format per I'aminoacid W169 intercalat entre els residus R43 del
receptor i R64 de hGH. En negre es marca el receptor i en verd la GH. En groc es mostren
els aminoacids T175i D171.

Tornant a la seqliéncia del procés d’unié de I'hormona al receptor, s’ha comprovat
que primer s’uneix la hGH pel lloc 1 a una molécula de receptor, la qual cosa
produeix una superficie d’unié de 1350 A%, mentre que la superficie d’unié amb la
hGHbp2 és de 850 A2. En canvi, si hGHbp2 s’uneix a hGH-hGHbp1, hi ha els 850 A2
de la unié hGH-hGHbp2 més 500 A? de la unié hGHbp1l-hGHbp2, amb la qual cosa
sumen uns 1350 A2. Aixi doncs, primer es necessita la unié amb una molécula de
receptor, i seguidament la unié a l'altra molécula de receptor. Amb aixo també es
va concloure que no es formaven oligobmers més grans perqué el receptor utilitza
virtualment el mateix lloc per unir el lloc 1 i el lloc 2 de la molécula de hGH i,
conseqlientment, un receptor només pot unir una molécula d’hormona al mateix
moment.

I finalment, amb tot aixd es pot explicar el fenomen pel qual la GH a concentracions
baixes pot provocar una resposta a través del receptor, mentre que a
concentracions elevades no hi ha prou molécules de receptor lliures per unir-se a

I'hnormona pel lloc 2 i es produeix una inhibicié en el senyal.
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f

T %
[

Figura 15. Model estructural de la hGH segons Cunningham et a/ 1989. Marcat amb un
cercle es senyala el lloc d’'unié 1 al receptor (sitel). Es marquen amb cercles opacs les
posicions on el canvi a alanina redueix l'afinitat per la unié al receptor « , @, ®, ® ,
(respectivament signifiquen una disminucié en l'afinitat per la unié de 2 a 4 vegades, 4 a 10
vegades, 10 a 80 vegades i més de 80 vegades). En canvi, en la posici6 E174 que esta
marcada amb un cercle sense pintar quan és mutada a alanina, s’incrementa més de quatre
vegades |'afinitat a la unio.

El fet que hi hagi un residu en la molécula de GH que en ser mutat a Ala (E174)
incrementi la unid a hGHbp, és explicat per Cuningham and Wells, I'any 1991a,
mitjancant la hipotesi que com que aquest lloc és necessari per la uniéo de hGH a
hPRLbp, per mantenir el doble paper de la hGH (unié a hGHR i hPRLR), I'hormona
compromet aquest aminoacid per la unié de Zinc, que és necessari per |'activacio
de hPRLR, ja que per a l'activacié del receptor de GH no és necessari, al contrari,
en redueix I'afinitat (aixo es dedueix a partir del fet que en mutar per Ala augmenta
I’afinitat, aixo vol dir que I'aminoacid Glu és menys eficient que I’Ala en aquesta
posicié per unir-se al GHR) (Figura 15). També queden reflectits a la Figura 15
guins son els residus que es troben a la part interior de I'hélix i quins es troben a la
part exterior de I'hélix i per tant juguen un paper més important en la unié amb el

receptor.
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11. STATS5B

Ambrosio et al., van clonar el gen STATS5B i van identificar dues variants dels
transcrits que se’n derivaven de l'expressio del gen. Aquestes seqliéncies només
variaven en la regié no codificant de les regions promotores. La proteina que se’n
derivava tenia 787 aminoacids, amb una regié6 N-terminal amb un domini d'unié a
I’ADN, seguit d’una regié de 4-helixs bundle, una altra regié d'unié a I’ADN, una
regié connectora, un domini SH2, i un domini C-terminal de transactivacio.

La GH s’uneix a GHR, activant la tirosina kinasa JAK2, i altres proteines cel-lulars,
incloent els membres de la familia STAT (signal transducers and activators of
transcription). La hipotesi sobre la qual s’estudia és que quan la GH s’uneix al
receptor i activa la tirosina kinasa associada al receptor (JAK2), aquesta fosforila
els residus tirosil del receptor. Aquestes tirosines fosforilades, o en altres casos les
tirosines fosforilades de JAK2, serveixen com a llocs d’unié per les proteines Stat.
Aquestes proteines son fosforilades per Jak2 en els residus tirosil, i transloquen al
nucli, on s’uneixen a I'’ADN i promouen |'activacié transcripcional dels gens. GH
activa les proteines Stats 1, 3 i 5. En resposta a GH, Stat5 ha estat implicat com a
factor transcripcional dels gens p-caseina, Spi2.1, P450-3A10A/6Bp-hidroxilasa, i
insulina-1 (Smit et al. 1997; Galsgaard et al., 1996).

Estudis amb ratolins han demostrat que els animals knock-out per Statba i Stat5b
moren en néixer o abans de fer-ho (Snow et al., 2003; Yao et al., 2006).

També s’ha estudiat el cas d’un pacient descrit per Kofoed et al., I'any 2004 el qual
tenia les caracteristiques cliniques i bioquimiques d’insensibilitat a la GH, perd que
tenia el gen GHR normal, i en canvi tenia una mutacié en homozigosi (A630P) en el
gen STAT5B. Aquest pacient tenia una combinacié de fenotips. Tenia insensibilitat a
la GH i immunodeficiéncia, consistent en un defecte en el sistema JAK/STAT.

Per tant, estudiar I'expressié de Stat5B sera util per estudiar la bioactivitat de les

proteines recombinants.

12. IGF1
L'IGF1 (insulin-like growth factor 1) és un péptid de 70 aminoacids, amb un pes
molecular d'uns 7,6 kDa (Rinderknecht and Humbel, 1978). L'IGF1 forma part de la

familia de les somatomedines o IGFs, i son una familia de péptids que juguen un

paper important en el creixement i desenvolupament dels mamifers. Hi ha dos
IGFs: I'IGF1 i I'lGF2 (Rotwein, 1986; Rosenfeld, 2003).

Rotwein et al. en utilitzar un sonda oligonucleotidica sintética per fer un screening
en una llibreria de cDNA de fetge huma, van trobar dos cDNA que codificaven per 2

precursors de proteina IGF1. Tenien 153 i 195 aminoacids, i els van anomenar
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IGF1A i IGF1B, respectivament. Aquests autors van concloure que els dos ARN
missatgers d’IGF1 resultaven del processament alternatiu d’'un Unic gen. El gen
IGF1 té 5 exons. Els exons de I'1l al 4 codifiquen per I'IGF1B, i els exons 1,2,3 i 5
codifiquen per I'IGF1A.

Quan I'IGF1 es troba en circulacié, aguest esta predominantment unit a les IGFBPs,
les quals prolonguen la vida mitja dels IGFs, i a més a més tenen un paper
important a I'hora de distribuir les molécules pels diferents teixits. L’Organ
productor d’'IGF1 per excel-léncia és el fetge (fins el 75% de la produccié Sjogren et
al., 1999; Yakar et al., 1999), pero la GH també indueix I’'expressié d’IGF1 en altres
teixits com els condrocits del cartilag de creixement.

Els ratolins knock-out en IGF1l tenen un retard important en el creixement
esquelétic aixi com també defectes en el desenvolupament neuronal, indicant que
I'IGF1 podria tenir un paper especific en el creixement axonal i en la mielinitzacié
(Ye et al., 2002). A més a més, la mortalitat neonatal és important, indicant que el
defecte d'IGF1 pot ser letal inclis en humans (Liu et al., 1993). El pacient huma
descrit per Woods et al., lI'any 1996 amb una delecié parcial del gen IGF1
presentava no solament un retard intrauteri i postnatal del creixement siné també
sordesa nerviosa i altres defectes del desenvolupament neuronal.

Aixi doncs, és molt util estudiar I'expressido d’aquest gen per avaluar la bioactivitat

de les proteines hGH recombinants produides al laboratori.

13. IGF1R

Aguesta molécula és una proteina de 1367 aminoacids incloent un péptid senyal de
30 aminoacids (Ullrich et al., 1986). L'estructura de I'IlGF1R és molt similar a la del
receptor d’insulina, i a nivell d’'aminoacids comparteixen un 60% d’homologia (Le
Roith et al., 2001).

Es un receptor transmembrana i s’activa per IGFI i IGF-II. Pertany a la familia dels
receptors tirosin kinasa.

Un cop s’ha estimulat aquest receptor, s’activen molts senyals cel-lulars que, en
conjunt, produeixen senyals que disminueixen |‘apoptosi cel-lular i, en canvi,
augmenten la proliferacié cel-lular (Le Roith et al., 2001).

Estudis realitzats per Liu et al., I'any 1993, on produeixen ratolins deficients en
IGF1R, mostren que aquests ratolins que no contenen cap copia del gen IGF1R en
els seus al-lels, moren en néixer de fallida respiratoria, i tenen una deficiéncia

severa de creixement (aproximadament el 45% de la talla normal).
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14. ESTUDI D'UN POLIMORFISME DEL RECEPTOR DE GHR: delecid de

I'ex6 3

El polimorfisme d3/fl-GHR [aquest polimorfisme consisteix en la delecid o inclusié
de I'exé 3 en I’ADN d’un individu (Pantel et al., 2000; Urbanek et al., 1992)] s’ha
relacionat recentment amb l'intensitat de la resposta a la terapia amb GH exogena,
tot i que alguns estudis han mostrat una associacié significativa (Dos Santos et al.
2004; Jorge AA et al., 2002, Binder et al., 2006) mentre que d‘altres no
(Carrascosa et al., 2006; Pilotta et al., 2006; Blum et al., 2006).

L'Unic estudi in vitro que ha analitzat la bioactivitat de la GH en funcié dels genotips
per al polimorfisme d3/fl-GHR ha estat el treball de Dos Santos et al., I'any 2004
realitzat en fibroblasts (linia HEK293) transfectats amb les isoformes d3-GHR i fl-
GHR: els cultius de cel-lules contenint la isoforma d3-GHR presenten una major
resposta a la GH per a activar el gen luciferasa. Malauradament aquest resultat no
ha estat per ara confirmat per cap altre estudi realitzat en cél-lules humanes en

funcio dels genotips de GHR.

Per aix0 és d'interés estudiar aquest polimorfisme del gen del receptor de GHR en
cultius de cél-lules humanes per veure si el patré de polimorfismes d’aquest gen té

alguna implicacio en la resposta a la GH.

15. ESTUDI DELS ELEMENTS DE RESPOSTA EN REGIONS
PROMOTORES DELS GENS EN ESTUDI

Per tal d’analitzar els resultats dels experiments in vitro realitzats amb les proteines
recombinants que contenen canvis en la seqléncia d’aminoacids, es mesura
I'expressié dels gens GHR, IGF1R, STAT5B i IGF1 en preséncia o absencia de
Vitamina D combinat amb les hormones de creixement recombinants o bé
comercial. Es interessant estudiar els promotors d‘aquests gens estudiats, per
veure si realment contenen elements de resposta que puguin ser Utils per entendre
els resultats obtinguts. Aixi doncs, s’utilitza el programa MatInspector. La pagina
web on es troba és la seglient: http://www.genomatix.de/matinspector.html
(Quandt et al., 1995; Cartharius et al., 2005).

Aquest programa i altres programes permeten predir el potencial d’una seqliéncia

per unir un factor de transcripcid, perd no poden predir la funcionalitat del lloc
d’unid. La funcionalitat d’un lloc d’'unié només pot ser predita mitjangant técniques

de laboratori, ja que aquests programes informatics sén aproximacions teoriques.
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Objectiu general

Analitzar entre la poblacié de pacients amb retard cronic de creixement si

existeixen anomalies en la seqléencia del gen GH1 i dintre de les anomalies

detectades, analitzar les degudes a canvi d’aminoacid en la molécula de GH.

Objectius concrets

1.

Establir el mapa de SNPs en el gen GH1 en la poblacié control amb talla
adulta compresa entre -2 SDS i +2 SDS.

Sequenciar el gen GH1 en dues poblacions de pacients amb retard cronic de
creixement i detectar possibles mutacions que prediguin canvi d’aminoacid:
a) pacients de I|'Hospital Materno-Infantil Vall d’'Hebron amb retard de
creixement, deficiencia de secreci6 de GH i/o resposta adequada al
tractament amb GH i b) pacients amb retard intrauteri del creixement

(RIUC), talla baixa i sense deficiencia de secrecié de GH.

Posar a punt la metodologia per a I'analisi dels transcrits de GH1 expressats
en leucocits de sang venosa periférica i descriure els patrons en controls

normals i en pacients seleccionats.
Realitzar I'estudi informatic de I'efecte dels canvis d’aminoacid detectats en
pacients sobre |'estructura de la proteina GH i la seva interacci6 amb el

receptor de GH (GHR).

Posar a punt la tecnologia per a l'‘obtenci6 de proteines recombinants i

obtenciéo de GH normal i mutants d’aminoacid.

Posada a punt de models in vitro per a l'estudi de la bioactivitat de les GH

recombinants i analisi de la bioactivitat de GH normal i mutants.

Analitzar l'interrelacié entre els resultats dels estudis in vitro i els fenotips

dels pacients.
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1. CARACTERITZACIO DELS POLIMORFISMES DEL GEN GH1 D'UNA
POBLACIO DE CONTROLS AMB TALLA NORMAL I SEQUENCIACIO
DEL GEN GH1 EN UNA POBLACIO DE PACIENTS AMB RETARD
CRONIC DEL CREIXEMENT, DEFICIENCIA DE GH I/0 RESPOSTA

ADEQUADA AL TRACTAMENT AMB GH I EN UNA POBLACIO DE
NENS AMB RETARD DE CREIXEMENT INTRAUTERI I TALLA BAIXA

Part d’aquest treball ha consistit en caracteritzar el patré de polimorfismes a la
nostra poblacid no només del promotor del gen, sind que també de la resta del gen.
Per fer aix0 s’ha buscat un grup control de persones amb fenotip normal per a la

talla i s’'ha analitzat el gen GH1.

1.1 Subjectes
1.2.1 Controls

La poblacié control consta de 307 persones (164 dones i 143 homes) que tenen una
talla adulta compresa entre -2 SDS i 2 SDS respecte la talla mitja corresponent al
seu sexe en la nostra poblacié (Esteban et al., 2006). A aquestes persones se’ls van
extreure 3 ml de sang (en un tub que contenia EDTA). La sang va ser
emmagatzemada a -20°C, i es va analitzar en el transcurs dels mesos posteriors.
En tots els casos es va obtenir el consentiment informat. El protocol va ser aprovat
pel Comité d’Etica de I’'Hospital Vall d’Hebron i forma part del Projecte FIS PI
020803/2002 “Caracterizacién molecular del gen GH1 en pacientes con déficit
aislado idiopatico de GH y en pacientes con retraso crénico de crecimiento y buena

respuesta al tratamiento con GH exdgena”.

1.2.2 Pacients de I'Hospital Materno-Infantil Vall d’'Hebron

S’ha sequenciat el gen GH1 en 475 pacients index amb retard de creixement,
deficiencia de secrecié de GH i/o resposta adequada al tractament amb GH. El
protocol va ser aprovat pel Comité d’Etica de I'Hospital Vall d’Hebron i forma part
del Projecte FIS PI 020803/2002 “Caracterizacion molecular del gen GH1 en
pacientes con déficit aislado idiopatico de GH y en pacientes con retraso crénico de

crecimiento y buena respuesta al tratamiento con GH exdgena”.

1.2.3 Pacients amb retard intrauteri del creixement (RIUC),

talla baixa i sense deficiéncia de secrecié de GH

En el marc de I’Assaig Clinic multicentric d’ambit nacional amb nimero de Registre

56/2001 “Estudio de eficacia y seguridad de Genotonorm® en pacientes de talla

37



SUBJECTES I METODES

baja con antecedentes de retraso de crecimiento intrauterino (RIUC). Evaluacién

I"

genético-molecular y bioquimico-hormonal”, es va seqlienciar el gen GH1 en 253
pacients que amb l'antecedent de RIUC, tenien talla inferior a -2 SDS i en un test

de secrecidé de GH no eren deficitaris.

1.2 Aillament de I’'ADN

Per fer I'extraccié de I’ADN (acid desoxiribonucleic) de sang congelada s’utilitza un
meétode basat en un lisat inicial dels eritrocits deixant intactes els leucodcits, un
segon lisat i finalment la solubilitzacié dels leucocits i els seus nuclis. Seguidament
es fa una digesti6 amb RNAsa, després es precipiten les proteines cel-lulars
mitjancant una precipitaci6 amb sal i finalment I’ADN és concentrat i dessalat
mitjancant una precipitacié amb isopropanol. S'utilitza e/ Wizard® DNA Purification

Kit de Promega.

1.3 Amplificacié del gen GH1 a partir de I’/ADN genomic

S’amplifica el gen de I'hormona de creixement (GH1) mitjangant la tecnologia
nested-PCR. Primer s’‘amplifica el gen sencer, i després cinc reaccions que
amplifiquen el gen en 5 parts que se solapen parcialment. S’obtenen fragments de
tamany apropiat per aplicar una seqienciacié automatica sense purificacié préevia.
Degut a l'alta homologia del gen GH1 amb els altres quatre gens del clister, és
dificil dissenyar encebadors per amplificar el gen d’interés sense l'interferéncia dels
altres quatre. Es per aix0 que es decideix utilitzar la técnica de nested-PCR per
amplificar aquesta regié amb més especificitat que no pas es faria amb una reaccid
de PCR normal. D’aquesta manera s’enriqueix la mostra en el segment d’ADN
genomic que conté GH1, i el producte de la primera amplificacid serveix per
realitzar les reaccions nested. Finalment es procedeix a seqlienciar el gen sencer

per analitzar tota la seqliencia nucleotidica.

1.3.1 Primera reaccio de PCR

La PCR va ser desenvolupada per Kary Mullis a mitjans dels anys 80. Amb aquesta
técnica tan revolucionaria en el seu moment, el que s’aconsegueix és produir
moltes copies d’una seqlieéncia especifica que procedeix d’'una barreja d’ADN sense
haver de clonar. Aixi doncs, s’obté I'amplificacio selectiva de les sequéncies d’ADN.
El punt de partida d’'una PCR és tenir un ADN motlle que conté la seqliéncia d’ADN
a ser amplificada i un parell d’encebadors (seqliéncia d’oligonucleotids anomenats

encebadors) que flanquegen la seqlieéncia d’ADN d’interés.
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El procediment general per fer una reacci6 de PCR consisteix en la repeticido de

cicles que es divideixen en les seglents etapes:

Desnaturalitzaciéo de I’ADN a cadenes simples: mitjancant una incubacié
a 940°cC.

Hibridacié dels encebadors especifics que flanquegen la seqliencia d’ADN
a ser amplificada; la temperatura depen de la seqléncia dels
encebadors.

Extensio de la cadena copia: a partir dels encebadors amb I'enzim DNA
polimerasa.

Aguest procés es repeteix el nimero de cicles que interessi i finalment hi

ha una etapa d’extensio final a 72°C.

La primera PCR (on s’utilitza com a motlle ’ADN gendomic) es va fer del gen sencer,

i s'utilitza el sistema XLTaq (rTth ADN Polymerase) de Applied Biosystems.

S'utilitza aquesta Taq, ja que s’havia d’amplificar un producte molt llarg (1650

nucleotids). La rTth DNA Polimerasa, (XL extra long), és una polimerasa ultra pura,

i termoestable. Esta especialment formulada per donar grans quantitats de dos

tipus d’activitat: la 5-3° ADN polimerasa i la 3’-5" exonucleasa (proofreading).

Permet aconseguir un increment en la fidelitat, la qual cosa és important per a la

deteccié de mutacions i polimorfismes, i una millor proporcié de productes de PCR

llargs. Utilitza un tampo6 que conté tamp¢ tricina, acetat de potassi, glicerol i DMSO.

Es comprova el resultat en un gel d’agarosa.

Els components de la mescla de reaccié estan indicats a la Taula 4:

Components Concentracio Final
ADN genomic 50 ng d’ADN
Tampd 3.3X XL Buffer II 3ul
Mg(OAc),; 25mM 0,9 mM
Encebador sentit 100 uM 0,27 uM
Encebador antisentit 100 uM 0,27 uM

rTth ADN Polimerasa 2 U/ul 0,4U
GeneAmp 10 mM dNTP Blend 0,54 mM

H20 5,5 ul

Volum Total 11 pl

Taula 4. Components utilitzats a la reacci6 de PCR i concentracié final de la mescla de

reaccio.
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Els encebadors utilitzats per la primera reaccié de PCR es troben indicats a la Taula
5:

Nom Sentit/antisentit Localitzacio al GenBank (GI:183148)
1s sentit 4156-5'-ACGGTCCGCCACTACGCCCAGC -3'
1a antisentit 6948-5'-TGCAGTGAGCCAAGATTGTGCC -3'

Taula 5. Encebadors dissenyats utilitzant el nUmero d’accés del GenBank (GI:183148). El
numero davant la sequiiéncia nucleotidica de I'encebador correspon al nimero de localitzacio
dins el GI 183148.

Tots els encebadors utilitzats en aquest projecte son oligonucleotids liofilitzats i

purificats mitjancant HPLC de la casa comercial ROCHE.

El programa de cicles de temps/temperatures dissenyat per a fer aquesta reaccié al
termociclador GeneAmp PCR System 2700 d’Applied Biosystems és el seglent
(Taula 6):

40 CICLES
DESNATURALITZACIO DESNATURALITZACIO HIBRIDACIO I EXTENSIO EXTENSIO FINAL
5 min 94°C 1 min 94°C 3 min 30 seg 72°C 7 min 72°C

Taula 6. Cicle de temps i temperatures realitzats per dur a terme la reaccié de PCR.

1.3.2 Segona reaccio de PCR (Nested PCR)

La primera reaccido de PCR amplifica el segment desitjat amb alta especificitat pero
baix rendiment. La segona reaccié de PCR ddna fragments abundants per a poder

seqlenciar sense haver de purificar.

Per fer les cinc reaccions nested, s’utilitza la tag Polimerasa de ECOTAQ (Ecogen).
Aguest sistema utilitza una Taq polimerasa i utilitza un tamp6 que conté (NH4),S0,
160 mM; TRIS-HCI 670 mM (pH 8,8 a 25°C); 0,1% Tween-20.

Es comprova el resultat en gel d'agarosa.

A les Taules 7 i 8 es mostren els components utilitzats per a fer les reaccions de

PCR aixi com els encebadors dissenyats:
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Components

Concentracio Final

Producte de la 1@ amplificacid
Tampo 10X

MgCl, 50 mM

Encebador sentit 100 uM
Encebador antisentit 100 uM
Taq (5U/pl)

dNTPs (100 mM)

H,0

Volum Total

0,5 pl de la reaccié anterior

2 ul

1,5 mM

0,3 mM

0,3 mM
0,4U

0,2 mM
16 ul
20 pl

TauI§,7. Components utilitzats a la 22 reaccié de PCR i concentracio final de la mescla de
reaccio.
Nom Sentit/antisentit Localitzacio al GenBank (GI:183148)
A sentit 4573-5'AAGGGGAGAGCAAAGTGTGG-3'
N antisentit 5068- 5'-TGACGGGCTTGTGCTAAT-3'
B sentit 4983- 5-GGGAAGGGAAAGATGACAAG-3’
L antisentit 5583-5'-GGATAAGGGAATGGTTGG-3’
C sentit 5469-5'-TCTGTTGCCCTCTGGTTTC-3’
K antisentit 6157- 5’- GGCGAAGACACTCCTGAG-3’
D sentit 5843- 5'-TGGTGGGCGGTCCTTCTC-3’
I antisentit 6601- 5-AGCCCGTAGTTCTTGAGTAG-3’
F sentit 6229- 5'-AACGCTGATGGGGGTGAGG-3’
P antisentit 6948-5'-TGCAGTGAGCCAAGATTGTGCC -3'

Taula 8. Encebadors utilitzats per amplificar el gen GH1. Es va utilitzar la seqliéncia
introduida per Chen et al amb numero d'accés al GI1:183148 ([Human growth hormone (GH-
1 and GH-2) and chorionic somatomammotropin (CS-1, CS-2 and CS-5) genes, complete cds
gi|183148|gb|J03071.1|HUMGHCSA[183148]]). El nimero davant la seqliéncia nucleotidica
correspon a la localitzacié al GenBank (GI183148). Es tracta de la seqliéncia nucleotidica
dels 5 gens del tandem, que permet localitzar els encebadors per amplificar el gen GH1
sense que s’amplifiquin els altres gens del tandem.

A la Figura 16 es mostra la seqliéncia de referéncia del gen GH1 i la localitzacié dels

encebadors utilitzats per fer les reaccions de PCR.
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PROMOTOR

INTRO 1

INTRO 2

INTRO 3

INTRO 4

4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841

agctggggca
aatgctcagg
gaactgcatc
ctgaatcgtg
acacattctg
agaatgggat
gttcaggttg
acaagttggg
gtgggaaggg
taaattatcc
gtgggggcaa

caaggatccc

ataccttgag
gaaaggggag
cagctgactc
ctcacaaccc
tctggtgggt
gtggtcggta
gccaccatgg
tggtatctct
aaagatgaca
attagcacaa
cagtgggaga

aaggcccaac

ggcaBEGEEENEEEg  taagc

gaggcagcga
tgagtatcgc
ggatggagag

cggctcccte

cctgtagatg
catgtaagcc
agaaaaacaa

tgttgcccte

tctgggttct
agcaaagtgt
aggctgaccc
ccacaatcta
ggaggttaaa
gggggtctca
cctgcggcca
ggctgacact
agccaggggg
gcccgtcagt
gaaggggcca
tccccgaacc
gcccctaaaa
ggacgggggc
cagtatttgg
acagctcctg

tggtttctcc

tcgtccccag
ggggttggtt
aggagtcctc
ttggctgtgc
catgcgggga

ggacctgggg
ctctctagtg
agcagaagtg
ttggcccecctt
ggaggaaagg

gagccccagce
gtcagtgttg
gaattcagga
ttcccaacac

gataggatag

aggactgget atcctgacat cettctccge

gagggcaccc

ctgtgcacaa
catgatccca
ggccccatgce
ggltataaaaal
actcagggtc
tccectttggg
actaaccctc
ccaatctcag

gagcagggag

acgtgaccct
ccctcacaac
gcatgtgtgg
ataaatgtac
gggcccacaa
ctgtggacag
cacaatgtgt
aggtttgggg
aaagctcctg

agtgctggcc

taaagagagg
actggtgacg
gaggagcttc
acagaaacag
gagaccagct
ctcacctagc
cctgagggga
cttctgaatg
gtccctggag
tcttgctctce

“oigetece ggacgtcect getcctgget

Etggectge tctgectgec ctggettcaa gagggeagty cettcccaac cattecctta

gtgactttcc

agcgaaaatg

agctggtctc

ggtgaggatyg
agagaaacac
ttcttcattt
aaaatgaatg

ccttcacttt

cccgctggga
caggcagatg

cagcgtagac

gcgccagggyg
tgctgccectce
cccctecgtga

aatgagaaag

ctcttgggga
aataagagga
agcacacgct

cttggtgggc

atgggtgcge
ggagactaag
gagtgaggtt
ggtccttctc

atcaggggtg
gagctcaggg

cccagaaaag

gcaggaaggg
tttttcccga

taacaatggg

©1 1igaagaa gcctatatce
caaaggaaca gaagtattca ttcctgcaga acccccagac ctccctctgt ttctcagagt
ctattccgac accctccaac agggaggaaa cacaacagaa atceil i nliolo
tccccaggecg gggatggggg agacctgtag tcagagcccc cgggcagcac agccaatgcec
cgtecttece ctgcagdacoNtagagetgotlccgeateteclctgotgotcaltecagtogts
getggageee gtgeagttec tcaggagtgt cttcgecaac agectygtyt acggegecte
tgacagcaac gtctatgacc tcctaaagga cctagaggaa ggcatccaaa

tccccaatcce tggagcccca ctgactttga

tttttagcag [ -

atcctccagg cctttctcta caccctgaag

ggagggaaca gtacccaagc gcttggcctc
aggctg gaagatggea geccccggac tgggeagatc ttcaagcaga
cctacagcaa gttcgacaca aactcacaca acgatgacge actactcaag aactacggge
tgctctactg cttcaggaag gacatggaca aggtcgagac attcctgege atcgtgcagt
geegetetgt ggagggeage tgtggettcft agetgecegg gtggeatcee tgtgaccect
ccccagtgee tetectggee ctggaagttg ccactccagt geccaccage cttgtcctaa
_gcatcatt ttgtctgact aggtgtcctt ctataatatt atggggtgga
ggggggtggt atggagcaag gggcaagttg ggaagacaac ctgtagggcc tgcggggtct

cgctgatggg
gagctgtgtt
actcacctta

gggagggagg
tccttectcett

ENCEBADOR A
—

ENCEBADOR P2
—

ENCEBADOR B
—

ENCEBADOR N
4—

ENCEBADOR C
—

ENCEBADOR L
«—

ENCEBADOR D
—

ENCEBADOR K
«—
ENCEBADOR F
—

ENCEBADOR P24
—_

ENCEBADOR I
4—

Figura 16. Seqlténcia nucleotidica del gen GH1 introduit al GenBank amb un ndmero d’accés
183148. Subratllat de diferents colors es troben els exons. En groc, s’han assenyalat les
seqléncies on anellen el encebadors utilitzats per a les reaccions de PCR.
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El programa de temps i temperatures esta indicat a la Taula 9:

40 CICLES
DESNATURALITZACIO  DESNATURALITZACIO HIBRIDACIO EXTENSIO EXENSIO FINAL
5 min 94°C 1 min 94°C 30 seg 58°C 1 min 72°C 7 min 72°C

Taula 9. Cicle de temps i temperatures per dur a terme la 22 reaccié de PCR.

1.4 Separaciéo dels productes obtinguts per electroforesi en gels

d’agarosa

Es fan servir gels d’agarosa comercials al 1,2% per visualitzar els productes de la
PCR i assegurar que el tamany de les bandes corresponen a l'esperat.

Els gels d’agarosa s’utilitzen quan el tamany del transcrit és gran, el poder de
separacio és inferior al dels gels de poliacrilamida, perd en canvi, tenen un rang de
separacido més gran (va dels 200 pb als 50 kb). S’aplica un voltatge de 120V durant
10 min. Vam utilitzar el sistema Ready-To-Run (Amersham Pharmacia Biotec).
Aguests gels contenen 0,5 pg/ml de Bromur d’Etidi, que serveix com a metode de
visualitzacio dels productes quan s’exposen a una font de llum ultravioleta en un

transiluminador.

1.5 Seqiienciacid

Es va realitzar en un seqiienciador automatic (ABI PRISM® 3100 Avant Genetic
Analyzer d’ Applied Biosystems). El sistema utilitzat va ser el BigDye® Terminator

v3.1 Cycle Sequencing kit d’Applied Biosystems.

La seqlienciacié de I’ADN es basa en que la DNA polimerasa pot incorporar analegs
de les bases nucleotidiques a la cadena d’ADN. El meétode dels dideoxi
(desenvolupat per Sanger et al., 1977) utilitza com a substrats els 2/,3'-
dideoxinucleotids. Quan un dideoxinucleodtid és incorporat a I'extrem 3’ de la cadena
que s’esta sintetitzant, I'elongacié s’'acaba selectivament a les A (adenina), C
(citosina), G (guanina) o T (timina), segons quin sigui el dideoxinucleotid que
s’hagi incorporat, perqué a la cadena li manca el grup 3’-hidroxil, i no pot seguir
creixent.

El metode utilitzat és el marcatge dels terminadors amb un color diferent i
fluorescent. Aixi cada terminador emet una ona de longitud diferent quan és

excitada per un laser.
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1.5.1 Seqiienciacio ciclica

Es tracta de fer successives rondes de desnaturalitzacio, hibridacid i extensié en un
termociclador. El resultat és un producte lineal. Cada cop que per atzar s’afegeix un
terminador (un dideoxinucleodtid), es para la reaccidé d’amplificacié i es torna a
comencar (Figura 17). D'aquesta manera, al final es tindran tots els tamanys que hi
hagi (tants com nucleodtids tingui el producte que es vulgui seqlenciar).
Seguidament s’injecten els productes en una electroforesi capil-lar i es separen per

tamany.

Hibridacié 50-55°C |‘

Extensié 60-70 °C

PRODUCTES

“a

A C[®
A C C|G]
ACCG

ACCGTIN

Desnaturalitzacio
95 oC

o O
Os

Figura 17. Representacié esquematica del procés de seqiienciacié automatica.

L'enzim utilitzat per a la seqiienciacié és I’AmpliTag® DNA polimerasa FS. Aquest
enzim és una mutant de la Thermus aquaticus (Taq) DNA polimerasa. Aquest canvi
resulta en una menor discriminacié dels dideoxinucledtids de manera que encara hi
ha una major intensitat de pic a I'electroforesi.

Aguesta Taq també té una mutacié puntual a I'extrem amino terminal, que fa que
no tingui activitat 5-3’ nucleasa. Aix0 elimina artefactes produits per |'activitat
exonucleasa.

Els terminadors utilitzats (Big Dye d’Applied Biosystems) per fer les reaccions de
seqléncia tenen una estructura que consta d’un terminador que conté un donador
de fluoresceina, lligat a un dels quatre terminadors amb diclororodamina
(dRodamina) i que sén acceptors. La longitud d’ona d’excitacié correspon a la de
cada donador de fluoresceina, mentre que |'espectre d’emissié correspon a la de

I'acceptor que conté dRodamina. El terminador donador és optimitzat per absorbir
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I'energia d’excitacié que exerceixen els ions d’argé del laser que té el seqiienciador

d’ADN. A la Taula 10 es mostra la relacié de terminadors utilitzats:

Terminador

Acceptor Dye

A

C
G
T

Dicloro[R6G]

Dicloro[ROX]

Dicloro[R110]
Dicloro[TAMRA]

Taula 10. Terminadors utilitzats per a la seqlienciacié automatica, marcats amb els

acceptors amb dRodamina.

La reaccié de sequéncia es va dur a terme segons les proporcions indicades a la

Taula 11:

Component

Concentracio

Volum

Ready Reaction Premix
BigDye Sequencing Buffer
Encebador

ADN

Aigua

Volum total

2,5X
5X

3,2 pmol

1X

4 ul
2 ul
0,2 ul
1l
13 ul

20 ul

Taula 11. Components utilitzats a la reaccié de seqiiéncia i concentracio final de la mescla

de reaccid.

El programa de cicles de temps/temperatures dissenyat per a fer aquesta reaccio és

el seglient (Taula 12):

25 CICLES

2 min 94°C 10 seg 96°C 5 seg 50°C 4 min 60°C 4°C o

Taula 12. Cicle de temps i temperatures realitzats per dur a terme la reaccié de PCR per a la

seqlienciacio.
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1.5.2 Purificacié dels productes de seqiienciacié: métode de
precipitacié en preséncia de sals

Feta la reaccidé de seqliéncia, es procedeix a la purificacié de I’ADN:

1. Precipitacio i eliminacié dels terminadors. Als 20 ul de reaccié s’afegeix
62,5 ul d’etanol al 100%, 14,5 ul d’aigua i 3 ul d’acetat de sodi 3M.
Incubacié de 15 min.

Es centrifuga durant 20 min a 17000 x g.

Rentat del primer alcohol. S’afegeix 180 pl d’Etanol al 70%.

Es centrifuga durant 5 min a 17000 x g.

o v AW N

Es resuspén en 20 pl de formamida (Applied Biosystems), que és el
vehicle utilitzat per realitzar |'electroforesi capilar al seqlenciador ABI
PRISM 3100.

7. Es desnaturalitza a 95°C durant 3 min i es deixa durant uns quants

minuts en gel.

1.5.3 Deteccidé de canvis en la seqiiéncia de nucleotids

Un cop obtinguda la seqliéncia de nucleotids, s’analitza informaticament mijangant
la seccié6 BLAST del NCBI. Aixi es fa un alineament de la seqliéncia obtinguda amb
la seqliéncia patré amb GI 183148.

Posteriorment, es fa una inspeccié visual amb almenys dues persones revisant els
canvis trobats respecte la sequéncia patro. També es va utilitzar el programa
informatic SegScape d’Applied Biosystems per analitzar automaticament les

seqliéncies obtingudes.
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2. AMPLIFICACIO D’ARN missatger DE GH1

2.1. Subjectes

La poblacid control consta de 25 persones que tenen una talla adulta compresa

entre -2 SDS i 2 SDS respecte la talla mitja corresponent al seu sexe.

Els pacients son nens i nenes d’edats diverses que han consultat per retras de
creixement (talla inferior a -2 SDS, velocitat de creixement disminuida) i que han

respost adequadament al tractament amb GH exogena.

2.2. Aillament d’ARN

Les mostres utilitzades per fer aquest treball procedeixen de sang venosa periférica
recollides en tubs de vidre amb EDTA i processades immediatament.

Per extreure I’ARN de les mostres de sang el primer que es fa és aillar els leucocits.

2.2.1 Aillament de leucocits a partir de sang fresca

L'aillament es fa mitjancant una separacid per gradient de densitat amb

Lymphoprep (GIBCO), segons les instruccions del fabricant.

2.2.2 Extraccié d’ARN total

Per extreure I’ARN total dels leucocits de sang periférica es fa servir un métode
basat en l'extracci6 amb isotiocianat de guanidini combinat amb un meétode de
purificaci6 amb membrana de silica-gel. Es fa amb el sistema RNeasy Mini kit
dissenyat per Qiagen.

Un cop s’han aillat els leucocits de sang periférica es procedeix a lisar-los amb el
primer tampo6 que conté l'isotiocianat de guanidini, i aleshores es procedeix a la
resta de l'extracci6 o es guarda a -20°C si no es processen les mostres aquell
mateix dia. Aquest sistema recomana el tractament amb DNAsa per eliminar
qualsevol traca d’ADN que pogués quedar a les mostres. Es segueixen les

instruccions que recomana el proveidor. L'ARN s’emmagatzema a -200°C.
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2.3. Amplificacio de ’/ARNm mitjancant la técnica de RT
(Retrotranscripcid) i posterior reaccié de PCR

2.3.1 Retrotranscripcio

La retrotranscripcio es va fer amb el sistema de la TagMan ReverseTranscription
Reagents (Applied Biosystems). Aquest sistema conté la MultiScribe™Reverse
Transcriptasa per la sintesi de la primera cadena de cADN.

Les quantitats que s’utilitzen sén les indicades a la Taula 13:

Mescla 1X Concentracio final
10 X TagMAn Buffer 10 ul 1X
25 mM MgCl, 22l 5,5 mM
dNTPs 20 pl 500 uM de cada dNTP
Random Hexamers 5l 2,5 uM
ARNsa Inhibitor 2 ul 0,4 U/ul
MultiScribe ReverseTranscriptase (50U/ ul) 2,5 ul 1,25 U/ ul
H,O 19,25 ul -
ARN 19,25 pl 38,5 ul
Volum Total 100 pl

Taula 13. Components utilitzats a la reaccié de retrotranscripci6 de I'’ARN missatger i
concentracio final de la mescla de reaccio.

Els Random Hexamers soén oligonucleotids de sequéncia aleatoria (d(N)s) que

anellen aleatoriament a I’ARN.

A la Taula 14 es mostra el cicle de temperatures necessari per dur a terme la

retrotranscripcio:

10 min 25°C 30 min 48°C 5 min 95°C 4°C oo

Taula 14. Cicle de temps i temperatures realitzats per dur a terme la retrotranscripcié de

I’ARN missatger.

Un cop ja s’ha retrotranscrit I’ARN a cDNA, es fa és la reaccié nested-PCR:
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2.3.2 Reaccions de PCR
12 PCR

Els components de la primera PCR sén els indicats a la Taula 15:

Components Concentracio Final
Tampd 10X 1X

MgCl, 50 mM 1,48 mM
Encebador sentit 10 uM 0,2 uM
Encebador antisentit 10 uM 0,2 uM

Taq polimerasa 5 U/l 0,044 U/ul

dNTPs 100 mM 0,22 mM

Mostra 9 ul de la reaccié anterior
H,0 9,5 ul

Volum Total 22,5 ul

Taula 15. Components utilitzats a la 12 reaccié de PCR i concentraci6 final de la mescla de
reaccidé. S’utilitza el sistema EcoTag de la casa comercial ECOGEN.

I el programa de temps i temperatures és el seglent (Taula 16):

40 CICLES

1 min 94°C

1 min 60°C

DESNATURALITZACIO HIBRIDACIO

EXTENSIO FINAL
7 min 72°C

EXTENSIO
1 min 72°C

Taula 16. Cicle de temps i temperatures realitzats per dur a terme la 12 reaccié de PCR.

232 PCR

Els components de la segona PCR sén els indicats a la Taula 17:

Components Concentracioé Final
Tampod 10X 1X

MgCl, 50 mM 1,48 mM
Encebador sentit 10 uM 0,2 uM
Encebador antisentit 10 uM 0,2 uM

Taq polimerasa 5 U/pl 0,044 U/ul

dNTPs 100 mM 0,22 mM

Mostra 0,1 pl de la reaccid anterior
H,0 18,38 ul

Volum Total 22,5 ul

Taula 17. Taula dels components utilitzats a la 22 reaccié de PCR i concentracié final de la
mescla de reacci6. S'utilitza el sistema EcoTag de la casa comercial ECOGEN.

El programa de temps i temperatures (Taula 18):

40 CICLES |
DESNATURALITZACIO  HIBRIDACIO EXTENSIO EXTENSIO FINAL
1 min 94°C 1 min 60°C 1 min 72°C 7 min 72°C

Taula 18. Cicle de temps i temperatures realitzats per dur a terme la 22 reaccié de PCR.
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A la figura 18 hi ha una representacié grafica del procés de RT i posterior reaccié de

PCR:

.
N7 NN N Ty Aram

Retrotranscripcio

3[

3
Cicle 1

3
Cicle 2 i 3/
posteriors

P
«

l Encebador
, . 5’
Sintesi de la 1a cadena de cDNA
5[
Encebador g
5[
Sintesi de la 2a cadena de cDNA
Encebador
5
5’ 3’
Encebador

cDNA

Figura 18. Representacié esquematica del procés de RT-PCR per a |'amplificacié de I’ARN

missatger.

Aquest treball a l'inici es va basar en el treball realitzat per Binder i Ranke (1995),

on aquests autors amplificaven I’ARNm de GH1 en sang periférica de 10 nens que

tenien IGHD. La finalitat d’aquest treball era detectar mutacions en llocs d’splicing.

Per fer-ho van dissenyar uns encebadors que amplificaven la variant 1 d’ARNm de

GH1, i que al mateix temps també amplificava altres variants de GH1. Aixi doncs, el

nostre treball va comencgar utilitzant aquests encebadors que ja estaven descrits a

la literatura.
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Encebadors

12 Amplificacié

Els que ja estan descrits per Binder i Ranke, 1995 son (Taula 19):

mGH 1S 5" ACGTCCCTGCTCCTGGC GG 3’
mGH 1A 5" GCCCGTAGTTCTTGAGTAGTGCG 3’

Taula 19. Encebadors utilitzats per amplificar els transcrits de GH1 que ja estan descrits a la
literatura per Binder et al. 1995.

Aguests encebadors hibriden a I'exé 2 (mGH 1S) i a I'ex6 5 (mGH 1A). D’aquesta
manera no es pot veure el processament de l'intr6 1. Com que nosaltres voliem
estudiar el processament del gen complet vam decidir dissenyar uns encebadors

que hibridessin a I'ex6 1.

Els encebadors que hem dissenyat nosaltres estan indicats a la Taula 20:

mGH 3S 5" CTCAGGGTCCTGTGGACAG 3’
mGH 3A 5" ATTAGGACAAGGCTGGTGG 3’

Taula 20. Encebadors dissenyats al nostre laboratori utilitzats per fer la primera amplificacié
dels transcrits de GH1.

Aguests encebadors hibriden a I'exé 1 (mGH 3S) i a I'ex6 5 (mGH 3A). D'aquesta
manera es pot estudiar tot I'ARNm complet, i es poden estudiar tots els

processaments alternatius que es produeixin.

22 Amplificacié

Els encebadors que ja estan descrits a la literatura (Binder i Ranke 1995) son els

indicats a la Taula 21:

mGH 2S 5" GCAGTGCCTTCCCAACCATTCCC 3’
mGH 2A 5" TGAGTTTGTGTCGAACTTGC 3’

Taula 21. Encebadors descrits per Binder et a., 1995 utilitzats per fer la nested-PCR d’ARN
missatger de GH1.

Aquests encebadors hibriden a I'ex6 2 i al 5.
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Els encebadors que hem dissenyat nosaltres per a la segona amplificacié sén els

indicats a la Taula 22:

mGH 4S 5" CTCACCTAGCTGCAATGGC 3’
mGH 4A 5" GCACTGGAGTGGCAACTTC 3’

Taula 22. Encebadors dissenyats pel nostre laboratori utilitzats per fer la nested-PCR de
I’ARN missatger de GH1.

Aguests encebadors també hibriden a I'ex6 1 i a I’'exd 5.

I els que son especifics de variant i els de GAPDH, gliceraldehid fosfat
deshidrogenasa (que es fa servir com a control de la qualitat de ’ARNm obtingut)

son els indicats a la Taula 23:

mGH-V2 S 5" CCAGGAGTTTAACCCCCAGAC 3’
mGH-V3 S 5 CCAGGAGTTTAACCTAGAGC 3’
mGH-V4 S 5" GAGTTTAGGCTGGAAGATGG 3’
mGH-V5 S 5" GGCTACAGAGGCTGGAAGATGG 3’
GAPDH-s 5" GAAGGTGAAGGTCGGAGTC 3’
GAPDH-a 5" GAAGATGGTGATGGGATTTC 3’

Taula 23. Encebadors especifics de variant dels transcrits de GH1. També es mostren els
encebadors dissenyats per amplificar ARNm de GAPDH.

Els quatre encebadors (sentit) es fan servir a la 28 amplificacié conjuntament amb
I'encebador mGH 4A (antisentit).
Es fa control de qualitat de totes les mostres amplificant ’ARN de GAPDH. Si no

s’amplifica aquest ARN, es considera que la mostra es troba en mal estat.

A la Figura 19 es pot veure on es troben els encebadors.
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ARNmM de GH1
u 2 i ; u VARIANT 1
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mGH-V3S 4A
- -> %A
mGH-V4S
VARIANT 5
4A

mg-V5S

Figura 19. Representacié esquematica de les 5 variants d’ARNm de GH1, on es mostren els
processaments alternatius produits en cada variant, i de diferents colors es mostra on
anellen els encebadors dissenyats per nosaltres i els descrits a la literatura.

Utilitzant les parelles d’encebadors (1S-1A, 2S-2A; 3S-3A, 4S-4A) s’haurien
d’amplificar les cinc variants d’ARNm de GH. Com que la primera variant és molt
més abundant que les altres, el transcrit majoritari és aquest i per tant és dificil
amplificar les altres variants en preséncia d’aquesta. Es per aixd que s’han
dissenyat els altres encebadors especifics de variant. D’aquesta manera s’evita la

competicié per I'amplificacié de les diferents variants.
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2.4 Reamplificacié de bandes retallades en gels de poliacrilamida

Per tal de separar bandes d’ADN multiples i que soén d’interés es procedeix a la

reamplificacié de les bandes retallant el gel de poliacrilamida, extraient I’ADN i

reamplificant la seqiéncia d’interés mitjancant la reaccié de PCR.

El procediment va ser el segiient:

1. Retallar la banda d’interes.
2. Esmicolar la banda.
3. Hidratar amb 10 ul d’aigua.
4. Deixar-ho tota la nit a temperatura ambient per difondre I’ADN.
5. Seguidament es procedeix a la reaccié de reamplificaciéo de I’ADN amb els
components indicats a la Taula 24.
Components Concentracio Final
Tampod 10X 1X
MgCl, 50 mM 1,5 mM
Encebador sentit 10 uM 0,1 uM
Encebador antisentit 10 uM 0,1 uM
Taq polimerasa 5 U/pl 0,05 U/ul
dNTPs 100 mM 0,2 mM
Mostra 10 pl
H,0 6,76 pl
Volum Total 22,5 ul

Taula 24. Components utilitzats a la reacci6 de PCR per reamplificar bandes retallades de
gels de poliacrilamida i concentracio final de la mescla de reaccié.

Es fa el seglent cicle temps i temperatures (Taula 25):

40 CICLES |
DESNATURALITZACIO HIBRIDACIO EXTENSIO EXTENSIO FINAL
1 min 94°C 1 min 60°C 1 min 72°C 7 min 72°C

Taula 25. Cicle de temps i temperatures realitzats per dur a terme la reaccié6 de PCR per
reamplificar bandes retallades de gels de poliacriamida.

En tots els casos es comprova mitjancant electroforesi en gel de poliacrilamida si la

reamplificacié ha estat efectiva i, segons el cas, es seqiencia.
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2.5 Electroforesi

S'utilitza l'electroforesi en gel com a metode de separacid de macromolecules. La
separacio de les macromolecules es basa en la filtracié en gel aixi com en les

mobilitats electroforétiques de les molecules que s’estan separant.

2.5.1 Electroforesi en gels de poliacrilamida
Es fan electroforesis en gels de poliacrilamida (12,5% PAGE) dels productes

obtinguts quan el tamany és inferior als 200 kD. Com que els productes obtinguts
en amplificar '’ARN missatger de GH sén molt poc abundants, és (til un sistema
molt sensible com sbén els gels de poliacrilamida per visualitzar les bandes
obtingudes a partir d’aquestes amplificacions. Aquests gels poden arribar a
diferenciar cadenes d’ARN que només difereixin en una base en tamany. El tamany
dels fragments que es poden separar van de 5 a 1000 pb. Es fan servir els gels
GeneGel Excel 12.5/24 kit de la casa comercial Amersham Biosciences AB. Aquest
sistema porta unes tires seques amb els tampons adequats per a l'anode i el
catode. Per I'anode el tampd és el seglient: 0,45 mol/l de Tris/acetat, 4 g/| SDS i
0,05 g/l de orange G. Pel catode el sistema és el segient: 0,08 mol/l Tris, 0,80
mol/l tricina i 6 g/l de SDS S'utilitza I'aparell GenePhor Electrophoresis System
(Amersham Biosciences AB).

L'electroforesi en el sistema GenePhor Electrophoresis System es va realitzar a
120C aplicant 600 V (voltatge), 25mA (corrent), 15 W (poténcia) durant 1 hora i 10
minuts.

El marcador de Pes Molecular és el 100 bp DNA Ladder d’Invitrogen (Figura 20).

Figura 20. Patrd de bandes del

marcador de pesos molecular bp

utilitzat en els gels tant d’agarosa

com de poliacrilamida. = 2072
- 1500
= 600
— 100
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2.5.2 Tincid de gels de poliacrilamida
El revelat es fa mitjangant tincié amb plata. S’incuba el gel durant 30 minuts amb

una primera solucid fixadora formada d’acid benzensulfonic al 3.0% w/v en una
solucié al 24% v/v d’etanol. Després es tenyeix amb una solucié de nitrat de plata
a I'l% w/v i acid benzensulfonic al 0.35% w/v durant 30 minuts. Es fa un rentat
amb aigua destil-lada durant 1 minut i després es procedeix al revelat amb una
solucié de carbonat de sodi al 12.5% w/v en aigua, formaldehid al 37% w/v en
aigua i tiosulfat de sodi al 2% w/v en aigua. Aquesta soluci6 es manté durant 6
minuts. Finalment la solucié de parada és acid acétic al 5% v/v, acetat de sodi al
25% w/v i glicerol al 50% v/v. Aquesta solucié s’incuba durant 30 minuts. Per
aquesta tincidé s’utilitza el preparat comercial DNA Silver Staining kit (Amersham

Biosciences).

2.6 Identificacio dels haplotips de GH1 que corresponen als

transcrits obtinguts

Amb el fi d’identificar cada haplotip portador dels SNPs i dels canvis en la sequéncia
de GH1 trobats en heterozigosi es va realitzar la clonacio d'al-lels de GH1 en alguns
pacients. L'elevada freqliéncia d’aparicié d'individus heterozigots en les posicions P2
i/o P24 permet amplificar per separat els dos al-lels. Coneixem ja els genotips dels
pacients, per la qual cosa podem plantejar les reaccions per a la clonacid i
identificacié d’al-lels segons siguin heterozigots en P2 i/o P24. En aquests casos, es
realitza una reaccié nested-PCR en la que la temperatura d’hibridacié és 60°C i el
temps d’extensié de cada cicle s‘Taugmenta a 1 min 30 seg. S’utilitzen en aquesta
reaccié encebadors especifics en 3’ per el nucledtid present en aquesta posicid
(indicats a la Figura 16).

- Clonatge en el vector pCR®2.1 del sistema TA cloning d’'Invitrogen.

S’incuba durant tota la nit a 15°C la mescla de reaccié indicada a la Taula

26:

Components Concentracio Final
Producte de PCR 0,5 ul
TS5 ADN Ligasa 0,5 ul
Vector pCR2.1 0,5 ul
Tampo de ligaciéo 10X 1l
H20 7,5 ul
Volum Total 10 ul

Taula 26. Components utilitzats a la reaccid de lligacid i concentracié final de la mescla de
reaccio.
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- Transformacio6 en cel-lules E.coli TOP10F'.

El producte de lligacié s’introdueix en un vial que conté 50 ul de suspensio
de ceél-lules i s’'incuben durant 45 segons a 42°C. Es refreden en gel.
S’afegeix 200 ul de medi SOC (Invitrogen; 2% triptona, 0,5% extracte de
llevat, 10 mM clorur de sodi, 2,5 mM, clorur de potassi, 10 mM clorur de
Magnesi, 10 mM de sulfat de magnesi i 20 mM de glucosa) i s’incuba durant
1 hora a 37°C, per permetre la reparaci6 de membranes sense que s'iniciin
les divisions cel-lulars.

Es sembren les plaques de medi LB (Luria Bertani Invitrogen; 5 g/l NaCl, 10
g/l Peptona, 5 g/l extracte de llevat, 12 g/l agar) i s’incuben durant tota la
nit a 37 °C.

El dia seglient es piquen les colonies i es posen a incubar en medi de LB amb

Ampicilina a una concentracié de 100 ug/ml durant 5 hores 37°C.

- Aillament del plasmid

Es procedeix a purificar el plasmid del cultiu cel-lular d’E.coli. S’utilitza el
procediment classic descrit per Maniatis.

Un cop es té I’ADN del plasmid aillat es fa una reaccié de sequéncia per
comprovar que l'insert es troba correctament dins el plasmid.

S’identifica llavors la seqliéncia complerta de cada al-lel (polimorfismes i

altres canvis).
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3. ESTUDI TEORIC DE LA TRADUCCIO A PROTEINA DE LES
SEQUENCIES D’ARN missatger MITJANCANT L'ORFfinder

Es va utilitzar el program informatic ORFfinder (Open reading frame finder) per
buscar quines proteines teodriques es podien derivar dels transcrits anomals trobats
en l'estudi de I'expressid del gen GH1 en leucocits de sang periférica. Aquest

programa es pot consultar a la seglient adrega electronica:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/qorf/orfig.cqi

Aguest eina informatica identifica totes les proteines que es puguin derivar de la
seqléncia nucleotidica que es vulgui estudiar en les tres possibles pautes de

lectura. Analitza les seqiéncies en sentit i antisentit.

4. PREDICCIO D'ESTRUCTURA DE LES PROTEINES RECOMBINANTS

Caracteritzacioé funcional de les variants F25Y, V173L

Es va estudiar la conservaciéo evolutiva dels residus Phe25 i Vall73 amb el
programa ClustalW, on es va fer I'alineament de les proteines GH de 19 vertebrats.
La pagina web on es pot trobar el software és la seglent:

http://www.ebi.ac.uk/clustalw/. Aquest programa serveix per fer alineaments

multiples de seqiiéncies tant de proteines com d’ADN.

També es pot analitzar les relacions evolutives mitjancant la realitzacié de
Cladogrames i Filogrames amb el programa Molecular Evolutionary Genetic Analysis
(MEGA 2.1) La pagina web on es pot trobar el software és la seglent:

http://www.megasoftware.net

Es va estudiar I'estructura de la GH aixi com les interaccions amb la molécula de
receptor de GH amb el programa informatic molecular modelling software suite
(Molsoft LLC, San Diego, CA). La pagina web on es pot trobar el software és la

seglient: http://www.molsoft.com

5. ESTUDI DELS ELEMENTS DE RESPOSTA DE LES REGIONS
PROMOTORES DELS GENS REGULATS PER STATS5 I/0 VITAMINA
D

Es van estudiar les regions promotores del gens STAT5B, IGF1, IGF1R i GHR amb el

programa informatic MatInspector Release professional 7.4.1 Dec 2005 de
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Genomatix. Es va realitzar I'analisi mitjancant dues aproximacions diferents. La
primera és considerant les regions promotores de cada gen (que poden arribar a
ser aproximadament uns 500 pb de I’'extrem 5’ de I'exd 1). La segona és la forma
automatica, mitjancant un altre programa de Genomatix anomenat
GeneZpromoter. Aquest programa localitza els promotors dels gens i analitza els
factors de transcripcié que s’hi poden unir.

La primera versié de MatInspector és descrita per Quandt et al., 1995. Cartharius et
al., I'any 2005, descriuen la versié actual del programa.

Es van buscar principalment els factors de transcripcié VDR i STAT5, per estudiar
|'efecte produit per la Vitamina D, i també per comprovar si els gens estudiats
contenen un lloc de reconeixement de STAT5, que es troba a la via d’accié de la
GH, i podria estar implicat en la mediacié del senyal produit per GH, i que estimula
IGF1.

5.1 Estudi de la regié 5’
Es van introduir entre 800 i 1300 pb a partir de la regié 5’ de I'exd 1 o de la regid 5’

UTR dels quatre gens en el programa informatic per tal que aquest analitzés les
regions.

Les sequéncies que es van analitzar son les indicades a la Taula 27:

Homo sapiens chromosome 5 clone CTD-
2287M17, complete sequence.

Homo sapiens chromosome 17, clone RP11-

GHR gi|21281492|gb|AC114941.2|[21281492]
STAT5 4
gi|28269667|gb|AC099811.7|[28269667] 358823, complete sequence

Homo sapiens chromosome 15, clone RP11-

IGFIR 4
gi|22726103|gb|AC118658.4|[22726103] 35015, complete sequence

Homo sapiens 12q BAC RP11-210L7 (Roswell

IGF1 gi|6598666|gb|AC010202.6|[6598666] Park Cancer Institute Human BAC Library)
complete sequence

Taula 27. Gens analitzats amb el programa informatic MatInspector.

5.2 Estudi automatic
Es van introduir les referéncies dels quatre gens, i el programa informatic
Gene2promoter en va localitzar els possibles promotors dels gens.
El programa Gene2promoter proporciona l'accés a seqieéncies promotores de tots

els gens que es trobin en genomes descrits.

El software de l'eina informatica MatInspector utilitza una llibreria de descripcions

de matrius per a llocs d’'unié a factors de transcripcié. Assigna uns criteris de

59




SUBJECTES I METODES

gualitat a les troballes i permet seleccionar els resultats en funcié de la qualitat del
resultat (és a dir, en funcidé de I'homologia de la seqiiéncia a la base de dades

utilitzada per comparar la seqliéncia introduida).

El programa Matlnspector proporciona uns valors per a cada element de resposta
localitzat, i sén el Core similarity i el Matrix similarity.

El core sequence d'una matriu es defineix com a les posicions més altament
conservades de la matriu (normalment quatre). El maxim valor per al core
similarity és 1.0, i només s’hi arriba quan les bases més altament conservades de
la matriu coincideixen exactament amb la seqléncia. Perd un parametre més
important que el core similarity és el matrix similarity, que té en compte totes les
bases sobre la matriu sencera.

El parametre matrix similarity arriba a una puntuacié de 1.0 quan cada posici6 de la
seqléncia correspon al nucleotid més conservat en aquesta posicié a la matriu. Un
bon valor sol estar per sobre de 0.80 (>0.80). Diferéncies en posicions altament
conservades de la matriu fan decréixer aquest parametre més que diferéncies en

posicions menys conservades.

En els resultats propocionats pel programa es troben les bases marcades en
vermell, que indiquen on la matriu exhibeix un perfil elevat de conservacid i les
bases marcades amb lletres majuscules, que denoten la core sequence utilitzada

per Matlnspector.
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6. PRODUCCIO DE PROTEINA GH RECOMBINANT NORMAL I AMB
MUTACIONS MITJANCANT LA TECNOLOGIA DE MUTAGENESI
DIRIGIDA I EXPRESSADA EN UN MODEL CEL-LULAR

6.1 Produccié de proteina GH recombinant Wild Type (WT) i amb
mutacions

Per tal d’estudiar en models experimentals de cél-lules en cultiu 'efecte de canvis
en l'estructura de la proteina GH, interessa expressar la GH a partir de seqléncies
d’ADN deduides a partir d’ARNs portadors de mutacions.

Per dur a terme aquest proposit el que es fa és amplificar la primera variant de GH,
expressar aquest ADNc en cel-lules i obtenir d’aquesta manera I'hormona in vitro.
Aixi doncs, s’utilitzen uns encebadors dissenyats per nosaltres que amplifiquen just
la seqiiencia que ddéna
mGH-wt 3p.

lloc a la proteina. Aquests encebadors sén el mGH-wt 5p i

A la Figura 21 es veu on hibriden els encebadors si es treballa sobre el cADN:
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Figura 21. Representaciéo esquematica de la seqiiéncia d’ARN de GH1 amb la traduccié a
aminoacids en color blau fosc. En blau clar es mostra la sequéncia d’aminoacids que es
tradueix a péptid senyal i que no forma part de la proteina madura. En groc es mostren les
seqlieéncies on anellen els encebadors dissenyats per amplificar just el fragment que es
tradueix a proteina madura.

D’aquesta manera s’amplifica la zona que finalment es tradueix a proteina. Cal

remarcar que s’amplifica la zona que es transcriu a proteina madura (aminoacids en
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color blau fosc). En canvi, la zona que es tradueix a péptid senyal i, per tant, que
no forma part de la proteina madura no s’amplifica. Un cop es té expressada la
proteina que se’n deriva (WT), mitjangant mutagénesi dirigida es provoquen les
mutacions trobades en pacients i que prediuen un canvi d’aminoacid. La seqiéncia

de nucleotids dels encebadors es troba indicada a la Taula 28:

mGH WT 5p 5" TTCCCAACCATTCCCTTATCCAGG 3’
mGH WT 3p 5" CTAGAAGCCACAGCTGCCCTCC 3’

Taula 28. Encebadors utilitzats per amplificar la part codificant del cADN de GH1.

La PCR utilitza els components indicats a la Taula 29:

Components Concentracio Final
Producte de PCR 0,66 ul
Tampd 10X 1X

MgCl, 50 mM 1,45 mM
Encebador sentit 10 uM 0,2 uM
Encebador antisentit 10 uM 0,2 uM

Taq (5 U/ul) 0,044 U/ul
dNTPs (100 mM) 0,22 uM

H,0 81,68 ul
Volum Total 100 ul

Taula 29. Components utilitzats a la reacci6 de PCR per amplificar la part condificant de
I’ADNc de GH1 i concentracio final de la mescla de reaccid. S'utilitza els sistema EcoTaq de la
casa comercial ECOGEN.

El cicle de temps i temperatures realitzat és l'indicat a la Taula 30:

40 CICLES

DESNATURALITZACIO HIBRIDACIO I EXTENSIO EXTENSIO FINAL
5 min 94°C 1 min 94°0C 2 min 60°C 7 min 72°c

Taula 30. Cicle de temps i temperatures realitzats per dur a terme la reaccié de PCR per
amplificar la part codificant de I’'ADNc de GH1.

El resultat de la reaccié dona un producte de PCR de 576 pb, que es seqliencia i es

comprova que és correcta.
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6.1.1 Clonatge en vector pQE-30UA
S’introdueix la seqiéncia anterior en un vector per transformar-ho en un model
cel-lular, que en aquest cas son ceél-lules d’E.coli.

El vector triat és el pQE-30UA, l'estructura del qual es veu a la Figura 22:

BeamHI
Pl
EcoRY
Al

Stop Codon
Sod

. Kpnl
Smal
Xmal
Sal
St
Psil
Hindlll

P <0 locO RS (aic-EEIHE MCSIT /s i - (S

]

L

Figura 22. Representacié esquematica del plasmid pQE30UA on es veu el MCS (multicloning
site), lloc on s’insereix l'insert que es vol expressar.

pQE-30 UA
35kb

CEl

Aquests vectors es basen en el sistema de transcripcié-transduccié del promotor
T5, que és reconegut per la RNA polimerasa d’E.coli. A més a més té dos operadors
lac, que incrementen la unidé del repressor de /lac de manera que la repressio de
I'operador sigui molt més eficient. També té un lloc d’unié a ribosoma (RBSII), que
proporciona quotes de traduccidé molt elevades. Aquest vector conté una seqiiéncia
gue codifica per una cua d’Histidines (6xHis-tag). També té un multicloning cloning
site i codons de parada en totes les pautes de lectura. A més a més hi ha dos
terminadors de la transcripcié molt potents: t, (del fag lambda) i T1 de l'operd
d’E.coli rrnB. Aquests dos terminadors serveixen per aturar la transcripcié i per
assegurar l'estabilitat del constructe expressat. El gen de la B-lactamasa (bla),

confereix resisténcia a ampicilina a 100 ug/ul. Té l'origen de replicacié COLE1.
Aguest vector esta dissenyat per clonar directament productes de PCR. El sistema

aprofita que les Taqg DNA polimerases i altres DNA polimerases que no tenen

activitat proofreading afegeixen una A a l’'extrem 3’ dels productes de PCR. Aix0
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permet l'insercié directa dels productes de PCR al vector prelinearitzat (pQE-30UA),
que té una U a cada extrem 3’. Aix0 es pot veure a les Figures 23A i 23B. També

cal remarcar que aquest vector permet la seleccié dels clons amb ampicilina.

Figura 23A. Representaciéo esquematica del lloc on s’inserta el producte de PCR dins el
plasmid pQE-30UA.

Hindll

=]

Sh

COACAGGCCICTGCAGCCAAGCTT ANTTAGCTGAG

> Sod Kpol Xmd Sl
STACCCGGGT

CGG

TCTAGACT |
Bt

C

LUCTTCGCTAACTE

) [ GAAGCGATTGAGGAGATCTGA | - ..

PCR-
Prodiuc

EcoRV

[GGATCCCACGTGATATCCTCARTCGCTTCY|

Pl

| CCTAGGGTGCACTATAGGAGTTAGCGAAG [
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pQE-30 UA
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ctcgagaaatcataaaaaatttatttgctttgtgagcggataacaattataatagattcaattgtgagcggataacaa

tttcacacagaattcattaaagaggagaaattaact] aga gatcg_ggatcccacgtg

Translational start codon 6x Histidine epitope tag
atatcctcaatcgcttcgaagcgattgaggagatct-ggtacccgggtcgacaggcctctgcagcc-
PCR cloning site SacI Hind III

Iaattagctgagcttggactcctgttgatagatccagtaatgacctcagaactccatctggatttgttcagaacgctc
ggttgccgccgggegttttttattggtgagaatccaagctagettggecgagattttcaggagectaaggaagctaaaat

ggagaaaaaaatcactggatataccaccgttgatatatcccaatggcatcgtaaagaa

—>
Encebador Type
I1/IvV

4_
Encebador
Reverse
Sequencing

Figura 23B. Seqliéncia nucleotidica del fragment del plasmid pQE-30UA on es troba el PCR
cloning site, el lloc d’inici de la traduccid, el fragment que codifica per a la cua d’Histidines, i
també es senyala la posicié on hibriden els encebadors Type I1I/IV i Reverse Sequencing

Es fa la lligacié a 16°C, 18 hores. S'utilitza el plasmid pQE-30 UA que, com ja s’ha
dit abans, admet productes de PCR. S'utilitza el kit The QIA expressionist de

Qiagen. Es segueix el procediment segons instruccions del proveidor.

Transformacié i _clonacio.

Un cop ja es té lligat el producte de PCR al plasmid pQE-30UA, cal transformar-lo

en les cél-lules E.coli (INVaF"), amb el sistema del TA clonig kit d'Invitrogen.

Purificacié

S’utilitza el kit Wizard plus SV Minipreps DNA purification system de Promega.
Aguest és un metode que permet aillar plasmids d’ADN aptes per a la seqlienciacio,
és a dir, un ADN d’elevada qualitat i puresa.

Mitjangcant seqlienciaci6 automatica es comprova que el ADNc s’ha insertat en
I'orientacié correcta.

Per fer aix0 es fa la reaccido de sequéncia amb 1 ug d’ADN. Es fa servir el kit de

seqlienciacié d’Applied Byosystems, Big Dye 3 v.1.

Els encebadors que s’utilitzen per a la seqlienciacié son els indicats a la Taula 31:

Type III/IV 5’ CTTATAACAATTTCACACAG 3’
Reverse Sequencing 5" GTTCTGAGGTCATTACTGG 3’

Taula 31. Encebadors utilitzats per a la sequienciacio del plasmid pQE-30UA.

Es pot veure la posicié d’aquests encebadors a la Figura 23B.

I finalment es pot resumir el procés en I'esquema de la Figura 24:
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Producte
Vector de PCR
pQE-30 UA
prelinearitzat l
@ -

Ligacio, utilitzant la
2X Ligation Master Mix

ARNm GH

<O

|

Transformacio en
cél. E. coli

|

Screening i seleccié

Minipreps

—_— Segiienciacio

Figura 24. Representacid esquematica del procés de clonacid, lligacidé i transformacié de
I'insert estudiat dins el plasmid pQE-30UA.

Com es veu a la Figura 24, un cop s’ha produit la lligacid, es transforma en cél-lules
E.coli i s'amplifica. Es purifica aquest plasmid i es seqiencia per comprovar que la
seqlieéncia nucleotidica és correcta. Després es fa la mutagénesi necessaria, i
finalment es transforma a les cél-lules apropiades (M15[pREP4]) per expressar la

proteina.

La regulaciéo de l'expressidé en aquest sistema (com ja s’ha dit anteriorment) es
produeix mitjancant el repressor lac. Les cel-lules E.coli utilitzades per I'expressio
(M15[pREP4]) tenen el gen de la proteina repressora /ac en trans respecte el gen
de la proteina que es vol expressar. En el sistema trans, la linia cel-lular conté un
plasmid “low-copy” de pREP4, que confereix resisténcia a kanamicina i expressa
constitutivament el repressor lac (codificat pel gen lac I). Aquest plasmid pREP4 és
compatible amb tots el plasmids que continguin |'origen de replicacié ColE1l. i es
manté en E.coli sempre i quan estigui en preséncia de kanamicina a una
concentracio de 25 pg/ul. Aixi doncs, l'expressio de proteines recombinants
mitjancant els vectors pQE és rapidament induida mitjancant l'addicié de IPTG

(isopropil-p-D-tiogalactosidasa), que s’uneix al repressor /ac i I'inactiva.
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Un cop el repressor lac és inactivat, la RNA polimerasa de la cél-lula comenga a
transcriure des del promotor. Finalment els transcrits produits sén traduits.
Utilitzant aquest sistema d’expressid i purificacio de proteina, el que es fa és
facilitar la produccid i la caracteritzacié de gairebé qualsevol proteina. Per a la
purificacid, aquest sistema utilitza una cromatografia d’afinitat basada en la unio
Niquel-acid nitrilotriacétic (Ni-NTA) a biomolecules que continguin 6 residus
d’histidina consecutius (6xHis tag), ja sigui al cap o a la cua de la proteina. En
aquest cas la cua d'Histidines s’afegeix al cap de la proteina.

Com s’ha dit abans, I'objectiu final d’aquest procés és expressar una proteina al
laboratori que després es pugui utilitzar per fer estudis amb un linia cel-lular. En

resum, el que es fa és produir una GH WT i una altra que contingui una mutacio.

6.1.2 Mutagénesi dirigida
Aguesta técnica pot ser utilitzada per crear mutacions puntuals o petites delecions o

insercions.

L'esséncia d’aquesta estratégia tracta de produir un canvi en l'insert que hi ha al
plasmid a través d’un seguit de seleccions que es fan a partir de mutacions que
s'introdueixen en dianes de restriccid Uniques que hi ha a la seqléncia del plasmid.

Aix0 vol dir que el que s’ha de fer és mutar una diana de restriccié Unica, aixi com
mutar el lloc on volem el canvi (la mutacid, és clar, és el canvi que desitgem en la
seqliéncia). Aleshores es digereix amb I'enzim adequat, i com que la diana estara
canviada, en els llocs on hagi anat bé la mutagenesi I'enzim no tallara, i en canvi
aquells que no hagin anat bé (que no s’hagi produit la mutagénesi) si que seran
digerits per l'enzim. Aixi, els plasmids digerits (linearitzats), no podran ser
transformats en E.coli i per tant augmenta l’eficiencia de la mutagenesi.

La mutagénesi es realitza amb el Transformer site-directed mutagenesis kit de BD

Biosciences.
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Hind I

PLASMID

PARENTAL ¢ GH

1. Desnaturalitzar el
plasmid dsDNA

ssPARENTAL
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Figura 25. Representacié grafica del procés de mutagenesi dirigida.

Es va triar Hind III com a diana de restriccid, perqué aquest lloc es trobava al
plasmid i en canvi no es trobava al gen GH1. Aixi, a I’hora de fer la digestié es va
tallar el plasmid per un unic lloc (veure Figura 25).

Es segueix el protocol recomanat.

Es realitza un canvi a I’hora de digerir amb I’'enzim, ja que abans de fer la digestio
es purifica per precipitacio el plasmid i d’aquesta manera s’eliminen les sals que hi
puguin haver en el medi:

1. Es precipiten els 30 ul per eliminar les sals, i aixi es resuspén en el tampo
corresponent a |I'enzim de restriccié Hind III: s’afegeixen 4,5 pl d’acetat de
sodi 3M, 93,75 ul d'etanol i 21,75 ul d'aigua.

2. Es resuspenen els 30 ul en 17 ul d'aigua, 2 ul de buffer 10 x, i 1 ul d’enzim.
Aixi el volum final és de 20 pl.

S’incuba a 37 °C durant 1 hora.

Per inactivar I'enzim s’escalfa a 70 °C durant 5 min.
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També es fan canvis en la transformacié a les cél-lules BMH 71-18 mutS.
El proposit d’aquest pas és amplificar la cadena mutada. Es fa en cel-lules mutS

d’E.Coli, que soén incapaces de reparar mutacions.

1. S’afegeixen 2 ul de la mescla digerida a 25 ul de cél-lules BMH 71-18 mutS i
s’'incuben amb gel durant 20 minuts.

2. Tot seguit s‘incuba a 42 °C durant 1 min.

3. Després s’afegeixen 250 ul de medi LB sense antibiodtic, i s'incuba a 37 °C
durant 1 hora.

4. Es fan plaques de LB agar amb ampicilina (100 pg/ml). Es sembren les

plagues i es deixen créixer les colonies fins el dia seglent.
5. Es piquen coldnies de les plaques i es fan créixer en 1,5 ml de medi liquid LB

amb ampicilina (100 pg/ml).

0]

. S’extreu el plasmid amb el kit Wizard plus SV Minipreps DNA purification

system de Promega.

En clonar el producte de PCR la seqliéncia teorica a obtenir seria:

[CAT CAC CAT CAC CAT CAd GGA TCC CAC GTG ATA TCC TCA ATC GCT TCT [INSER
6x His

I la sequéncia que realment s’ha obtingut en tots els clons ha estat (a). La
seqliéncia obtinguda cal modificar-la per tal de respectar la pauta de lectura de la
proteina GH (b):

a) [CAT CAC CAT CAC CAT CAQ GGA TCC CAC GTG ATA TCC TCA ATC GCT TCA ATC GCT TCT [INSER

6x His \

b) [CAT cAC CAT cAC CAT CA GGA TCC CAC GTG ATA TCC TCA ATC GCT TCA ATC GCT TCT CAG [INSER
6x His Gln

Aguest pas es va realitzar fent una nova amplificaci6 amb els oligonucleotids
indicats a la Taula 32. L'encebador sentit afegia els tres nucleotids en el lloc

apropiat (Taula 32).

mGH WT 5p Gln (SENTIT) 5’ CAG TTC CCA ACC ATT CCC TTA TCC AGG 3’ (MUTAGENIC)

mGH WT 3p (antisentit) 5" CTA GAA GCC ACA GCT GCC CTC C 3’

Taula 32. Encebadors utilitzats per afegir els tres nucleotids davant de I'insert.
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Un cop es va confirmar que s’havien introduit aquests nucleotids es va procedir a la
lligacié al plasmid pQE-30UA amb el kit The Qiaexpressionist de Qiagen.
S’introdueix aquesta GIn (Glutamina) per poder eliminar posteriorment la cua
d’'Histidines a I'extrem amino terminal. Mitjancant el sistema TAGZyme de Qiagen
es pot proteolitzar la proteina just abans de la Gin, i aixi al final obtenir la proteina
d’interes.

Els altres canvis que es van realitzar mitjancant mutagénesi dirigida sén canvis

trobats a la seqiiéncia del gen GH1 de pacients. Aquests sén:

. Phe 25 Tyr. 5636 T>A (I)

. Val 173 Leu. 6633 G>C (II)

I) Seqiencia normal: 75

CAGCTGGCCTTTIGACACC
Q L A F DT

Sequéncia del pacient: l

CAGCTGGCCTATIGACACC
Q L AY DT

II) Sequéncia normal: 173
ATGGACAAGGTCGAGACA

M D K V E T
Sequiencia del pacient: l

ATGGACAAGCTCGAGACA
M DK L E T

Un cop es tingueren aquests canvis realitzats, es procedi a expressar aquest

plasmid en les cél-lules M15, i aixi s’obtingué la proteina desitjada.
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6.1.3 Expressio de GH en E. coli M15
6.1.3.1 Transformacié en cél-lules M15 [prep 4]

Es va fer la transformacio del plasmid en cel-lules M15 de la seglient manera:
1. Es transfereix 1 ul de plasmid a un tub de 1,5 ml on s’afegeix 100 ul de
cél-lules M15 [prep 4].
2. Es manté a 0°C durant 20 minuts.
3. Es posa a 42°C durant 90 segons.
4. S’afegeix 500 ul de medi Psi i s‘incuba a 37°C durant 75 minut. El medi Psi
és medi LB amb MgS044mM i KCI 10 mM.
Es preparen plaques d’agar LB que contenen els antibiotics Kanamicina (25 ug/ml) i
Ampicilina (100 pg/ml). Es seleccionen les colonies que han crescut i es posen a
créixer en 1,5 ml de LB + Ampicilina + Kanamicina. Seguidament es fa l’'extraccio
del plasmid i es seqliencia amb I|'encebador abans descrit Type III/IV per

comprovar que l'insert esta insertat i que ho esta de manera correcta.

6.1.3.2 Induccié amb IPTG

La induccio es fa fent créixer el cultiu de LB amb els antibiotics ja descrits
anteriorment sembrat amb l'aliquota que conté el plasmid dins les cél-lules M15 fins
a una D.O igp0 de 0,5-0,6. Un cop s’ha arribat a aquest D.O, vol dir que les céel-lules
estan creixent exponencialment, i és aleshores quan es fa la inducci6 amb IPTG 1M.
S’'afegeix la quantitat necessaria per a tenir una concentracio final de 1mM. Es

deixa a 37°C i en agitacioé durant 2,5 hores.

6.1.3.3 Lisat i purificacié de la proteina en condicions natives

Un cop s’ha fet la induccié amb IPTG es procedeix a la purificacié de la proteina.

1. Es centrifuguen els cultius i s’obté un precipitat de cél-lules.

2. Es lisen els precipitats amb tampd de lisis (50 mM NaH,PO4, 300 mM NaCl i
10 mM imidazole. pH: 8 (NaOH)). El NaCl s’utilitza per prevenir interaccions
ioniques. L'imidazole s’utilitza a baixes concentracions per inhibir unions no
especifiques.

3. S’afegeix lisozim per a que la concentracio final sigui de 1 mg/ml. S’incuba
30 minuts en gel.

4. Es sonica en gel a 200-300W, 6 vegades, fent pulsos de 10 segons, i amb
pauses entremig de 10 segons sempre mantenint-ho en fred.

5. Es centrifuga el lisat a 10000 x g durant 30 min a 4 °C. La proteina esta al

sobrenedant.
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6. Per a 100 ml de cultiu inicial, s'afegeix 250 ul de Ni-NTA agarosa un cop ja
esta escorreguda sobre el sobrenedant anterior. Es posa en agitacié durant
60 min a 4 °C.

7. S’afegeix la barreja anterior a una columna. S’exclou tot el contingut i queda
retinguda I'agarosa amb la proteina unida.

8. Es fan dos rentats amb un tampd que conté 50 mM de NaH,PQO,4, 300 mM de
NaCl i 20 mM de imidazole.

9. Finalment s’elueix amb un tampd d’elucié que conté 50 mM de NaH,PO,4, 300
mM de NaCl i 250 mM de imidazole. La concentracié d’imidazole desfa les
unions entre la cua d'histidines i el Ni de I'agarosa. Es recupera la proteina

que ara ja és purificada.

6.1.4 Dialisi de la proteina

Per tal de tenir el tampd correcte per després fer el tractament amb enzims per
digerir la cua d’histidines, es fa una dialisi amb una membrana. La membrana és
Spectra/Por® 7 MWCO 8,000 Regenerated cellulose dialysis membrane (Spectrum
Laboratoires INC). Aquesta membrana reté les molécules que tinguin un pes
molecular superior a 8000 Da (I'hormona de creixement té un pes molecular de
22000 Da).

El tampd que s’utilitza és el TAGzyme 1X (NaH,PO, 20 mM, pH7, NaCl 150 mM). El
pH és de 7,26. A la proteina se li afegeix EDTA 125 mM. També s’afegeix NaNs. Es

dialitza durant tota la nit a 4°C.

6.1.5 Eliminacié de cues d’Histidina

El métode utilitzat és el que proposa la casa comercial Qiagen per a la proteolitzacid
de cues d’Histidina (TAGZyme System, Qiagen).

Aguest métode esta basat en unes digestions enzimatiques que exoproteolitzen la
proteina des de I'extrem N-terminal fins arribar a una digestio dificultosa
anomenada stop point, que en aquest cas és quan s’arriba a la GIn. D’aquesta
manera, mitjancant una columna d’afinitat s’obté la proteina desitjada sense cap

altre aminoacid extra.

En la Figura 26 s’esquematitza el procés de digestidé de la cua d’Histidines:
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_

-GInStop- MH{ICIRE]

-GInStop- MEEIGEIHE]

-GInStop- MHEEICIHE]

-GInStop- EE] Tractament amb DAPasa

GInStop- [E{eICIE}

PyroGlu- [E{CIRE] J

Tractament amb Qcyclasa

]

Substractive IMAC
DAPase, Qcyclase

PyroGlu- [E{ICIE]

Tractament amb pGAPasa

IQ<—I

Substractive IMAC

pGAPase

Proteina

Figura 26. Representacié esquematica del procés de purificacié de la proteina mitjancant la
columna substractiva IMAC.

El procediment és el seglent:

1. A 120 ul de proteina se li afegeix una barreja d’enzim DAPasa 1 U/ml (7,5
ul) amb cysteamina 2mM (15 pl) préviament incubada 5 min a temperatura
ambient, després a aquesta barreja se |li afegeix 9 ul de Qciclasa (50 U/ml).
Quan es té aquesta barreja s’afegeix als 120 ul de proteina, i es deixa
incubar durant 2 hores a 37 °C en un bany d’aigua.

2. S'afegeix 3,75 ul de DAPasa diluida + 7,5 ul de Cisteamina incubats
préviament 5 min a temperatura ambient, + 4,5 ul de Qciclasa. Es deixa al

bany d’aigua a 37 °C durant 3 hores més.
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6.1.6 Quantificacié de les proteines

6.1.6.1 Determinacié de concentracio de proteina total
El metode de quantificacié utilitzat és una colorimetria basada en la reaccié de les

proteines en front I’acid bicinconinic. L'acid bicinconinic reacciona amb el Cu!* que
es forma quan el Cu®?" és reduit per les proteines en medi basic. Quan dues
molécules d’acid s’uneixen amb un i6 Cu'* és quan apareix el color porpre
caracteristic. Aquest complexe aquds té una forta absorbancia a 562 nm, zona en la
qual és lineal I'absorbancia en front a increments de concentracié de proteina.

Tot aixd es fa amb l'ajuda del kit Micro BCA™ Protein Assay Reagent kit (Pierce
Rockford, IL).

Components:
Micro BCA™ Reagent A (MA) Carbonat de sodi, bicarbonat de sodi i
tartarat de sodi en NaOH 0,2 N.
Micro BCA™ Reagent B (MB) Acid bicinconinic (4,0%) en aigua.

Sulfat de coure (4,0%) pentahidratat en
Micro BCA™ Reagent C (MC)

aigua.

6.1.6.2 Determinaci6 de la concentracié de proteina GH

Es va realitzar la determinaci6 de la concentraci6 de proteina GH per
quimioluminiscéncia mitjancant un immunoanalitzador automatitzat Immulite de
Diagnostics Products Corporation (Los Angeles, CA, USA). Aquest sistema utilitza un
meétode immunologic enzimoquimioluminiscent no competitiu de doble anticos.
Consta d’una fase solida (en forma de bola) recoberta amb un anticos monoclonal
de ratoli anti-hGH. També hi ha un reactiu que conté fosfatasa alcalina d’intesti de
vedella conjugada a un anticos policlonal de conill anti-hGH. Aquest reactiu i la hGH
de la mostra sén incubats juntament amb la fase solida on es troba I'anticos
monoclonal de ratoli anti-hGH per formar un complex d’anticossos tipus sandwich.
El conjugat amb enzim no unit és eliminat mitjangant un rentat i posterior
centrifugacid. Finalment s’afegeix el substrat quimioluminiscent a la fase solida i el
senyal es genera de manera proporcional a la quantitat d’enzim unit.

L'assaig s’estandarditza mitjancant un patré d’hGH recombinant (WHO NIBSC 2™ IS
98/574).
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6.1.7 Electroforesi en gels de poliacrilamida
Es varen fer servir gels de poliacriamida comercials perque tenen una major

resolucié i la migracié és millor. Es varen fer servir els ExcelGel SDS homogeneous
12.5 gels de Amersham Biosciences. Aquestes electroforesis es duen a terme en el
GenePhor Electrophoresis System (Amersham Biosciences AB), a 15°C, 600 V, 15
mA i 15 W durant 2 hores. El tampd del gel conté 0,12 mol/l de Tris, 0,12 mol/l de
Acetat i 1g/| de SDS. Com que a les mostres se’ls afegeix SDS, fa que la carrega de
la proteina sigui negativa, ja que recobreix la proteina amb una capa uniforme que
li confereix una carrega negativa que fa que totes les mostres tractades d’aquesta
manera tinguin la mateixa relacié carrega/massa. Aixi, la migracié electroforética és
aproximadament proporcional al pes molecular de la cadena polipeptidica i no
depén de la carrega que tingui.
Es fa un tractament no-reductor de la mostra (no s’hi afegeix DTT, que és l'agent
reductor que s'utilitza en els tractaments reductors i que provoca un trencament
entre dels ponts disulfur de la proteina)
- El tampé de la mostra és el seglient:
- Solucié Stock: Tris 0,5 M. 3 g de Tris en 40 ml d’ aigua destil-lada. Ajustar
el pHa 7,5 amb Acid acetic. Ajustar fins a 50 ml.
- A5 ml de la Solucido Stock s’afegeix 0,5 g de SDS i 5 mg de Blau de
bromofenol. Ajustar a 50 ml amb aigua destil-lada i agitar (34 mM SDS, 0,14
mM Blau de bromofenol).
- S’afegeixen 10 pl d’aquesta solucié a 3 ul de mostra de proteina. I s’escalfa a
950C durant 4 minuts. Aquest tractament deixa intactes els ponts disulfur entre les
cadenes de la proteina.
El marcador de pes molecular utilitzat és el SDS-PAGE Molecular Weight Standards
Low Range de BIORAD (Figura 27).

Figura 27. Patré de
bandes del marcador de s - 97,4 kDa
pes molecular utilitzat per
les electroforesi en gels de
poliacrilamida de proteines.

W - 66,2 kDa

W - 45 kDa

s - 31 kDa

re— 21,5 kDa

s _ 144 kDa
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Tincio dels gels de poliacrilamida

El metode utilitzat per a la deteccid de les proteines en gel ha estat la tincid
mitjancant Blau de Coomassie. Aquest metode esta englobat dins els metodes de
tinci6 amb colorants organics, on el gel és embegut en una solucié colorant que
s’'uneix a les proteines. Per a la visualitzacié de les bandes proteiques és necessari
destenyir el gel amb el solvent utilitzat per a dissoldre el colorant.

El Blau de Coomassie és el metode més utilitzat per a la tincidé de proteines. El
Coomassie Brilliant Blue (CBB) és un colorant organic que en medi acid s’'uneix a
les proteines mitjangant interaccions electrostatiques amb els grup amino. Després
de tenyir i destenyir el gel, les proteines es visualitzen com a bandes blaves. La
sensibilitat d’aquest metode és baixa. Es poden detectar fins a 0,2-0,5 pg de
proteina per banda.

S’ha utilitzat la preparacido comercial de BIORAD Coomassie Brilliant Blue Staining
Solution per a la solucié de tincid, i es va preparar la solucié de destincié de la
seglient manera:

- 10% Acid acétic en una solucié al 20% metanol-aigua.

6.1.8 Western Blot

1. Es realitza un gel de proteines tal i com s’ha explicat en |'apartat anterior.
En un sol gel es carreguen les mateixes mostres i el marcador de pes
molecular per duplicat. Un cop s’ha fet I'electroforesi, es talla el gel. Una
meitat es tenyeix de la forma habitual, i I'altra serveix per fer el Western
Blot.

2. El primer que s’ha de fer és transferir les proteines a una membrana de
nitrocel-lulosa de 0,2 um. D’aquesta manera es facilita I'accés de I'anticos a

la proteina (Figura 28).
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Pes de 0,5 kg

Gel d’acrilamida /
/ Paper de filtre

Membrana de
nitorcel-lulosa

Paper

I

'\/’

Tampo de Transferencia
(25 mM Tris, 192 mM Glicina) pH: 8,3

Figura 28. Representacié esquematica del muntatge realitzat per dur a terme el Western
Blot. Les proteines es transfereixen per adsorcid del gel de poliacrilamida on es troben fins a
la membrana de nitrocel-lulosa. Aquest suport permet treballar posteriorment en la
identificacié de la proteina que s’esta estudiant.

El muntatge es deixa durant tota la nit a temperatura ambient.

El dia seglient es seca la membrana a l'aire.

Es bloquegen els llocs lliures de la membrana per immersié en Tampd PBS
on s’ha afegit un 1% d’albdmina.

5. S’incuba tota la nit a 4°C amb anticos anti-GH de SIGMA (monoclonal anti-
human growth hormone. Clone GH-C2. Mouse Ascites fluid). S’utilitza a una
dilucié 1/100.

6. S’incuba amb el segon anticos proporcionat pel kit de DAKO (Carpinteria
USA). Aquest sistema esta basat en el métode de l'estreptavidina-biotina
(LSAB). Conté anticossos anti-rabbit i anti-mouse biotinilitzats.
Posteriorment s’‘incuba amb estreptavidina conjugada a peroxidasa, i es
revela amb una solucid preparada de substrat-cromogen. El cromogen és
una solucié al 3% de 3-amino-9-etilcarbazole en N,N-dimetilformamida
(DMF).
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7. ESTUDI DE L'ACTIVITAT BIOLOGICA DE LES PROTEINES GH
OBTINGUDES EN MODELS CEL:-LULARS

Per tal d’estudiar l'efecte de les proteines mutants en un model cel-lular es va
treballar amb models que poden respondre a I'hormona de creixement. Aquests
models cel-lulars sén ceél-lules HepG2, la linia condrocitica humana C-28/12 i els
condrocits humans fetals.

Es va analitzar mitjangant PCR semiquantitativa i PCR a temps real la quantitat
d’ARN missatger d'IGF1 (principalment) i també I’ARN d’altres gens com STAT5B,
GHR o IGF1R expressats en els cultius en resposta a la incubacié amb GH.

LA PCR a temps real es va dur a terme mitjancant la tecnologia d'Applied

Biosystems.

7.1 Cultius cel-lulars
7.1.1 Cultiu de HepG2

Els cultius de cel-lules HepG2 (linia pre-establerta de carcinoma hepatocel-lular
huma) van ser preparats a partir de la linia pre-establerta obtinguda de I’ATCC
(referéncia HB-8065™), i es va fer de la seglient manera:

Es van dipositar 75.000 cel-lules/pou en plaques de 6 pous, amb medi MEM
suplementat amb 0,35 g de NaHCOs i amb sérum bovi fetal (SBF) al 10% fins a un
volum de 3 ml. Les cél-lules es van deixar 7 dies creixent. Després es van deprivar
durant 48 hores (amb medi MEM), i finalment es van incubar durant 48 hores amb
medi MEM i les condicions que estan descrites a I'apartat 7.1.4.

Els flascons i caixes es van mantenir en estufa a 37°C amb CO, al 5% en aire i

humitat.

7.1.2 Cultiu de C-28/12

Els cultius de cél-lules de la linia condrocitica C-28/12 (linia de ceél-lules de
condrocits immortalitzada provinent de condrocits costals de persona jove, descrita
per Goldring et al., 1994) es van dur a terme de la seglient manera:

Es van dipositar 30.000 cél-lules/pou en plaques de 6 pous, amb medi de cultiu
MEM suplementat amb 0,35 g de NaHCOs i SBF 10%. Es deixen 7 dies creixent, i
després es sotmeten a 48 hores de deprivaci6 amb medi MEM + HAM al 50%.
Finalment s’‘incuben durant 48h amb medi MEM+HAM al 50% i les solucions que es
troben descrites a |I'apartat 7.1.4.

Els cultius es van mantenir en estufa a 37°C amb CO, al 5% en aire i humitat.
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7.1.3 Cultiu de condrocits del cartilag epifisari de fetus
humans

Els cultius de condroctis van ser preparats a partir del cartilag epifisari de fetus
humans, de diferents edats gestacionals compresos entre 18 i 22 setmanes,
recollits, prévia autoritzacié de necropsia, en les primeres 24 hores “post mortem” i
en condicions d’esterilitat.

El cultiu es va realitzar segons la técnica posada a punt al nostre laboratori
(Carrascosa et al., 1985), i consisteix en:

1. Recollida de les epifisis femorals i tibials, en les primeres 24 hores “post
mortem”, sota el permis de necropsia, en condicions d’esterilitat, dipositant-
les en un tub que conté medi de cultiu estéril (HAM).

2. En una campana de flux laminar es van rentar les epifisis, separant el
cartilag dels teixits adjacents i aponeurosis, tallant-se en fines lamines que
son dipositades en una capsula de petri que conté medi de cultiu HAM F-12,
on son finament trossejades.

El teixit aixi obtingut va ser sotmeés a dues digestions enzimatiques successives:
13: tripsina 0,2% en PBS, durant 30 min a 37°C.

23: col-lagenasa 0,12% (segons l'activitat) en PBS, durant 30 min a 37°C.

Composiciéo medi PBS:

KCI 200 mg/I
NaCl 8000 mg/I
KH,PO,4 200 mg/I
Na,HPO, . 2H,O 1150 mg/I

La suspensio cel-lular obtinguda es va centrifugar a 800 g durant 10 min i el diposit
cel-lular es va resuspendre en medi de cultiu HAM-F12. El nimero de cél-lules va
ser comptat en una cambra de Neubauer (test d’exclusié en blau Tripan).

1- Aproximadament 200.000 condrocits van ser dipositats en flascons de cultiu
de 75 cm? de superficie amb 14 ml de medi
de cultiu HAM F-12 suplementat amb sérum
bovi fetal al 10 % (SBF). Es va canviant el
medi de cultiu cada 2 o 3 dies, fins a que es
té un numero de ceél-lules suficient per
distribuir i fer els experiments que es
considerin oportuns posteriorment.

2- Es varen cultivar 100.000 cél-lules/pou en

plaques de 6 pous (en el primer passi del cultiu) i es van deixar creixent
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durant 7 dies. Es va canviar el medi cada 2 o 3 dies. Després van estar 48h
deprivades amb medi HAM sense SBF, i tot seguit 48 hores més incubades

amb les condicions comentades més endavant.

Els flascons i caixes es van mantenir en estufa a 37°C

amb CO, al 5% en aire i humitat.

Es van fer un total de 5 cultius de cartilag de fetus humans. Aquests fetus es varen

considerar control perqué no tenien cap patologia relacionada amb el creixement.

7.1.4 Tractaments realitzats en les cél-lules en cultiu

Els tractaments que es van realitzar a les cel-lules en cultiu van ser els indicats a la
Taula 33:

1 Control

2 Vitamina D 107 M

3 GH recombinant comercial (Genotonorm) 0,5 pg/ml
4 GH WT 0,5 pg/ml

5 GH F25Y 0,5 pg/ml

6 GH V173L 0,5 pg/ml

7 Vitamina D 107 M + GH (Genotonorm) 0,5 pg/ml
8 Vitamina D 107 M + GH WT 0,5 pug/ml

9 Vitamina D 107 M + GH F25Y 0,5 ug/ml

10 Vitamina D 107 M + GH V173L 0,5 pg/ml

Taula 33. Relacid de tractaments utilitzats en els cultius cel-lulars per estudiar la bioactiviat
de les proteines recombinants.

Passades 48 hores es recullen les cél-lules.
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7.1.5 Recollida de les cél-lules

Les cél-lules es recullen de la segiient manera:

1.

A o

Sempre es treballa sobre gel.

S’aspira el sobrenadant de cada pou.

Es renta amb 2 ml de PBS fred i esteril.

Es recuperen les cél-lules per rascat i s’aspiren.

S’elimina el rentat per centrifugacio.

Es centrifuguen durant 5 min a 690 x g. Es resuspenen amb 1 ml de
solucio I de tampd del kit d’extraccié d’ARN (Qiagen). Aquesta solucio

conté preservadors que actuen contra les RNAses.

Durant tot aquest procés es mantenen les plaques, els tubs i el tampo6 en gel per

fer tot el procés a 4°C i evitar I'alliberacié de lisozims.

7.2 Estudi de la incorporacié de timidina->H a I’ADN dels condrocits

en cultiu

La valoracié de la incorporacié de timidina-[*H] a I’ADN s’ha realitzat seguint una

metodologia similar a la descrita per Madsen et al., 1983, i Carrascosa et al., 1985,

consistent en:

1.

Quan els condrdcits en cultiu, en flascons de 75 cm?, van arribar a la fase
de confluéncia cel-lular, es van tripsinitzar i es van repartir 20000
cél-lules/pou en plagues de 96 pous amb capacitat de 0,3 ml. S’hi va
afegir 0,3 ml de medi HAM. D’aquesta manera les cél-lules van estar 48
hores deprivades.

Tot seguit es van incubar amb 250
ul de les solucions esmentades
anteriorment (Taula 33) durant 48
hores, i durant les darreres 24
hores es van afegir 50 pl de solucid
de timidina-[3H] (5 uCi/ml).

En finalitzar el periode d’'incubacid, el medi de cultiu va ser aspirat, les
ceél-lules es van rentar 3 vegades amb acid acétic al 2,5 % en aigua
destil-lada i a continuacié es van tractar amb Tritéon X-100 (260 pl/pou)
durant 10 min. Les cel-lules es van recollir en filtres de fibra de vidre
amb l'ajut d’un col-lector cel-lular multiple tipus Mash II. Es va procedir a

recollir els filtres que contenen les cél-lules i en presencia del liquid de
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centelleig es va quantificar la radioactivitat en un comptador Beta (Iso-
cap 300 Searle).
3. Els resultats van ser detectats com cpm de radioactivitat per a cada pou.
4, Cada condicié va ser realitzada per quadruplicat.
El resultat es va expressar com el terme mitja dels quadruplicats. Es va
prendre el control com a 100% i els resultats de les altres condicions es

van referir al control expressat com a percentatge sobre aquest.

7.3 Estudi d’expressioé génica requlada per les GHs recombinants

7.3.1 Extraccié d’ARN total

Per extreure I’ARN total de les cel-lules en cultiu es fa servir un metode basat en
I’'extraccid amb isotiocianat de guanidini. Es va utilitzar el mateix meétode que
I'emprat per I'extraccié d’ARN total a partir de leucocits de sang periférica, com

s’explica a l'apartat 2.2.2.

7.3.2 Retrotranscripcidé

La retrotranscripcio es va fer amb el sistema de la TagMan ReverseTranscription
Reagents (Applied Biosystems). Es va fer servir el mateix métode que I'explicat en
I'apartat 2.3.1.

Per tal d‘avaluar els nivells d’expressi6 d’'un gen d’interés s’han desenvolupat
diferents técniques de quantificaci6. Una tecnica és la determinacio
semiquantitativa mitjancant I'amplificacié del gen d’interés per PCR convencional, i
després utilitzar técniques d’imatge per quantificar el gen, sempre referint a un
patré conegut. Un altre metode és la PCR quantitativa a temps real, técnica que es

desenvolupara més ampliament en un altre apartat.

7.3.3.1 Determinacié de |'expressié geénica pel meétode
semiquantitatiu

Primer es fa la Retrotranscripcid, com ja s’ha explicat a l'apartat 2.3.1, i
seguidament es fan les PCRs convencionals pels gens d’interés. Per aix0 s’estudien
les seqlieéncies dels gens i dels ARNm i es dissenyen encebadors per a cada un dels
gens. També es fa per GAPDH i Ciclofilina, que van ser els gens control.

Es varen fer quatre experiments diferents per a cada linia cel-lular (HepG2 i C-

28/12), i els resultats s6n expressats com a mitja d’aquests quatre experiments.
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D’aquesta manera, s’analitzen els segients gens: IGF1A, IGF1B, STAT5B, GHR,
IGF1R, GAPDH i ciclofilina que serveixen com a control.

Els encebadors utilitzats per fer aguestes PCRs son els indicats a la Taula 34:

Encebador Segqiiéncia Referéncia Tamany
IGF1A s 5" CCCGCTGCTAAACACACTGC 3’ 327 pb
IGF1A a 5’ CCAGTCATTATTTTCTGGTTTC 3’

IGF1A-458 5" CGGAGCTGTGATCTAAGGAG 3’ 200 pb
IGF1A-658 5' TGTCACTCTTCACTCCTCAG 3’

IGF1B s 5" GAAGGAAAGGTTGGCCAAAG 3’ 254 pb
IGF1B a 5" CAGCAGGCCTACTTTTCTTC 3’

GHR s 5" AGCAAGAAGGCAAAAATAGTTTGG 3’ 251 pb
GHR a 5" AGGAGTCTGGGGAGGTATAAAAGG 3’

IGF1R s 5" CATCAGCAGCATCAAAGAGG 3’ 252 pb
IGF1R a 5" GTAAGGCTGTCTCTCGTCG 3’

STAT5B s 5" CGCGACCTCTCCATCTTCAG 3’ Ambrosio et al., 2002 150 pb
STAT5B a 5" CCACCATGCACAGAAACACT 3’ Ambrosio et al., 2002

GAPDH s 5" GAAGGTGAAGGTCGGAGTC 3’ 226 pb
GAPDH a 5" GAAGATGGTGATGGGATTTC 3’

CYCs 5" TGGTGACTTCACACGCCATAATG 3’ Aikawa et al., 2005 255 pb
CYC a 5" ATTCCTGGACCCAAAGCGCTCC 3’ Aikawa et al., 2005

Taula 34. Encebadors utilitzats a les reaccions de PCR per determinar I'expressié génica pel
metode semiquantitatiu.

S'utilitzaren dues metodologies:
1. S'utilitza el sistema d’ECOGEN pels gens IGF1A, IGF1B, GHR, IGF1R i
CYC. La metodologia per amplificar aquests gens es va posar a punt al
nostre laboratori (Taula 35A)
2. Pel gen STATSB es va fer servir el sistema XL Taq (rTth ADN Polymerase
de Applied Biosystmes). S’utilitza aquest metodologia perqué es fa segons el

treball publicat per altres autors. (Taula 35B)
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35A 35B
ECOGEN TGF1A, 1GF1B, | o pDH XL TAQ STAT 5B
GHR, CYC, IGF1R
Tampd 10X 1,1 pl Tampd 3ul
Mg (50 mM) 1,5 mM Mg(Oac), 25 mM 2 mM
Encebador s 10 uM 2,25 uM Encebador s 105 uM | 0,27 uM
Encebador a 10 uM 2,25 uM Encebador a 15 uM 0,27 uM
Taq (5U/ul) o,5U XL Taqg (2U/pul) 0,4U
dNTPs (100 mM) 0,23 mM dNTPs (10 mM) 0,54 mM
Mostra (cADN) 9 ul | 0,5 ul Mostra (cADN) 1 pl
Aigua = | 8,5 ul Aigua 5,5
Volum total 11 pl Volum total 11 pl

Taula 35. En aquestes taules queden resumits dos tipus de reaccions que es van dur a
terme per fer la determinacié semiquantitativa. A la taula 35A es troba el sistema d’Ecogen,
utilitzat per amplificar el gens IGF1A, IGF1B, GHR, IGF1R, CYC i GAPDH. A la taula 35B es
troba el sistema que utilitza la XLTaq, per amplificar STAT5B.

Es fan 35 cicles del seglient programa de temperatures (Taula 36):

35 CICLES |
DESNATURALITZACIO HIBRIDACIO EXTENSIO  EXTENSIO FINAL

1 min 94°C 1 min 60°C 1 min 72 °C 7 min 72°C

Taula 36. Cicle de temps i temperatures realitzats per dur a terme la reaccié de PCR.

Un cop acabada la reaccié de PCR es van fer gels de poliacrilamida tal i com es va
explicar a I'apartat 2.5.1. El marcador quantitatiu utilitzat és el Precision Molecular
Mass Standard de Bio Rad.

Es van fer gels de poliacrilamida per a cadascun dels gens que es volien estudiar i
pel gen control (GAPDH o ciclofilina). Després es van quantificar les bandes
mitjancant el sistema d‘analisi dimatges de BIORAD. Un cop es van tenir
guantificades totes les bandes, es va analitzar informaticament (programa
informatic Quantity One).

Els calculs es van fer relativitzant els resultats obtinguts per a cada gen i per a cada
condicié diferent amb el gen triat com a control. D’aquesta manera es minimitzaven
els errors provinents de la manipulacié individual de la mostra. Després es va

relativitzar respecte el control de cada grup de condicions. Al valor anomenat

84



SUBJECTES I METODES

CONTROL se li va donar el valor de 100, i tots els altres es van relativitzar a
aquest. Aixi es van poder comparar cada serie d’experiments, assegurant-nos que

es reduien al maxim les variabilitats intra i interexperimentals.

PCR a temps real
A la PCR a temps real, els processos d’amplificacio i deteccié es produeixen de

manera simultania en el mateix pou o tub, sense necessitat de cap accid posterior
(com una electroforesi en el cas de la PCR convencional). A més a més, mitjangant
la detecci6 amb fluorescéncia es pot mesurar durant l'amplificacié la quantitat
d’ADN sintetitzat en cada moment, ja que I'emissié de fluorescéncia produida a la
reaccié és proporcional a la quantitat d’ADN format. Aix0 permet conéixer i registrar
en tot moment la cinética de la reaccié d’amplificacio. La principal diferéncia entre
la PCR semiquantitativa i la PCR a temps real és que en aquesta Ultima es compara
el cicle a partir del qual es comenga a observar amplificacié del fragment d’intereés,
mentre que en la PCR convencional es comparen els nivells d’ADN assolits al final
de la reacci6 de PCR. A la PCR a temps real podem obtenir una representacio
grafica de la intensitat de fluorescéncia a cadascun dels cicles de la seqliencia de la
reaccio de PCR, mentre que en la PCR convencional es fa una quantificacié de I’ADN
al final de la corba, on la reaccié d’amplificacié de I’ADN ha arribat a una saturacio
(aconseguint una baixa capacitat de discriminacié de nivells d’ADN). A la PCR a
temps real, com que s’obté la corba de tot el procés d’amplificacié, es pot saber el
punt on s'inicia I'amplificacié de I’ADN (Ct, threshold cycle). Aixi és possible una
major exactitud en la comparacié de nivells d’ADN entre diferents mostres, doncs
una diferencia d’un cicle en l'inici de I'amplificacié (Ct) suposa una diferéncia del
doble en la concentracié d’ADN.

Els termocicladors on es du a terme la PCR a temps real porten incorporat un lector
de fluorescéncia i estan dissenyats per poder mesurar en qualsevol moment la
fluorescéncia emesa en cada un dels tubs o pous on es realitzi I'amplificacio.

Un dels avantatges de la PCR a temps real és la rapidesa, ja que no es necessita
cap procés addicional de deteccido. També té I'avantatge que en utilitzar sistemes
tancats, el risc de contaminacié disminueix de forma molt important.

Els sistemes de deteccié per fluorescencia utilitzats a la reaccié de PCR a temps real
poden ser de dos tipus: agents intercalants i sondes especifiques marcades amb

fluorocroms, dissenyades de manera especial.

85



SUBJECTES I METODES

7.3.3.2.1 Sistemes de deteccid de la fluorescéncia

Agents intercalants: Soén fluorocroms que augmenten la seva emissido de
fluorescéncia quan s’uneixen a ADN de doble helix. El més utilitzat és el SYBR
Green I. L'increment d’ADN que hi ha en cada cicle es reflecteix en un augment
proporcional de la fluorescéncia emesa. Aquest sistema té I'avantatge que és més
economic que les sondes especifiques, i que el procés d'optimitzacié de les
reaccions €s més facil.

Sondes d’hibridacié especifiques: S6n sondes marcades amb dos tipus de
fluorocroms, un donador i un acceptor. El procés es basa en la transferéncia
d’energia fluorescent mitjancant ressonancia (FRET) entre les dues molécules. Les
més utilitzades sén les sondes d’hidrolisi, anomenades TagMan [que son les
utilitzades per nosaltres amb el sistema ABI PRISM 7000 (Applied Biosystems), les
sondes molecular beacons i les sondes FRET].

Sondes d’hidrolisi. S6n oligonucledtids marcats amb un fluorocrom donador

(reporter) a l'extrem 5’ que emet fluorescéncia en ser excitat i un acceptor
(quencher) a I'extrem 3’ que absorbeix la fluorescéncia alliberada pel donador. Per
a que aix0 succeeixi, les molécules donadora i acceptora han d’estar espacialment
proximes. A més a més, |I'espectre d’emissié de la primera s’ha de solapar amb
I'espectre d’absorcié de la segona. Mentre la sonda esta intacta, la fluorescéncia
emesa pel donador és absorbida per l'acceptor. En canvi, durant I'amplificacio
d’ADN, la sonda s’hibrida amb la seva cadena complementaria. La Taq polimerasa
(que té activitat 5’ exonucleasa) hidrolitza I'extrem lliure 5’ de la sonda quan la Taq
es desplaca al llarg de la cadena durant la sintesi de ’ADN. Com ara el donador i
|'acceptor estan espacialment allunyats, la fluorescéncia emesa pel primer és

captada pel lector (Figura 29)
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Figura 29. Representacié esquematica del procés d’emissio de fluorescencia de les Sondes
d’Hidrolisi.

Molecular Beacons. Tenen una moléecula donadora a l'extrem 5’ i una

acceptora a l'extrem 3’ perd, a més a més, tenen una estructura secundaria en
forma de nansa, on resideix la seqliéncia d'unié especifica amb I’ADN diana. Els
extrems es mantenen doblegats quan la sonda no esta hibridada i d'aquesta
manera el donador i l'acceptor estan molt a prop I'un de l'altre i la fluorescéncia
emesa pel donador és absorbida per I'acceptor i no és captada pel lector de I'equip.
En canvi, quan hibrida amb I’ADN diana, la sonda s’obre, allunyant-se el donador i
I'acceptor, podent ser detectada la fluorescéncia emesa pel primer.

Sondes FRET. Sén dues sondes que s’uneixen a seqliéncies adjacents a
I’ADN diana. Una de les sondes porta un donador a I'extrem 3’ i I'altre un acceptor a
I'extrem 5’. Quan les sondes estan hibridades, els dos fluorocroms estan proxims.
En ser excitat, el donador transfereix la seva energia a |'acceptor que, al mateix

temps, emet la fluorescéncia que detecta el lector de I’'equip.
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7.3.3.2.2 Quantificaci6 de I'ADN diana de la mostra

A la PCR a temps real el programa informatic va registrant l'increment de
fluorescéncia (proporcional a I'augment d’ADN) a cada cicle, i aquesta informacié es
reflecteix graficament en corbes de cinética de la reaccié per a cada una de les
mostres i controls. Per a cada mostra el programa informatic calcula el nombre de
cicle en el que el lector comenca a detectar un increment de fluorescéncia
significatiu respecte al senyal de base. El cicle on es comencga a detectar I'augment
de fluorescéncia es denomina punt de tall (Cp, crossing point) o cicle llindar (Ct,
threshold cycle) i és inversament proporcional a la concentracio inicial d’ADN diana
present a la mostra. Amb les concentracions préviament conegudes dels controls
externs i els seus Cp corresponents es dibuixa una corba patrd. Interpolant en ells
els valors de Cp de cada mostra problema es pot saber la seva concentracié d’ADN

inicial.

La quantificacid relativa es pot realitzar pel métode de la corba estandard i el

metode de comparacio de Ct o AACT. Nosaltres vam utilitzar el darrer:

- Métode de comparacio de Ct o AACT. Quan l'eficiéncia d’amplificacié dels
gens en estudi és semblant a la del control endogen (les corbes estandards del
gen problema i la del control endogen) en l'interval de les concentracions de
I’ADN en estudi, el métode emprat per la comparacido del Ct de les diferents
mostres és el delta delta Ct. En aquest métode es compara el valor 2t d’entre

mostres que s’obté d’aplicar la seglient formula:

ACt: Ct gen diana
AACt = ACt (mostra)- ACt (calibradora) -Ct gen endodgen

En el nostre cas, la mostra calibradora és la mostra que no porta cap tractament i

que anomenem control.
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Com ja es va dir anteriorment, el sistema utilitzat és el d’Applied Biosystems, i
consequentment s’utilitza el sistema TagMan Universal PCR Master Mix de la

mateixa casa comercial per fer la PCR a temps real.

El kit TagMan Universal PCR Master Mix conté:

TagMan Universal PCR MAster Mix, que ve comercialitzada a una concentracié 2X.

La barreja és optimitzada per fer aquestes reaccions ja que conté la AmpliTag Gold
ADN polimerasa, AmpErase UNG, dNTPs amb dUTP, Passive Reference, i els
components del tampo optimitzats.

- AmpliTag Gold® ADN polimerasa per tal d’eliminar la sonda TagMan® durant la
PCR. Aguesta Taqg conté activitat 5’ exonucleasa que pot eliminar el terminador
reporter que conté la sonda a l'extrem 5’, i el terminador quencher que conté a
I’extrem 3’. En canvi, no conté activitat 3’-5’ exonucleasa.

- AmpErase® uracil-N-glicosilasa (UNG). El tractament amb AmpErase UNG pot
prevenir la reamplificaciéo de productes de PCR que no es vulguin amplificar i que es
vagin arrossegant d'altres reaccions que s’hagin fet anteriorment. La UNG elimina el
fosfodiester de I’ADN que conté uracil, perd no té cap efecte en I’ADN que conté
timina. Aix0 fa que es bloquegi I'accié de la replicacié de les DNA polimerases, i que
aquest ADN sigui molt labil a les hidrolisis acid/base. Com que la UNG no reacciona
amb la dUTP i també és inactivat amb calor, aix0 fa que sigui molt util per les

reaccions de PCR que es fan amb contaminants d’uracil enlloc de timines.

Assays on Demand

Cada Assay-on-Demand Gene Expression Assay consisteix en dos encebadors
no marcats i una sonda marcada amb un terminador FAM™ TagMan® MGB (minor
groove binder). S'anomena TagMan probe i conté un oligonucledtid amb un
terminador fluorescent a I'extrem 5’ (reporter) i un altre a I'extrem 3’ (quencher).
El que esta situat a I’'extrem 5’ pot ser FAM™, TET™o VIC™. (En el nostre cas sera
FAM™). Aquests terminadors estan covalentment units a I'extrem. Cadascun dels
reporters estan units a un terminador TAMRA™ a I’'extrem 3’ que no és fluorescent.

Les sondes MGB augmenten la Tm ja que s’uneixen al loop menor dels duplexs
d’ADN. D’aquesta manera permet I'Us de sondes molt curtes (de 13 pb). Aixo0
permet un millor disseny dels encebadors i de la sonda, i augmenta |'especificitat
aixi com la flexibilitat a I’hora de dissenyar els assays. Un altre avantatge és que no
s’utilitza un terminador guencher fluorescent, amb la qual cosa s’elimina el
background fluorescent associat a altres meétodes que utilitzen quenchers
fluorescents. Una altra caracteristica dels Assays-on-demand és que tots estan

dissenyats a una concentracié universal (900 nM els encebadors, i a 250 nM la
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sonda). També estan dissenyats perquée tots els assays puguin ser utilitzats a les
mateixes condicions de PCR (d‘aquesta manera es poden fer diferents experiments

a la mateixa placa de PCR, on s’hi poden posar fins a 96 mostres).

Els assays utilitzats en aquest projecte han estat els indicats a la Taula 37:

Gen Assay ID
IGF1 Insulin-like growth factor 1 (somatomedin C) Hs00153126_m1
STAT5B Signal transducer and activator of transcription 5B Hs00560035_m1
IGF1R Insulin-like growth factor 1 receptor Hs00609566_m1
GHR Growth hormone receptor Hs00174872_m1
CYC Cyclophilin A (PPIA), MGB 4326316E

(TagMan Endogenous Control)

Taula 37. Taula on es mostra la relacié dels assays utilitzats aixi com el Assay ID.

El cicle de temperatures pel qual estan dissenyats aquests assays és ['indicat a la
Taula 38:

TEMPS I TEMPERATURES

DESNATURALITZACIO 40 CICLES
ETAPA ] ) ]
INICIAL DESNATURALITZACIO HIBRIDACIO/EXTENSIO
Activacio UNG
10 min 95°C 15 seg 95°C 1 min 60°C

2 min 50°C

Taula 38. Cicle de temps i temperatures realitzats per dur a terme la reaccié de PCR en el
cas dels Assays on Demand.

Per tal de saber si el métode funciona bé, es comenca fent una corba de dilucions
del cADN per veure que realment en aquell rang és lineal la concentracié respecte
la senyal de luminiscéncia que déna l'aparell, tant pel control endogen com per als

gens que volem estudiar.

S’estudia I'expressid dels gens IGF1, GHR, STAT5B, IGF1R i la Cyc (gen endogen).
Un cop es va comprovar que, efectivament, la resposta era lineal tant pel control

endogen com pels gens que es volien estudiar, es va passar a fer el métode del
AACE.
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En el nostre cas varem fer una quantificacid relativa, ja que no vam utilitzar una
corba patré per determinar la quantitat absoluta de cADN que teniem. Es va
utilitzar un control endogen que s’amplifica de la mateixa manera a totes les
mostres, i després es va comparar amb I'amplificacié del gen que realment voliem
estudiar. Es va normalitzar respecte aquest gen per a totes les mostres (per
eliminar petites diferéncies de concentracié de partida d’ADNc).

Sempre es fan triplicats de cada mostra, i el resultat de Ct es dona com a la mitja
dels tres. En cada placa sempre s’analitza cada mostra pel gen que es vol estudiar i
pel gen endogen (Cyc).

Els valors de Ct dels diferents gens es determinaren i es normalitzaren amb el gen
constitutiu Ciclofilina.

La mostra calibradora en el nostre cas és la mostra control que no té cap

tractament.

8. ESTUDI D'UN POLIMORFISME DEL RECEPTOR DE GH: delecid de
I'ex6 3

Es va analitzar el polimorfisme que inclou o exclou I'exé 3 del Receptor de GH
[formes fl-GHR (full lenght) o d3-GHR (del3)] en les cél-lules condrocitiques

(condrocits de cartilag epifiseal fetal).

8.1 Analisi del polimorfisme d3/fl-GHR a partir d’ADN

A partir de I’ADN extret de precipitats de condrocits fetals utilitzats per fer cada un
dels cinc experiments descrits a |‘apartat 7.1.4, es va estudiar el polimorfisme del
gen GHR abans comentat.

Es va utilitzar la metodologia descrita per Pantel et al., 2000 amb algunes
modificacions.

Aquests autors fan una PCR competitiva utilitzant 3 encebadors anomenats G1, G2 i

G3. L'esquema dels encebadors és indicat a la Figura 30:
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E- 3248 pb G2
GHRfl — I —
G1 935 pb G<3
GHRd3 — [ ——
G1 P G2

Figura 30. Representacié esquematica de la regié fl-GHR que inclou I'Ex6 3 (en negre) i els
elements repetitius (en gris). L'al-lel GHRd3 conté una Unica copia de la regid repetitiva (en
gris). A I'esquema es marquen les posicions del encebadors. Aquesta figura esta extreta del

treball realitzat per Pantel et al.

La modificaci6 ha consistit en que quan un homozigot d3/d3 era detectat, es

realitzava una segona PCR utilitzant només el encebadors G1 i G3 per descartar

gue es tractés d’'un heterozigot en el que la banda gran no s’amplificava

correctament.

Tots els resultats es van confirmar per electroforesi en gel d’agarosa.

Es va utilitzar el sistema de Finnzymes Phusion™ High-Fidelity PCR Kkit.

En la Taula 39 es mostren els components de la barreja de reaccio:

Components Concentracio Final
5X Phusion HF Buffer 1X
MgCl, 50 mM 1,5 mM
Encebador G1 15 uM 0,3 uM
Encebador G2 15 uM 0,3 uM
Encebador G3 15 uM 0,3 uM
Phusion ADN polimerasa 2 U/l 0,01 U/ul
dNTPs 10 mM 200 uM
ADN 200 ng
H,0 X ul
Volum Total 50 pl

Taula 39. Taula dels components utilitzats a la reaccié de PCR per amplificar el gen GHR i

concentracié final de la mescla de reaccio.
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Els encebadors utilitzats van ser els indicats a la Taula 40:

Nom Seqiiéncia Referéncia

G1 5' TGTGCTGGTCTGTTGGTCTG 3’ Pantel et al., 2000
G2 5" AGTCGTTCCTGGGACAGAGA 3’ Pantel et al., 2000
G3 5" CCTGGATTAACACTTTGCAGACTC 3" Pantel et al., 2000

Taula 40. Encebadors utilitzats per analitzar el polimorfisme GHRd3 de GHR.

I el cicle de temperatures va ser l'indicat a la Taula 41:

35 CICLES

DESNATURALITZACIO DESNATURALITZACIO HIBRIDACIO EXTENSIO EXTENSIO FINAL
30 seg 98°C 10 seg 98°C 30 seg 60°C 1,5 min 72°C 7 min 720C

Taula 41. Cicle de temps i temperatures realitzats per dur a terme la reaccié de PCR per
amplificar el gen GHR.

I els resultats esperats per a cada tipus de polimorfisme es resumeixen en la Taula
42:

Polimorfisme del gen GHR Encebadors | Tamany de la Banda
532 pb
Homozigot per a la delecié (GHRd3) G1-G2-G3
Homozigot per a la no delecié (GHRfl) G1-G2-G3
935 pb
; 532 pb
Heterozigot per a la delecido (GHRd3/GHRfl) | G1-G2-G3
935 pb

Taula 42. Tamanys de les bandes que s’han d’amplificar per a cada un dels polimorfismes
del gen GHR.

Es van confirmar els resultats obtinguts mitjancant I'analisi de I’ADN amb la técnica
de RT-PCR a partir de I'’ARN extret dels condrocits humans utilitzats per analitzar la
resposta d’aquestes cél-lules a les proteines recombinants.

Els components de la reaccié de PCR sén indicats a la Taula 43:

93



SUBJECTES I METODES

Components Concentracio Final
2xMix (0,4 mM dNTPs, 2,4 mM MgSO,) 1X
Encebador sentit 0,75 uM
Encebador antisentit 0,75 uM

RT/ Platinium Taq Mix 0,5 ul

Aigua

cADN 1 pl

Volum Total 10 ul

Taula 43. Components per a la reacciéo de RT-PCR per analitzar el polimorfisme d3/fl-GHR a
partir d’ARN. El sistema utilitzat és el SuperScript One-Step RT-PCR with Platinum Tag
(Invitrogen Life Technologies).

Els encebadors utilitzats van ser els indicats a la Taula 44:

Nom Seqiiéncia Referéncia

mGHR 2s 5" GGTATGGATCTCTGGCAGC 3" Mercado et al. 1994

MGHR+3s 5" GAGTCTGCAAAGTGTTAATCC 3’ Mercado et al. 1994
mMGHR 4a 5" CAGCTGTATGGGTCCTAGG 3’ Mercado et al. 1994

Taula 44. Encebadors utilitzats per detectar el polimorfisme GHRd3 del gen GHR a partir
d’una mostra d’ARN missatger.

I el programa de temperatures va ser l'indicat a la Taula 45:

40 cicles

Retrotranscripci6 Desnaturalitzaci6 Desnaturalitzaci6 Acoblament Extensio Extensio final

30 min 50°C 3 min 94°C 1 min 94°0C 1 min 52°C 1 min 72°C 7 min 72°C

Taula 45. Cicle de temps i temperatures realitzats per dur a terme la reaccié de PCR per a
amplificar el polimorfisme d3/fl-GHR.

Per tal de comprovar que les bandes corresponien als transcrits teorics, es va
realitzar la seqlienciacié automatica del producte amplificat amb els encebadors
MGHR 3s i mGHR 4a. A la Taula 46 es mostra el resum dels tamanys teorics dels

transcrits amplificats:
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Polimorfisme Encebadors Tamany de les bandes

mMGHR 2s- mGHR 4a 189 pb
Homozigot per a la delecié (GHRd3)
mMGHR 3s- mGHR 4a =

mMGHR 2s- mGHR 4a 255 pb
Homozigot per a la no delecié (GHRfl)

MGHR 3s- mGHR 4a 151 pb

mMGHR 2s- mGHR 4a 189 pb /255 pb
Heterozigot per a la delecié (GHRd3/GHRfl)

mMGHR 3s- mGHR 4a 151 pb

Taula 46. Tamanys dels transcrits teorics de les bandes d’un gel de poliacrilamida per a
cada tipus de polimorfisme d3/fl-GHR.

9. ANALISI ESTADISTIC

L'analisi estadistic de la quantificacié de I'expressié dels gens IGF1, IGF1R, GHR i
STAT5B en els diferents cultius cel-lulars sota estimul de I'hormona GH es va
realitzar amb el programa StatView 4.5. Es va aplicar el test-t de Wilcoxon. Els
resultats sén expressats com la mitja £ error estandard.

El test de Wilcoxon és un test no-parametric que s’utilitza de manera alternativa al
paired Student’s t-test per mostres relacionades. S’utilitza quan no es té una

distribucié normal dels resultats.

10. ANALISI INFORMATIC DE LES SEQUENCIES

Durant tot el treball s’han utilitzat diferents programes informatics que es

resumeixen en aquest apartat.

- NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov
Les seqliencies de nucleotids del gen GH1 obtingudes van ser analitzades
informaticament per tal de reconeixer possibles mutacions i canvis en els

polimorfismes.

- BLAST:http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

En aquesta pagina web es va poder comparar la seqliéncia de nucleotids obtinguts
en |'apartat anterior, amb una seqiéncia del gen GH1 patrd obtinguda al GenBank,
que té el nUumero de GI 183148 (seqliencia de referencia, RefSeq).

També s’utilitza aquesta pagina web per dissenyar els encebadors utilitzats en el
projecte, intentant dissenyar els encebadors sobre seqliéncies conegudes d’ARN o

ADN dels gens d’interes.
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-ORFfinder (Open reading frame finder): http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/orfig.cgi
Es va utilitzar aquesta eina informatica per localitzar possibles ORF (open reading
frame) i d’aquesta manera buscar quines proteines teoriques es podien derivar dels

transcrits anomals que es van trobar.

- ESEFinder http://exon.cshl.org/ESE. Aquesta eina informatica serveix per

localitzar llocs ESE (exonic splicing enhancer).(Cartegni et al., 2003).

- ICM molecular modelling software suite (Molsoft LLC, San Diego, CA). S’utilitza
aquest software per visualitzar la proteina GH aixi com el seu receptor, i les
diferents interaccions que tenen lloc entre elles. La pagina web on es pot trobar el

software és la seglient: http://www.molsoft.com

- Es va utilitzar el ClustalW per fer els alineaments multiples. L'adreca de la pagina

web és la seglient: http://www.ebi.ac.uk/clustalw/ (Thompson et al., 1994).

- Molecular Evolutionary Genetic Analysis (MEGA 2.1) (Kumar et al., 2001).
S'utilitza per realitzar els arbres filogenetics de I'Hormona de Creixement. La pagina

web on es pot trobar és la seglient: http://www.megasoftware.net
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1. CARACTERITZACIO DE LA SEQUENCIA DEL GEN GH1 EN ADN DE

POBLACIO CONTROL I DE PACIENTS.

DETERMINACIO DE

MUTACIONS AMB CANVI D’AMINOACID

1.1

Estudi de la poblacié control

Es va seqlienciar el gen GH1 de la poblacié de controls per tal d’establir el mapa de

polimorfismes d’'aquest gen i d’aquesta manera, en seqienciar el gen GH1 de la

poblacié de pacients, poder diferenciar entre els punts que sén polimorfics dels que

es consideren mutacions.

La Taula 47 resumeix els punts que contenen una variabilitat superior a I'1%, aixi

com les proporcions dels canvis en la nostra poblacié control (Esteban et al., 2006).

Percentatge
Posicio® Regid . ., ..
funcignal(") Localitzaci6® Nucleotid” Homozigot Heteroziaot Homozigot
GI 183148 9 alternatiu

P1 = 4825 Promotor G-del 95.1 4.9 0

P2 = 4856 Promotor T-G 5.2 32.9 61.9
P3 = 4863 Promotor T-G 5.2 32.6 62.2
P4 = 4886 Promotor G-T 31.6 50.8 17.6
P5 = 4996 Promotor T-C 97.1 2.9 0

P6 = 5089 Pit 1p RE Promotor A-G 72.6 24.4 3.0
P7 = 5107 VDR{{{EA/T3 Promotor G-T 39.7 48.9 11.4
P8 = 5116 VDR{{{EA/T3 Promotor G-A 98.7 1.3 0

P9 = 5131 TATA box Promotor G-del 84.1 14.0 1.9
P10 = 5157 Promotor A-G 27.7 49.8 22.5
P11 = 5162 Promotor A-T-C 81.4 16.9 E’;Tc))/ 0.9 0.6 (TT)
P12 = 5178 5"UTR A-G 94.1 5.9 0
P13 = 5187 5"UTR A-C 94.8 5.2 0
P14 = 5221 5"UTR G-T 0 6.5 93.5
P15 = 5231 | Thr 3 Ala/Pro Ex6 I A-G-C 96.4 33 (?fc))/ 0.3 0
P16 = 5286 Intro I A-G 98.1 1.9 0
P17 = 5290 Intro 1 A-T 98.4 1.6 0
P18 = 5443 Intré I T-C 94.5 5.5 0
P19 = 5681 Intro I1 A-T 98.1 1.9 0
P20 = 5686 Intré II G-A 98.3 1.7 0
P21 = 6191 Val 110 Ile Ex6 IV G-A 98.4 1.6 0
P22 = 6232 Thr 123 Exo6 IV G-A 97.1 2.9 0
P23 = 6263 Intré IV C-T 95.8 3.9 0.3
P24 = 6331 Intré IV T-A 27.7 54.4 17.9
P25 = 6358 Intro IV T-G 98.1 1.9 0

Taula 47. Freqgliéncies de genotips als punts considerats SNPs del gen GH1 en la poblacid

control
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@ Els SNPs sén identificats correlativament des de P1 a P25. S'identifica la numeracié
corresponent al n° accés al GenBank GI 183148.

®) Elements de resposta préviament descrits en la regié promotora del gen GH1. Tres SNPs
estan localitzats en codons.

© Localitzacié dins el gen.

@ Nucleotids trobats en aquesta posicid.

S’han trobat 25 punts polimorfics al llarg del gen (Taula 47), tres dels quals es
troben en exons (P15, P21 i P22), i dos d’ells provoquen substitucié d’aminoacid

quan conté el nucleotid pel canvi.

99



RESULTATS

1.2 Estudi dels pacients de I'Hospital Materno-infantil Vall d’'Hebron
En els 475 pacients index de I'Hospital Vall d’Hebron s’han detectat en el gen GH1

canvis diferents dels SNPs de la poblacié control en 45 pacients index (9,5%). Els
canvis trobats en la poblacié de pacients i que no es troben en la poblacié de
controls es mostren a la Taula 48. Entre els canvis, els que afecten un nucleotid
gue prediu un canvi d’'aminoacid es troben en 6 pacients index (13,3% dels canvis i

1,2% dels pacients). Els canvis d’aminoacid estan indicats a la Taula 49.

Mutacions trobades en els pacients de I’'Hospital Vall d’'Hebron

Posici6 de la Mutacié al GenBank GI:183148 Localitzacidé N° de casos
4688 G>A Promotor 3
4695 C>G + 5123-5130 Recombinacié GAACT amb gen CS-2 o CS-5 Promotor 1
4804 A>G Promotor 1
4804 A>G + 5306 G>A + 5354 G>C + 5758 C>T + 6377 G>A Promotor+I1+I11+12+14 1
4812 T>G Promotor 1
4855 C>T + 5103-5107 delecié en heterozigosi Promotor 1
4856 G>C + 4850 T>G + 4837 C>T Promotor 1
4859 G>C Promotor 2 (1 familia)
4871 G>A + 4875 C>A Promotor 1
4903 G>C + 4907 C>A Promotor 1
4937 C>T Promotor 1
5162 A>C + 5165 G<C Promotor + 5'UTR 2
5162 A>C + 5165 G<C + 5985 G>A Promotor + 5'UTR +13 1
5220 C>T 5" UTR 1
5266 T>C Intro 1 1
5318 C>del + 5910 A>G [Asn47Asp] Intréo 1 + Ex6 3 1
5354 G>C + 6298 G>A Intré 1 + Intré 4 1
5608 C>T [Arg16Cys] Ex6 2 1
5618 G>A [Arg19His] Exé 2 1
5634 C>A + 5636 T>A [Phe25Tyr] + 6409 A>del Ex6 2 + Ex6 2 + Intr6 4 | 3 (2 families)
5679 G>C Intro 2 6
5795 G>C Intré 2 1
6056 A>C + 6061 C>G Intro6 3 5
6118 G>A Exé 4 1
6337 C>G Intro 4 1
6344 C>T Intro 4 2
6427 A>G Intro 4 3 (2 families)
6453 A>G Intré 4 2 (1 familia)
6461 G>A Intro 4 1
6653 C>G [Ile179Met] Ex6 5 1

Taula 48. Canvis trobats en la seqliencia del gen GH1 diferents dels SNPs de la poblacié
control en els pacients de I'Hospital Vall d’Hebron.
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Canvis d’aminoacid trobats a pacients de I’'Hospital Vall d’'Hebron

i i i Referéncies a la
Posicio Mutacio Localitzacio N© de casos
literatura
5608 C>T Argl16Cys Exé 2 1 pacient Millar et al., 2003
5618 G>A Arg19Hys Exo 2 1 pacient -
i 3 pacients de 2
5636 T>A Phe25Tyr Exo 2 , -
families

5910 A>G Asn47Asp Exo 3 1 pacient Millar et al., 2003
6653 C>G Ilel79Leu Exo6 5 1 pacient -

Taula 49. Substitucions en la seqliiéncia de I’ADN del gen GH1 que prediuen un canvi
d’aminoacid en els pacients de I'Hospital Vall d’Hebron. Es descriu en quina part del gen es
troba la mutacié aixi com el nombre de pacients que presenten aquest canvi i en el cas que
la mutacio hagi estat descrita, la referéncia bibliografica.
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1.3 Estudi dels pacients amb RIUC, talla baixa i sense deficiéncia de

secrecié de GH

En els 253 pacients de I’Assaig Clinic amb numero de Registre 56/2001 s’han

detectat en el gen GH1 canvis diferents dels SNPs de la poblacié control en 32

pacients (12,6%) que es mostren a la Taula 50. Entre els canvis, els que afecten un

nucledtid que prediu un canvi d‘aminoacid es troben en 3 pacients (9,4% dels

canvis i 1,2% dels pacients). Aquestes substitucions es resumeixen a la Taula 51.

Mutacions trobades en els pacients amb RIUC

Posici6 de la Mutacié al GenBank GI:183148 Localitzacio NO° de casos
4804 A>G Promotor
4850 T>G + 4856 C>G + 4861 G>A Promotor
Recombinacié CS5 Promotor
5111-5125:GCAGGGAGAGAGAACT Promotor
5165 G>C 5'UTR

5165 G>C + 5354 G>C

5'UTR + Intré 1

5165 G>C + 6056 A>C + 6061C<G

Intré 1 + Intrd 3

5266 T>C

Intré 1

5354 G>C + 6056 A>C + 6061C<G

Intré 1 + Intrd 3

5414: insercié AGAA Intré 1
5608 C>T [Arg16Cys] Exé6 2
5679 G>C Intré 2

5690 G>A Intré 2

6056 A>C + 6061C<G Intré 3
6190 C>T Exo 4

6337 C>G Intré 4

6344 C>T Intré 4

6427 A>G Intré 4

6431 A>G Intré 4

6453 A>G Intré 4

6633 G>C [Vall73Leu] Ex6 5
6653 C>G [lle179Met] Ex4 5

o i B e N I e ] e L e e e Y e e Y e e e

Taula 50. Canvis trobats en el gen GH1 a la poblacié de pacients amb RIUC diferents dels
SNPs de la poblacié control. Es mostren les localitzacions de les substitucions aixi com el

numero de casos trobats.
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Canvis d’aminoacid trobats als pacients amb RIUC

Posicid Mutacié | Localitzacié | N° de casos | Referéncies a la literatura
5608 C>T | Argl6Cys Exo 2 1 pacient Millar et al., 2003
6633 G>C | Vall73Leu Ex6 5 1 pacient -

6653 C>G | Ilel79Met Ex6 5 1 pacient Lewis et al., 2004

Taula 51. Substitucions en la sequéncia del DNA del gen GH1 que prediuen un canvi
d’aminoacid en els pacients amb RIUC. Es descriu en quina part del gen es troba la mutacié
aixi com el nombre de pacients que presenten aquest canvi i en el cas que la mutacié hagi
estat descrita, la referéncia bibliografica.

1.4 Estudi del canvi que comporta la mutacié F25Y

Entre la poblacié de pacients de I'Hospital Vall d’Hebron (Taula 48), es van trobar
dues families que presentaven una substitucido en la seqliéncia de nucleotids que
predeia un canvi d’‘aminoacid a la proteina a part d’altres dos canvis que no
provoquen substitucid d’aminoacid. Aquestes substitucions no es trobaven en
controls i @ més a més anaven acompanyades d’un fenotip de talla baixa, la qual
cosa podia fer suposar que la causa de la talla baixa en aquests pacients eren els
canvis que tenien a la seqiéncia del seu gen GH1.

La Taula 52 mostra els haplotips del gen GH1 per els SNPs descrits per Esteban et
al., 2006 en els tres pacients i en els pares d’'una de les dues families aixi com els
tres canvis en la seqliéncia diferents dels SNPs que s’inclouen en el mateix al-lel

compartit per els tres pacients i el pare d’una de les families.
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POSICIO AL

GENBANK 2
GI:183146 FOCALITZACIO PACIENT 1 PACIENT 2 PACIENT 3
P1 4825 Promotor G G G G G G G G G G
P2 4856 Promotor G G T G G G T G T G
P3 4863 Promotor G G T G G G T G T G
P4 4886 Promotor T G G G T T G G G G
P5 4996 Promotor T T T T T T T T T T
P6 5089 Promotor G A A A G G A A A A
P7 5107 Promotor G G G G G G G G G G
P8 5116 Promotor G G G G G G G G G G
P9 5131 Promotor del G G G G del G G G G
P10 5157 Promotor A G G G G A A G A G
P11 5162 Promotor A A A A A A A A A A
P12 5178 5’ UTR A A A A A A A A A A
P13 5187 5’ UTR A A A A A A A A A A
P14 5221 5" UTR T T T T T T T T T T
P15 5231 Exo I A A A A A A A A A A
P16 5286 Intro 1 A A A A A A A A A A
P17 5290 Intro I A A A A A A A A A A
P18 5443 Intro I T T T T T T T T T T
P19 5681 Intro 11 A A A A A A A A A A
P20 5686 Intro 11 G G G G G G G G G G
P21 6191 Ex6 IV G G G G G G G G G G
P22 6232 Exé IV G G G G G G G G G G
P23 6263 Intro IV T C C C C T C C C C
P24 6331 Intrd IV A T T T A A T T T T
P25 6358 Intro IV T T T T G T T T T T

ALTRES CANVIS
5634 Ex6 2 C A C A C C C A C A
5636(Phe25Tyr) Exé 2 T A T A T T T A T A
6409 Intro 4 A del A del A A A del A del
HAPLOTIP DEL PROMOTOR SEGONS

HORAN ET AL. (V) - - 8 - 5 - 3 - 3 -
HAPLOTIP SEGONS LA l(\IZE)STRA NOMENCLATURA B M1 C M1 D B A M1 A M1

Taula 52. Haplotips pels punts considerats polimorfics en la poblacid control en 5 persones
de dues families diferents i canvis trobats a la sequéncia de I'ADN que no es troben a la
poblacid i sén considerats mutacions. Totes aquestes persones tenen el canvi F25Y.

(WE| promotor n°8 representa el 1,9% dels haplotips estudiats per Horan et al., i produeix un
lleu augment del nivell de I'expressié del gen (sempre en comparaciéo amb |'haplotip 1). En
canvi el promotor n°5 el presenten el 4,2% dels haplotips estudiats i produeix una reduccio
de I'expressio del gen (aproximadament del 47%). L'haplotip n°® 3 que el porten els dos nens
de la Familia 2 el presenten el 16,2% dels haplotips estudiats i produeix una reduccié de
I'expressié del gen (aproximadament del 68%). Els altres haplotips no sén descrits per
aquests autors.

(En aquesta columna es vol destacar que els al-lels que porten els canvis tenen el mateix
haplotip en les dues families (M1).

La Figura 31 mostra els electroferogrames amb el canvi en heterozigosi (Phe25Tyr)

aixi com els altres dos canvis descrits a la Taula 52.
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31A

31B

5634 C>A 5636 T>A

6409 A/del

J :: L-.

INTRO 4

Figura 31. Electroferogrames amb els canvis trobats en heterozigosi en el gen GH1 i que
son canvis que no porta la poblacié control. A I'electroferograma 31A es mostren els canvis a
les posicions 5634 i 5636, i al 31B es mostra la delecid en heterozigosi al punt 6409.
Correspon a la seqliéncia de I'amplificacié a partir d’ADN gendomic mitjangant la técnica de
PCR del gen GH1 d’aquests pacients.

1.4.1 Clinica dels pacients amb el canvi F25Y

Les Figures 32, 33 i 34 mostren I’'evolucié de les corbes de creixement del Pacient 1

de la Familia 1 i els Pacients 2 i 3 de la Familia 2 representades sobre les corbes de

creixement de la poblacié actual de I'area de Barcelona (Carrascosa et al., 2004),

aixi com les talles dels pares corresponents i 'efecte de l'administracié de GH

exodgena.
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Familia 1. Pacient 1

Proves
de GH
secrecié6  (pic maxim) 1GF1 Edat
de GH
L-Dopa 1,6 ng/ml ??z,Glns%g)l 8/12anys
*HI 4,7 ng/ml 911 2)3nys

*HI: hipoglucemia insulinica

o bera
_ 10
S 9
E, 8
° 7 7
08 6
S8 s
8 4
R
2 2

Grafic velocitat de creixement Pacient 1

[ e—
[~ S—1
£ )
— A
% Pubertat
GH
8 9 10 11 12 13
Edat (anys)

14

Figura 32. Corba de creixement del Pacient 1 de la Familia 1, taula resum de diferents
proves realitzades a aquest pacient i grafic on es mostra la velocitat de creixement del

Pacient 1.

El Pacient 1 té uns valors de GH sota estimul disminuits (una prova inferior a 10

ng/ml es considera que correspon a una deficiencia de GH). Es va administrar GH

exdgena a partir dels 9 anys i 11 mesos. Com es pot veure hi ha una rapida

recuperacio de la velocitat de creixement en el primer any. Aquest pacient encara

es troba en seguiment.

A la Familia 1 el pare és el portador de I'al-lel afectat.
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Familia 2. Pacient 2

Proves
de GH
Secrecié6  (pic maxim) e Eae
de GH
L-Dopa 11,1 ng/ml 8(1/12)znys
HI 5,9 ng/ml 8(1/12)anys
126,7 ng/ml (4/12)
(C1655Ds) |2 s
Grafic velocitat de creixement Pacient 2

b= 8

E 7 1'

X = 6 0

>

5E A

§ E 4 G,P, (ZCC)

£ 3 4

R GH

[ T T T T

> 8 9 0 1M 12 13 14

Edat (anys)

Figura 33. Corba de creixement del Pacient 2, taula resum de diferents proves realitzades a
aquest pacient i grafic de la velocitat de creixement del Pacient 2.

El Pacient 2 és germa del Pacient 3 de la familia 2. De les dues determinacions de

GH sota estimul de secrecié que se li van realitzar, una és superior a 10 ng/ml

(limit superior per considerar deficit de GH) i I'altre és inferior. Es va administrar

GH a partir de I'edat de 9 anys i 11 mesos i es mostren els resultats durant els dos

primers anys.
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Familia 2. Pacient 3

Proves
de GH
Secrecié (pic maxim) IGF1 Edat
de GH
3 49,2 ng/ml L 1/12)
L-Dopa 7,1 ng/ml (-3.38 SDS) 8 anys
HI 9,6 ng/ml 9(/15nys
Grafic velocitat de creixement Pacient 3
. 9
s 8 —
.g = 71
(9]
5§ 9] l—-
35 O] A
(3]
® T 4 G1P2(2cc)
T3 A
° GH
S 2 : : ‘
8 9 10 1 12
Edat (anys)

Figura 34. Corba de creixement del Pacient 3, taula resum de diferents proves realitzades a
aquest pacient i grafic on es mostra la velocitat de creixement del Pacient 3.

El Pacient 3 és el germa del Pacient 1 de la familia 2. Pateix de déficit de GH segons

les proves d’estimulacié de GH i se li ha administr

at GH exdgena des dels 9 anys i 7

mesos. Va fer una rapida recuperacié del creixement durant els dos primers anys.

(Figura 34).

No s’ha disposat de I’ADN dels pares per determin

ar els corresponents haplotips.
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1.4.2 Analisi mitjancant ESEFinder
La substitucio trobada al nucleotid 5634 C>A no provoca canvi d’aminoacid. La

substitucio en la posicié 5636 T>A si que provoca el canvi d’'aminoacid (Phe25Tyr).
Aquestes substitucions es troben a l'ex6 2, i es pot estudiar aquesta regid
mitjancant el ESEFinder, programa que identifica llocs d'unié a proteines SR
(proteines amb un domini C-terminal ric en Ser/Arg, que participen en multiples
passos del procés d’splicing), generant un resultat que reflecteix la forca d’aquest
lloc d’unié. Les proteines SR son essencialment factors d’splicing i sén molt
importants tant en |I'splicing constitutiu com I'alternatiu. Aquestes proteines
reconeixen especificament llocs ESE (exon splicing enhancer), i el complex resultant
estimula la proteina U2AF, fet important pels primers passos de la constituciéo de
I’'spliceosoma.

Fins l'any 1998 es coneixien 9 proteines SR humanes: SF2/ASF, SC35, SRp20,
SRp40, SRp75, SRp55, 9G8, SRp30c¢, i la SRp54.

També s’estudia la delecid a I'intré 4 (6409 A>del).

A B
6 6
5 5
4
3
2
1
T 6 ACACCT ACCLATESE ERERREIOHOIA R EREREEE
5634 5636 5634 5636
c D
6 6
> 5
4
3
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I sF2/ASF
I sc35

[ SRp40
[ ]SResS

Figura 35. Representacio grafica dels resultats obtinguts mitjancant el programa ESEFinder.
A l'eix de les Y es troba representat el motif score.

A: Sequéncia normal regié exd 2. B: Sequéncia de I’ADN dels pacients a la regio exo6 2. C:
Sequéncia normal regid intré 4. D: Seqléncia de I’ADN dels pacients a la regio intré 4.

Es va analitzar aquesta seqtieéncia amb el ESEfinder. Els canvis consecutius de I'exé
2 produeixen la pérdua del lloc d’unié per a una proteina SC35 (Figures 35A i 35B).
En canvi, la delecié d’'una adenina en la posicid 6409 produeix l'aparicié d’un lloc
d’unié per a proteina SRp40 i augmenta l'afinitat per la proteina SF2/ASF d’un dels
llocs d’unié, passant de 2 a quasi 4 (Figures 35C i 35D).

Dels canvis que porten aquestes dues families en aquest treball s’estudia in vitro la
substitucio que comporta canvi d’aminoacid mitjancant l'estudi de la proteina
mutant (veure apartats 6.2.4 i 6.2.5). La delecié trobada a l'intr6 4 s’estudia
mitjancant RT-PCR i es troba que no hi ha noves variants d’splicing en leucocits de

sang periferica (veure apartat 2.1 Resultats)

L'al-lel anomenat per nosaltres M1 (mutat) (Taula 52), i que porta els tres canvis en
la seva sequiéncia d’ADN el comparteixen les dues families. Es el mateix al-lel en
dues families que aparentment no tenen cap relacié entre si. Aixo pot induir a
pensar que aquestes dues families tenen un origen comu, tot i que pugui ser molt

remot.
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1.5 Estudi del canvi que comporta la mutacié V173L
Entre els pacients amb retard intrauteri del creixement (RIUC), talla baixa i sense

deficiencia de secrecié de GH segons les proves d’estimulacié de secrecié de GH, es
va trobar una pacient que a la seva sequéncia del gen GH1 presentava un canvi de
nucleotid que predeia el canvi aminoacidic (Val173Leu). En la Taula 53 es mostren

els haplotips del gen GH1 d’aquesta pacient i el canvi trobat a I'Exé 5 del gen GH1.

POSICIO AL 72
GENBANK LOCALITZACIO
GI:183148
PACIENT 4
P1 4825 Promotor G G
P2 4856 Promotor G G
P3 4863 Promotor G G
P4 4886 Promotor G G
P5 4996 Promotor T T
P6 5089 Promotor A A
P7 5107 Promotor T T
P8 5116 Promotor G G
P9 5131 Promotor G G
P10 5157 Promotor A A
P11 5162 Promotor A A
P12 5178 5’ UTR A A
P13 5187 5" UTR A A
P14 5221 5" UTR T T
P15 5231 Exo I A A
P16 5286 Intro I A A
P17 5290 Intro I A A
P18 5443 Intro I T T
P19 5681 Intrd 11 A A
P20 5686 Intro 11 G G
P21 6191 Ex6 IV G G
P22 6232 Exd IV G G
P23 6263 Intro IV C C
P24 6331 Intro IV T T
P25 6358 Intro IV T T
ALTRES CANVIS
6633 (Val173Leu) | Ex6 5 G
HAPLOTIP DEL PROMOTOR SEGONS
HORAN ET AL. () 1 1
HAPLOTIP SEGONS LA NOSTRA NOMENCLATURA @ E M2

Taula 53. Haplotips del gen GH1 d’una pacient que té el canvi que produeix la mutacio
V173L.

(MAquest promotor el tenen el 33,44% dels haplotips estudiats per Horan et al., 2003. No hi
ha dades de I'heréncia ja que no es disposen de dades dels pares.

La pacient és homozigota pels haplotips pels SNPs (Taula 53) i en ser el més
freqlient en la poblacié estudiada per Horan et al., és considerat el nimero 1 en
I'estudi realitzat de I'activitat transcripcional mitjancant la determinacié d’activitat

luciferasa.
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Es va detectar la mutacié mitjancant la seqienciacié de I’ADN del gen GH1 sencer.

A la Figura 36 es mostra el canvi en heterozigosi que aquesta pacient conté a I'Exé

5 del gen GH1.

6633 G>C

G GG AC : CG AG

D M D K VY E T F
L

Ml

i

EJH F’\ Y\ "'

EXO 5

Figura 36. Electroferograma que mostra el canvi en heterozigosi que comporta un canvi
d’aminoacid en el gen GH1 en la pacient. Aquest canvi no es troba a cap control de la

poblacié estudiada.

1.5.1 Clinica de la pacient amb el canvi V173L

Pacient 4

CURVAS DE EHEEIMIENTU

e
SR
# / - < Ss
Pt v
’///'
L] Yy
i
n .I-".:"" aw
i
n 'I:I. -n
|II = i
¥ -
- .--_f.-'.-’ - ——— -
= - ___d_..e"‘# = o
= e
o =
"

Bdad) ARas

Proves de GH
secrecio (Pichmaxint) IGF1 Edat
de GH P
407 ng/ml (4/12)
HI 12,9 ng/ml (-0,19 SDS) 12 anys
514 ng/ml (4/12)
@ ene) | =
Talla al néixer -2,2 SDS
Pes al néixer -1,45 SDS
Talla diana -1,52 SDS
Velocitat Creixement (VC) any previ 6,9 cm/any
VC primer any tractament amb GH 5,7 cm/any
VC segon any tractament amb GH 3,1 cm/any

Aquesta pacient presenta un valor de GH superior a

10 ng/ml i per tant no es va considera

r deficiéncia

de GH. En el marc de l'assaig clinic de tractament

amb GH va ser tractada durant 2 anys

tot i que el

seu estadi puberal ja corresponia a l'estadi 3 de

Tanner i la maduracié ossia era de 12 anys.

Figura 37. Corba de creixement de la Pacient 4, aixi com taula resum de diferents proves

realitzades a aquesta pacient.
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1.5.2 Analisi mitjacant ESEFinder

Es va realitzar I'analisi mitjancant el ESEFinder en la regié on aquesta pacient
portava el canvi en la seqliencia nucleotidica. Com es pot observar a la Figura 38,

aquest canvi provoca l'aparicioé d‘un lloc d’unié a proteina SC35.

A

I sF2/AsF
SR LR T E G AL R RGBT EE R B R AT CCoTb I sc35

6633 [ SRp40
B &6 [ | SRps55

Figura 38. Analisi de I'ESEfinder per la posicié 6633 G>C, substitucié que provoca un canvi
d’aminoacid Val173Leu en el gen GH1. Aquest canvi provoca |'aparicié d’un nou lloc d’unié a
la proteina SC35. A: Seqliéncia normal. B: Seqléncia del pacient regid Exd 5.
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2. CARACTERITZACIO DELS TRANSCRITS ALTERNATIUS DEL GEN
GH1 EN LEUCOCITS DE PACIENTS

Mitjangant RT-PCR s’han amplificat diversos patrons de transcrits d’ARNm de GH1

expressats en leucocits de sang periférica en pacients.

Es va establir el metode a partir del treball realitzat per Binder i Ranke (1995), per
tal d’estudiar I'expressi6 d’ARN de GH1 en leucocits de sang periférica.
L'amplificacié de I’ARN d'aquest gen és complicada, degut a la poca expressié en
leucocits de sang periferica. A més a més, |'expressido de GH1 esta molt ben
estudiada en hipofisi, perd en canvi no se sap amb certesa com s’expressa aquest
gen en leucocits.

Es va intentar amplificar I'ARN de GH1 tant en pacients com en controls, i
I’'expressid va ser molt variable [només es va amplificar alguna variant de GH1 en 8
controls dels 25 estudiats (32% dels controls)]. En tots els casos va haver-hi
amplificacié del gen GAPDH, demostrant que la qualitat de I’ARN era correcta i que
la falta d’amplificacié del gen GH1 era deguda a una expressid ni constant ni
constitutiva d’aquest gen en leucocits de sang periférica. Aixi doncs, no es va poder
establir com a métode per estudiar I'afectacid dels canvis en la seqliéncia del gen

mitjancant I'expressiéo d’ARN missatger en leucocits.

En tots els casos en que s’amplificava la variant 1 de GH1, I'intré6 1 era mantingut
en el procés d’splicing.

A la Figura 39A es poden veure els tamanys dels transcrits obtinguts quan
s'amplifiquen totes les variants d’ARN missatger de GH1 en leucocits de sang
periférica d’un control. Com es pot observar, es va trobar un transcrit que no esta
descrit a la literatura, tractant-se de la variant 1 d’ARNm de GH1 que conté I'intro
1, degut a un processament alternatiu d’aquest intré. Es va comprovar mitjangant
seqlienciacié del transcrit amplificat que no contenia cap altre intré6 a la seva
seqliencia. A la Figura 39B hi ha l'electroferograma on es demostra que no s’ha

perdut I'intré 1 en el procés d’splicing.
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39A

MW V5 V4 V3 V2 vi

997 pb
Tamany de la varitant

/ 1+intr6 1
V1 737 pb

-V2517 pb Tamanys tedrics de les
V3442 pb

> variants amplificades amb
els encebadors dissenyats
per nosaltres
V5 276 pb
V4 274 pb
MW : marcador de pes molecular (100bp) V3: variant 3
V1: variant 1 V4: variant 4
V2: variant 2 V5: variant 5

39B

TTTCTCCC{Z;&G"GCTCCCGGACG

INTRO1 EXO2

Figura 39. (39A) Electroforesi en gel de poliacrialmida i tincié de plata on es mostren les 5
variants i s‘indiquen els tamanys corresponents obtingudes a partir d’ARN missatger de GH1
de sang periférica d’'un control. (39B) Electroferograma que demostra que la variant 1, tot i
fer I'splicing correcte de tots els exons, manté l'intré 1 a la sequéncia de I’ARN.
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Es va utilitzar agquesta mateixa tecnica per amplificar I'’ARN d’un pacient portador
del canvi F25Y, i també es va estudiar una familia portadora d'una mutacié que

predeia la delecié de I'exd 3 en I’ARN missatger de GH1.

2.1 Estudi dels transcrits d’ARN expressats en leucocits de sang
periférica a la Familia 1 (Pacient 1)

Com ja s’ha explicat en I'apartat Subjectes i Métodes, es van separar els diferents
transcrits que s’expressen d’ARN a partir de I’ADN del gen GH1 del pacient 1 i es va
comprovar que els canvis que conté a la seva sequéncia de I’ADN també els porta a
la seqtiencia de I’ARN (els canvis que es troben a I'Ex6 2), i que efectivament es
troben al mateix al-lel (Figura 40). També es va comprovar que el canvi que es va
trobar a l'intré 4 no afecta a l'splicing d’aquest transcrit, ja que la resta de
seqlieéncia de I’ARN era normal. D’aquesta manera es dedueix que el canvi trobat a
la regid de I'intr6 4 no influeix en la transcripcidé del gen almenys en el teixit

estudiat (leucocits de sang periférica).

EXO 2

Figura 40. Electroferograma on es mostren els canvis trobats a I'Exé 2 del gen GH1. Com es
pot observar, les dues substitucions es troben al mateix al-lel. La segona substitucio
comporta el canvi d’aminoacid F25Y. En canvi, la primera substituci6 no comporta canvi
d’aminoacid. Aquesta seqiiéncia va ser obtinguda a partir del producte amplificat a partir de
I’ARNm del pacient 1.
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2.2 Estudi dels transcrits d’ARN expressats en leucocits de sang
periférica a la Familia 3 (Pacient 5)

En un pacient amb deficiencia de GH i diagnostic molt precog als 6 mesos d’edat i
en el que s’havia trobat la mutacié en heterozigosi al lloc d’splicing de I'Intré 3
(+1G>A) (Cogan et al., 1995; Binder et al., 2001), s’han fet les reaccions de PCR
amb els encebadors descrits per Binder i Ranke 1995, i la Unica forma d’expressio
de GH en leucocits ha estat la forma que perd I'exé 3. Per tant es confirma el que ja

es descriu a la literatura (Binder i Ranke, 1995).

La Figura 41 mostra el gel de poliacrilamida amb els productes de PCR obtinguts de
I’ARN de leucocits del Pacient 5 i de la seva mare, aixi com |’electroferograma del
pacient i d’'un control, on es veu la pérdua de I'exé 3 que pateixen el pacient i la

seva mare. També s’han fet controls de I'expressié de GAPDH.

A) B)
MC12M . . CONTROL
=N = EXO 2 T e
|‘| .
459pb_ — 500 pb tha | ....' ]
_400pb “ | '|I M II||¢,‘[
LA,
- - f*- 1_.5_5+_1111J1L "]
PACIENT
EX0 2 -—”—‘EX04
| " L 1.1
—300Pb iy o i ks b ; cn. At
GAPDH - - AU L AN TR
— 2000 1] | VYT TUY A J I N 'J NI
_LLAA TEAAIVYAY b 0. .lfulu. FRIAER |

Figura 41. (41A) C: control. 1: pacient. 2: mare. M: marcador de pes molecular (41B)
Electroferogrames del RNA missatger de GH1 procedent de leucocits de sang periféerica del
pacient i un control.
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A la Taula 54 es mostra el patré de polimorfismes del gen GH1 tant en el pacient
descrit com en la mare portadora de la mutacid a l'intré 3 i també deficitaria de GH.

En vermell s‘indiquen el canvis que comporten la pérdua de I'exo 3.

POSICIO AL
glf'::::"; LOCALITZACIO
PACIENT 5 | MARE
P1 4825 Promotor G G G G G G
P2 4856 Promotor G G G T G G
P3 4863 Promotor G G G T G G
P4 4886 Promotor T T T G T T
P5 4996 Promotor T T T T T T
P6 5089 Promotor A A A A G A
P7 5107 Promotor G G G G G G
P8 5116 Promotor G G G G G G
P9 5131 Promotor del G del G G G
P10 5157 Promotor G A G G G A
P11 5162 Promotor A C A A A C
P12 5178 5" UTR A G A A G G
P13 5187 5"UTR A C A A C C
P14 5221 5’ UTR T T T T T T
P15 5231 Ex6 I A A A A A A
P16 5286 Intrd I A A A A A A
P17 5290 Intro I A A A A A A
P18 5443 Intro I T T T T T T
P19 5681 Intré 11 A A A A A A
P20 5686 Intro 11 G G G G G G
P21 6191 Ex6 IV G G G G G G
P22 6232 Ex6 IV G G G G G G
P23 6263 Intro IV C C C C C C
P24 6331 Intro 1V A A A T A A
P25 6358 Intro IV T T T T T T
ALTRES CANVIS
5985 | Intré 111 A G A G

HAPLOTIP DEL PROMOTOR SEGONS HORAN ET AL.(1) | 18 = 18 8 11 =
HAPLOTIP SEGONS LA NOSTRA NOMENCLATURA M3 I M3 H F I

Taula 54. Haplotips del gen GH1 del Pacient 5 i els seus pares. Tant la mare com el fill tenen
una mutacié a lI'intré 3 que produeix la delecié de I'exd 3 produint una proteina més petita
(17,5 kb).

WEl promotor 18 el presenten el 0,97% dels haplotips estudiats per Horan et al. Aquest
promotor expressaria un 20% menys que el promotor n°1 descrit per Horan et al. El
promotor numero 8 el tenen el 1,94% dels haplotips estudiats per Horan et al. Aquest
promotor expressaria un 33% més que el promotor 1 descrit per Horan et al. El promotor 11
el tenen el 1,62% dels haplotips estudiats per Horan et al. Aquest promotor expressaria un
60% menys que el promotor 1 descrit per Horan et al.

El Pacient 5 presenta la mateixa mutacié que la seva mare, i els dos tenen déficit
de GH. El fill va ser diagnosticat per hipoglicemies severes, va rebre GH exdgena
des dels 6 mesos d’edat i ha arribat a una talla final de 170 cm. En canvi, la mare

no ha estat tractada, arribant a una talla final de 131 cm.
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PACIENT 5 a I’'adolescéncia Mare

Sota 1 any
2 anys sense L [
tractament sense
tractament tractada
amb GH tractament

|Edat

Talla (cm)
SDS

Pes (Kg)
SDS

IGF-I

(ng/ml)
IGF-I (SDS)

IGFBP-3
(mg/ml)
IGFBP-3
(sps)

DMO (SDS)

Testosterona
(ng/dl)

Figura 42. Corba de creixement del Pacient 5, aixi com una taula resum de diferents proves
realitzades a aquest pacient i a la seva mare. SDS = desviacions tipiques segons edat i sexe.
DMO = densitat mineral 0ssia. * DMO lumbar corregida per talla.

A la Figura 42 es mostra el seguiment del creixement del Pacient 5. Com es pot
observar hi ha una recuperacié del creixement fins arribar a una talla semblant a la
del pare. També es pot observar la talla de la mare que pateix la mateixa mutacio
gue el pacient perd que no va ser tractada amb GH exogena. Aquesta corba de
creixement mostra un exemple clar de I'efecte produit per la GH exdgena en un

pacient amb déficit de GH d'inici precog i tractat fins a talla final.
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3. ESTUDI TEORIC DE LA TRADUCCIO A PROTEINA DEL TRANSCRIT
ALTERNATIU DEL GEN GH1 QUE CONTE L'INTRO 1 A LA SEVA

SEQUENCIA MITJANCANT L'ORFfinder

Amb aquest programa informatic del NCBI, es va estudiar la traduccid a proteina de

les seqliencies trobades en forma d’ARN. Aquest programa informatic és teoric, i en
cap cas vol dir que les proteines que se’n deriven existeixin realment, sind que soén
proteines o péptids que tedricament es podrien traduir a partir d'una determinada
seqliencia d’ARN. Aquest programa analitza la seqliencia d’ARN tant en la cadena
sentit, com en la cadena antisentit, i també analitza les tres possibles pautes de
lectura que se’'n podrien derivar.

Es van analitzar les seglients seqiliencies teoriques:

Transcrits d’ARN que conteninen I'intré 1 a la seva seqgiiéncia

Mitjangant el programa ORFfinder es va introduir la seqiéncia d’ARN missatger que
contenia l'intréd 1 a la seva sequiéncia. El programa troba dues metionines a partir
de les quals es podia iniciar la traduccio.

En el primer cas, I'analisi de la seqliéncia proporciona una proteina de 7 aminoacids
qgue comenca a la posicid 1 de la seqltieéncia d’ARN i acaba al codé numero 7 (Figura
43)

A partir de la segona metionina que es troba a la seqliencia d’ARN, en sorgeix una
proteina de 63 aminoacids que comenca a la posicido 179 de l'intré 1 de la seqliéncia
d’ARN introduida i que acaba al codé nimero 63 (Figura 44). Aixi doncs, a partir
d’una seqiiéncia d’ARN que conté I'intré 1 en podrien sorgir 2 péptids de tamanys

diferents.

INTRO 1
A A
r \'d N
1 atg gtaagcgcccctaa 24

M A T G K R P *

Figura 43. Traduccio a aminoacids de la seqliencia d’ARN d’un transcrit de GH1 que conté
I'intrd 1, quan l'inici de la traduccid coincideix amb l'inici de la seqtieéncia d’ARN.
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179 atggagagagaaaaacaaacagctcctggagcagggagagtgctg
M E R E D @ T A P G A G R V L
224 gcctcttgctctceccggetecctectgttgecctetggtttcetecce
A S C s P A P S V A L W F L P
269 aggctcccggacgtccctgctcecctggettttggectgetcectgect
R L. p DV P A P G F W P A L P ,
314 gccctggcttcaagagggcagtgceccttcccaaccattcecceccttate EXO 2
AL A S R G 0 C L P N H S L I
359 caggctttttga 370
Q A F *

INTRO 1

Figura 44. Traduccié a aminoacids de la seqliencia d’ARN d’un transcrit de GH1 que conté
I'intrd 1, quan l'inici de la traduccid es troba a la posicié 179 de la seqiéncia d’ARN.
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4. ESTUDI D'ESTRUCTURA DE LES PROTEINES RECOMBINANTS

4.1 Caracteritzacio funcional de les variants F25Y, V173L

Es va estudiar la conservacié evolutiva dels aminoacids Phe25 i Vall73 de la
proteina GH humana i a les proteines GH ortologues (proteines que deriven de gens
que descendeixen verticalment d’un gen ancestral comu i que tendeixen a tenir la
mateixa funcid) de 18 vertebrats més mitjangant el programa ClustalW que fa

alineaments multiples de les seqliéncies de proteines.

4.1.1 Alineaments de les proteines

Es va comparar la seqliencia d’aminoacids de la proteina GH amb la seqliencia de la
proteina GH d’altres animals vertebrats, aixi com altres proteines de la seva
mateixa familia, i finalment amb les altres 4 proteines que es troben al mateix
cluster que la GH.

Tots els alineaments aqui descrits estan realitzats amb el programa informatic

ClustalWw.

4.1.1.1 Alineament de la hGH amb la GH de 18 vertebrats

Subratllat en gris es troba la seqiiéncia de la proteina en humans GH.

Phe25Tyr
=

gi\629lO\emb\CAA356l9.l\ FPAMPLSNLFANAVLRAQHLHLLAARTYKEFERTYIPEDQRYT-NKNSQA 49 GALLINA
gil46093579|dbj |BAD14944.1| FPAMPLSNLFANAVLRAQHLHLLAAERTYKEFERSYIPEDQRHT-NKNSQ- 48 ANEC
gi\134707\sp\P22077\SOMA7MELGA FPTMPLSNLFTNAVLRAQHLHLLAAETYKEFERTYIPEDQRYT-NKNSQA 49 GALL D’ INDI
gi\464779\sp\P34OO5\SOMA7CHEMY FPAMPLSSLFANAVLRAQHLHLLAAPTYKEFERTYIPEEQRHS-NKISQS 49 TORTUGA
gi|6679997 |ref NP _032143.1| FPAMPLSSLEFSNAVLRAQHLHQLAAPTYKEFERAYIPEGQRYS-IQNAQA 49 RATOLT
gi\77861910\ref\NP7001030020.1 LPAMPLSSLFANAVLRAQHLHQLAAPTYKEFERAYIPEGQRYS-IQNAQA 49 RATA
gi|1174399|sp|P46407|SOMA RABI FPAMPLSSLFANAVLRAQHLHQLAAPTYKEFERAYIPEGQRYS-IQNAQA 49 CONILL
gi\50978904\ref\NP_OOlOO3l68.l FPAMPLSSLFANAVLRAQHLHQLAAPTYKEFERAYIPEGQRYS-IQNAQA 49 GOS
gi\47523120\ref\NP_999034.1\ LGAMPLSSLFANAVLRAQHLHQLAAPTYKEFDRPYIPEGQRYS-IQNAQA 49 PORC
gi\4l7792\Sp\P33092\SOMA_BALBO FPAMPLSSLFANAVLRAQHLHELAAPTYKEFERAYIPEGQRYF-LQNAQS 49 BALENA
gi|5705919|gb|AAB24467.2]| FPAMSLSGLFANAVLRAQHLHQLAAPTFKEFERTYIPEGQRYS-IQNTQV 49 OVELLA
gil410770|emb|CAA00598.1| FPAMSLSGLFANAVLRAQHLHQLAAPTFKEFERTYIPEGQRYS-IQNTQV 49 VACA
gi|50960727|gb|AAH75012.1| FPTIPLSRLFADNMLRAHRLHQLAFPTYQEFEEAYIPKEQKYSFLONPQT 50 HUMA
gi\464784\Sp\P34OO6\SOMA7PRIGL YPLLPLSDLFAKAVHRAQHLHLVAAETTKDFERKYIPEEQRHS-HKSSPS 49 TAURO BLANC
gi\134713\sp\P08591\SOMAfPAGMA QPITDGQRLFSIAVSRVQHLHLLAQRLFSDFESSLQTEEQLKL-NKIFP- 48 ORADA
gi\3915007\sp\P8739l\SOMAisEBS QPITDGQRLFSIAVSRVQHLHQVAQORLFFEFESSLQTEEQRQL-NKIFLQ 49 BACALLA
gi|213424|gb|ARR49406.1| GAAMENQRLFNIVVNRVQHLHLLAQOKMENDFEGTLLSDERRQL-NKIFLL 49 SALMO
gi|529028|gb|AAR49208.1| GRASDNQRLFNNAVIRVQHLHQLAAKMINDFEDSLLPEERRQL-SKIFPL 49 CARPA
gi|1932753|gb|AAC60103.1| @ —mmmmmmmmmmm——— - PEIX COLORS

gi|62910|emb|CAA35619.1 | AFCYSETIPAPTGKDDAQQKSDMELLRFSLVLIQSWLTPVQYLSKVETNN 99 GALLINA
gi|46093579|dbj |BAD14944.1 | AFCYSETIPAPTGKDDAQQKSDMELLRFSLVLIQSWLTPVQYLSKVETNN 98 ANEC
gil134707|sp|P22077|SOMA MELGA AFCYSETIPAPTGKDDAQQKSDMELLRFSLVLIQSWLTPMQYLSKVETNN 99 GALL D’ INDI
gi|464779|sp|P34005|SOMA CHEMY ASCYSETIPAPTGKDDAEQKSDMELLRFSLILIQSWLNPVQFLSRVETNS 99 TORTUGA
gi|6679997 | ref|NP_032143.1] AFCFSETIPAPTGKEEAQQORTDMELLRFSLLLIQSWLGPVQFLSRIFTNS 99 RATOLT
gi|77861910|ref|NP_001030020.1 AFCFSETIPAPTGKEEAQQRTDMELLRFSLLLIQSWLGPVQFLSRIFTNS 99 RATA
gil1174399|sp|P46407|SOMA RABI AFCFSETIPAPTGKDEAQQRSDMELLRFSLLLIQSWLGPVQFLSRAFTNT 99 CONILL
gi]50978904 |ref|NP_001003168.1 AFCFSETIPAPTGKDEAQQRSDVELLRFSLLLIQSWLGPVQFLSRVETNS 99 GOS
gil47523120 |ref |NP_999034.1| AFCFSETIPAPTGKDEAQQRSDVELLRFSLLLIQSWLGPVQFLSRVETNS 99 PORC
gil417792|sp|P33092|SOMA BALBO TGCFSEVIPTPANKDEAQQRSDVELLRFSLLLIQSWLGPVQFLEKAYANE 99 BALENA
gi|5705919|gb|AAB24467.2 | AFCFSETIPAPTGKNEAQQKSDLELLRISLLLIQSWLGPLOFLSRVETNS 99 OVELLA
gi[410770]emb|CAA00598.1 | AFCFSETIPAPTGKNEAQQKSDLELLRISLLLIQSWLGPLOFLSRVETNS 99 VACA

gi 50960727 |gb|AAHT5012.1 | SLCFSESIPTPSNREETQQOKSNLELLRISLLLIQSWLEPVQFLRSVFANS 100HUMA
gil464784|sp|P34006|SOMA PRIGL AFCQSETIPAPTGKEDAQQRSDRELLLYSLLLIQSWLNPIQNLS—-—=-- 93 TAURO BLANC
gil134713|sp|P08591|SOMA PAGMA DFCNSDYIISPIDKHETQRSSVLKLLSISYRLVESWEFPSRSLS--GGS- 95 ORADA
gil3915007 | sp|P87391|SOMA SEBS DYCNSDNIISPIDKHETQRSSILKLLSISYRLVESWEIPSRSLS--GGS- 96 BACALLA
gi|213424|gb|AAR49406.1 | DFCNSDSIVSPIDKQETQKSSVLKLLHISFRLIESWEYPSQTLT--ISNS 97 SALMO
gi|529028|gb|AAR49208.1 | SFCNSDYIEAPAGKDETQKSSMLKLLRISFHLIESWEFPSQSLSGTVSNS 99 CARPA

gil1932753|gb|AAC60103.1|

————————————————————————————————— ESWEFPSQTLCGTVSNS

e kk * .k

17 PEIX COLORS
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gil62910|emb|CAA35619.1
gil46093579|dbj |BAD14944.1|
911134707 |sp|P22077 | SOMA_MELGA
gi1464779|sp|P34005|SOMA_CHEMY
9116679997 |ref NP 032143.1|
gi|77861910|ref|NP_001030020.1
gi|1174399|sp|P46407|SOMA RABI
gi|50978904 | ref|NP_001003168.1
gi47523120| ref |NP_999034.1
gi417792|sp|P33092 | SOMA BALBO
gil5705919|gb|AAB24467.2
gi|410770 |emb|CAA00598.1 |
gil50960727 |gb|AAH75012.1 |
gi|464784|sp|P34006|SOMA_ PRIGL
gi134713|sp|P08591 | SOMA_PAGMA
gi13915007|sp|P87391|SOMA_SEBS
gi|213424|gb|AAA49406.1
gi|529028|gb|AAA49208.1|
gi[1932753|gb|AAC60103.1|

gi|62910|emb|CAA35619.1
gil46093579|dbj |BAD14944.1|
911134707 |sp|P22077 | SOMA_MELGA
gi1464779|sp|P34005|SOMA_CHEMY
gi16679997 |ref|NP 032143.1|
gi|77861910| ref|NP_001030020.1
gi11174399|sp|P46407|SOMA RABI
91150978904 | ref|NP_001003168.1
gi47523120| ref |NP_999034.1
gi417792|sp|P33092 | SOMA_ BALBO
gil5705919|gb|AAB24467.2
gil410770 |emb|CAA00598.1 |
gil50960727 |gb|AAH75012.1 |
gi|464784|sp|P34006|SOMA PRIGL
gi|134713|sp|P08591 | SOMA_ PAGMA
gi]3915007 |sp|P87391|SOMA_SEBS
gi|213424|gb|AAA49406.1
gi|529028|gb|AAA49208.1|
gil1932753|gb|AAC60103.1|

LVFGTSDR-VFEKLKDLEEGIQALMRELEDR---SPRGPQLLRPTYDKFD
LVFGTSDR-VFEKLKDLEEGIQALMRELEDR---SPRGPQLLKPTYDKFD
LVFGTSDR-VFEKLKDLEEGIQALMRELEDR---SPRGPQLLRPTYDRFD
LVFGTSDR-VYEKLRDLEEGIQALMRELEDG---SLRGFQVLRPTYDKFD
LMFGTSDR-VYEKLKDLEEGIQALMQELEDG---SPRVGQILKQTYDKFD
LMFGTSDR-VYEKLKDLEEGIQALMQELEDG---SPRIGQILKQTYDKED
LVFGTSDR-VYEKLKDLEEGIQALMRELEDG---SPRVGQLLKQTYDKED
LVFGTSDR-VYEKLKDLEEGIQALMRELEDG---SPRAGQILKQTYDKFD
LVFGTSDR-VYEKLKDLEEGIQALMRELEDG-—--SPRAGQILKQTYDKED
LVFGTSDR-VYEKLKDLEEGIQALMRELEDG---SPRAGQILKQTYDKED
LVFGTSDR-VYEKLKDLEEGILALMRELEDV---TPRAGQILKQTYDKFD
LVFGTSDR-VYEKLKDLEEGILALMREVEDG---TPRAGQILKQTYDKFD
LVYGASDSNVYDLLKDLEEGIQTLMGRLEDG---SPRTGQIFKQTYSKFD
—AFRTSDR-VYDKLRDLEEGIFALMKTLEDGG--SSQGFAWLKFSYERFD
—-—-APRNQ-ISPKLSELKMGIHLLIRANEDGAEIFPDSSALQLAPYGNYY
—-—-APRNL-ISPKLTQLKAGILLLIEANQDGAELFPDSSALQLAPYGNYY
LMVRNSNQ-ISEKLSDLKVGINLLIEGSQEGVLSLDDNDSQHLPPYGNYY
LTVGNPNQ-LTEKLADLKMGISVLIQACLDGQPNMDDNDSLPLP-FEDFY
LTVGNPNQ-ITEKLADLKMGISVLIQACLDGQPNMDDNDSLPLP-FEESY

K eke kK * . .

IHLRNEDALLKNYGLLSCFKKDLH
IHLRNEDALLKNYGLLSCFKKDLH
IHLRSEDALLKNYGLLSCFKKDLH
INLRNEDALLKNYGLLSCFKKDLH
ANMRSDDALLKNYGLLSCFKKDLHEA]
ANMRSDDALLKNYGLLSCFKKDLHEA]
TNLRGDDALLKNYGLLSCFKKDLHJAETYLRVMKCRRFVESSCVE 190
TNLRSDDALLKNYGLLSCFKKDLHJAETYLRVMKCRRFVESSCAF 190
TNLRSDDALLKNYGLLSCFKKDLHJAETYLRAMKCRRFVESSCAF 190

A

T

T

V]

ETYLKVMKCRRFGESNCTI 190
ETYLKVMKCRRFGESNCTI 189
FTYLKVMKCRRFGESNCNI 190
FTYLKLMKCRRFGESNCTI 190
FTYLRVMKCRRFVESSCAF 190
FTYLRVMKCRRFAESSCAF 190

TNMRSDDALLKNYGLLSCFKKDLHEAETYLRVMKCRREVESSCAF 190
RNMRSDDALLKNYGLLSCFRKDLHRTETYLRVMKCRRFGEASCAF 190
TNMRSDDALLKNYGLLSCFRKDLHRTETYLRVMKCRRFGEASCAF 190
TNSHNDDALLKNYGLLYCFRKDMDRVETFLRIVQCR-SVEGSCGF 191
GNLS-EEALMKNYGLLACFKKDMHRVETYLKVMNCKRFAESNCTV 183
QSLGADESLRRTYELLACFKKDMHRVETYLTVAKCRLSPEANCTL 186
QSLGADESLRRTYELLACFKKDMHRVETYLTVAKCRLSPEANCTL 187
ONLGGDGNVRRNYELLACFKKDMHRVETYLTVAKCRKSLEANCTL 191
LTMG-ENNLRESFRLLACFKKDMHRVETYLRVANCRRSLDSNCTL 191
LTMG-DNSLRESFRLLACFKKDM-{_f-——-—-————————-————--—~-— 87

=
*k Kk kK.

Vall73Leu

Figura 45. Alineament de la seqliéncia d’aminoacids de la proteina GH de
realitzat amb el programa ClustalW.
Els colors utilitzats representen el seglient:
- En vermell estan representats els residus petits i hidrofobics
aromatics menys la Tyr).

En blau els acidics.

- En magenta els basics.

En verd els hidroxil, amines i basics (menys la GIn)

- En gris tots els altres.
"' significa que els residus d'aquesta columna sdén idéntics en totes les
seqliéncies dels alineaments.

- "" significa que hi ha substitucions conservatives.

Com es

." significa que hi ha substitucions semi-conservatives.

145 GALLINA

144 ANEC

145 GALLD’ INDI
145 TORTUGA

145 RATOLT

145 RATA

145 CONILL

145 GOS

145 PORC

145 BALENA

145 OVELLA

145 VACA

147 HUMA

139 TAURO BLANC
141 ORADA

142 BACALLA

146 SALMO

147 CARPA

65 PEIX COLORS

GALLINA
ANEC

GALL D’ INDI
TORTUGA
RATOLT

RATA

CONILL

GOS

PORC

BALENA
OVELLA
VACA

HUMA

TAURO BLANC
ORADA
BACALLA
SALMO
CARPA

PEIX COLORS

18 vertebrats

(inclosos els

pot observar en aquest alineament (Figura 45), per la primera mutacid

estudiada, la Phe25Tyr, no hi ha cap altre animal vertebrat estudiat que presenti

una Fenilalanina en la seva seqliéncia, aixi com tampoc hi ha cap animal que

presenti

I'aminoacid Tirosina.

En canvi, pel que fa al

segon canvi

estudiat

Vall73Leu, si que hi ha altres animals que presenten una Valina en aquesta posicio.

Tampoc hi ha cap animal que tingui I'aminoacid Leu en aquesta posicid en la

seqléncia de la proteina GH.
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gi

3hhra (query)

gi
gi
gi
gi
gi
gi
gi
gi
gi
gi
gi
gi
gi
gi
gi
gi

gi

3hhra (query)

130988

1174402

267016

130299

20141664

464475

131022

131020

1172526

131019

131018

131014

130293

130290

130945

417534

130917

130988

1174402

gi
gi

267016

130299

gi
gi
gi
gi
gi
gi
gi
gi
gi
gi
gi
gi
gi
gi

gi

3hhra (query)

gi
gi
gi
gi
gi

20141664

464475

131022

131020

1172526

131019

131018

131014

130293

130290

130945

417534

130917

130988

1174402

267016

130299

20141664

464475

131022

gi

131020

gi
gi
gi
gi
gi
gi
gi
gi
gi
gi

1172526

131019

131018

131014

130293

130290

130945

417534

130917

17

21

17
20
17
16

164
114
152
130
140
140
163
158
152
145
162
137
162
162
163
152
136
136

4.1.1.2 Alineament realitzat amb proteines de la seva familia
(hormones somatomamotropines) realitzat amb el CDD

(Conserved domain database)

Phe25Tyr
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151
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139
139
162
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TFLRIVQCR-SVEG--S
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NIKLLDAIKNIAKKGN--FEINQKANYTAWSELGFLOSPNRDTRYFAFYNLEFHCLKKDSN
NLITLEGLQKIFNRTQtkVEENENFDYPAWSGLKDLOSSDEDTHLFAIYNLCRCFKSDIH
LKELQALIERPFSQVIftARRKMYIARIYWFGLRSLLSSNEDRRHSAFYSLEFFCLRRDTR
IEELQAFIERQFSQOVIypVIRTIFKARIYWSGLASLVSNDEDVRHSAFYKLEMCLYRDSR!
SEKLQAFIERQFSKIIVPpVLNTMIQARSSWTGLPSLMSSAEDRRHSEFYNLEYCLRRDSR!
SEKLQAFIESQFRKIIVPpVLKMIHEVSDTWSRFSSMTEFSDEDRSISEYYNLEYCLRRDSR!
TKVLLEGVEMIQKRVHp-GEKKNEPYPVWSEKSS-LTADDEDVRQTAFYRMFHCLHRDSS
INAVRNGVNALMSTMLg--NGDEEKKNPAWFLOS-—---DNEDARIHSLYGMISCLDNDFK
SNSLSSGLDRLIHKIGs-SSKALSPLPLQGGDLG----SDKNSRLINFYFLLSCFRRDSH

TLSQILNCLITGKD---
SKVRLLKCRLIYNR--D
MYLKLLKCRLIRS---K
TYLKVLRCRVVFKN--E
IYTKFVACRLIYK---K
MYTEILACRITNT----
MYIKILTCRTHKT----
MYIKILTCRTRKT---—
TYINLLKCR-FTP----
IYLNVLKCYMLKIDn--
NELKLLRCRAAKQdA--R

237
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222
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237
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208
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SKSLGDGLDIMVNKMGp-SSQYISSIPFKGGDLG-—---NDKTSRLINFHFLMSCFRRDSH

| SRS N ]

SFLKVLRCRATNMRpeT

Vall73Leu
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gi 130988
3hhra (query)
gi 1174402
gi 267016
gi 130299
gi 20141664
gi 464475
gi 131022
gi 131020
gi 1172526
gi 131019
gi 131018
gi 131014
gi 130293
gi 130290
gi 130945
gi 417534
gi 130917

Figura 46. Alineament multiple realitzat amb proteines de la familia de les hormones
somatomamotropines.

- En vermell es marquen els residus conservats en tots els membres de la familia.

- En gris es marquen els residus no alineats i les posicions on no totes les proteines tenen
residu aminoacidic.

- En blau es marquen els residus no conservats.

Per fer aquest alineament, es va estudiar la proteina GH amb nimero d’accés del
PDB (Protein Data Bank) 3HHR (de Vos et al. 1992). Primer es va estudiar
I'estructura de la proteina al MMDB (Molecular Modeling Database; Entrez's
macromolecular 3D Structure database, Chen et al., 2003). Tot seguit es va
estudiar l'alineament multiple amb proteines de la seva mateixa familia al
Conserved Domain Database (CDD), Marchler-Bauer et al., 2005 . La proteina
pertany a la familia de les hormones somatomamotropines, i es va buscar
I'alineament amb 17 proteines de la mateixa familia (Figura 46).

Es troben marcades en groc les proteines que contenen el canvi d’aminoacid trobat

en els pacients estudiats.

A la Figura 47 es mostren les proteines utilitzades per fer aquest alineament
multiple. Subratllades en groc es mostren les proteines que tenen el canvi
d’aminoacid en la posicido 25 o 173. Aquestes proteines en lloc de tenir I'aminoacid
gue té la GH WT en aquestes posicions, tenen |'aminoacid de les proteines mutants
F25Y o V173L.
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GI 130988 Proliferin-related protein precursor (PRP). Mus musculus

GI 1174402 Somatolactin precursor (SL). Cyclopterus lumpus

GI 267016 Somatotropin precursor (Growth hormone). Acanthopagrus butcheri

GI 130299 Chorionic somatomammotropin hormone precursor (Choriomammotropin)
(Lactogen) Homo sapiens

GI 20141664 Growth hormone variant precursor (GH-V) (Placenta-specific growth hormone
(Growth hormone 2). Homo sapiens

GI 464475 Placental prolactin-like protein C precursor (PRL-like protein C)
(PLP-C) (Growth hormone-related placental protein 2). Rattus norvegicus

GI 131022 Placental prolactin-like protein B precursor (PRL-like protein B)
(PLP-B). Rattus norvegicus

GI 131020 Placental prolactin-like protein A precursor (PRL-like protein A)
(PLP-A). Rattus norvegicus

GI 1172526 Chorionic somatomammotropin hormone 1 variant precursor (Placental
lactogen I variant) (PL-IV). Rattus norvegicus

GI 131019 Placental prolactin-related protein 4 precursor (PLP-III). Bos taurus

GI 131018 Placental prolactin-related protein 3 precursor (PRC-III) (bPRCIII). Bos taurus

GI 131014 Placental prolactin-related protein 1 precursor (PRC-I) (bPRCI). Bos taurus

GI 130293 Chorionic somatomammotropin hormone 2 precursor (Placental lactogen II)
(BPLP-II). Bos taurus

GI 130290 Chorionic somatomammotropin hormone 1 precursor (Placental lactogen I)
(BPLP-I). Bos taurus

GI 130945 Proliferin-1 precursor (Mitogen-regulated protein 1). Mus musculus

GI 417534 Prolactin precursor (PRL). Anguilla anguilla

GI 130917 Prolactin I precursor (PRL-I). Oncorhynchus keta

Figura 47. Quadre on es mostra la relacio de les proteines estudiades en aquest alineament
multiple.

En el cas del canvi F25Y: La proteina que conté I'aminoacid Tyr (Y) en el codd
numero 25 en lloc de I'aminoacid Phe (F), és la Growth hormone variant precursor
(GH-V) o Growth hormone 2 (Figura 46). El GI corresponent és el 20141664. Com
ja s’ha comentat, aquesta proteina es troba en el mateix clister que la proteina
GH, i és expressada en placenta humana (veure alineament de les proteines del
cluster a I'apartat 4.1.1.3).

Aix0 podria fer pensar que aquest canvi s’ha produit mitjancant recombinacio

génica entre aquests dos gens.

En el cas del canvi V173L: Les proteines de la familia de les hormones
somatomamotropines que presenten |I'aminoacid Leu (L) al codé 173 enlloc de la
Val (V) sén dues hormones expressades en Bos taurus (Placental prolactin-related
protein 4 precursor i Placental prolactin-related protein 3 precursor) (Figura 46). El
gue se sap d’aquestes dues proteines és que tenen una funcié especifica durant la

gestacio.
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4.1.1.3 Alineament de la hGH amb les altres 4 proteines que

provenen del clister del gen
Es va realitzar l'alineament amb les altres 4 proteines que provenen dels gens del

mateix clUster on es troba el gen GH1 i que dona lloc a la proteina GH (Figura 48):

Phe25Tyr
Cs1 VQTVPLSRLFDHAMLQAHRAHQLAIPTYQEFEETYIPKDQKYSFLHDSQTSFCFSDSIPT 60
CS2 VQTVPLSRLFDHAMLQAHRAHQLAIPTYQEFEETYIPKDQKYSFLHDSQTSFCFSDSIPT 60
CS5 VQTVPLSRLFKEAMLOQAHRAHQLAIPTYQEFISSWG—————————=————————— MDSIPT 42

GH1 FPTIPLSRLFADNMLRAHRLHQLAFPTYQEFEEAYIPKEQKYSFLONPQTSLCFSESIPT 60

GH2 FPTIPLSRLFADNMLRARRLYQLAYPTYQEFEEAYILKEQKYSFLONPQTSLCFSESIPT 60
Kekkkkkk | kkkookak s kK Kokkkk e <k ok ok ok

CS1 PSNMEETQQKSNLELLRISLLLIESWLEPVRFLRSMFANNLVYDTSDSDDYHLLKDLEEG 120

CS2 PSNMEETQQKSNLELLRISLLLIESWLEPVRFLRSMFANNLVYDTSDSDDYHLLKDLEEG 120

CS5 SSNMEETQQKSNLELLHISLLLIESRLEPVRFLRSTFTNNLVYDTSDSDDYHLLKDLEEG 102

GH1 PSNREETQQKSNLELLRISLLLIQSWLEPVQFLRSVFANSLVYGASDSNVYDLLKDLEEG 120

GH2 PSNRVKTQQKSNLELLRISLLLIQSWLEPVQLLRSVFANSLVYGASDSNVYRHLKDLEEG 120
.** :**********:******:* ****::*** *:*.***.:***: * * ok ok ok ok ok ok

Csl IQTLMGRLEDGSRRTGQILKQTYSKFDTNSHNHDALLKNYGLLYCFRKDMD TFLRMV 180

CS2 IQTLMGRLEDGSRRTGQILKQTYSKFDTNSHNHDALLKNYGLLYCFRKDMD TFLRMV 180

CS5 IQOMLMGRLEDGSHLTGQTLKQTYSKFDTNSHNHDALLKNYGLLHCFRKDMD TFLRMV 162

GH1 IQTLMGRLEDGSPRTGQIFKQTYSKFDTNSHNDDALLKNYGLLYCFRKDMDH TFLRIV 180

GH2 IQTLMWRLEDGSPRTGQIFNQSYSKFDTKSHNDDALLKNYGLLYCEFRKDMD TFLRIV 180
Kok kk kkkkkk  kkk s s kekkkhkkkakkk Kkkkkhkkkkok o kkkkokk ok Axfokkkk sk

Cs1 QCRSVEGSCGF 191 Val173Leu

CS2 QCRSVEGSCGF 191

CS5 QCRSVEGSCGF 173

GH1 QCRSVEGSCGF 191

GH2 QCRSVEGSCGF 191

KKk Kk kK kK kK Kk Kk

Figura 48. Subratllat en gris es mostra la seqiéncia d’aminoacids de la proteina GH1.
Alineament realitzat amb el programa Clusta/W. La llegenda utilitzada és la segiient:

- En vermell estan representats els residus petits i hidrofobics (inclosos els

aromatics menys la Tyr).

- En blau els acidics.

- En magenta els basics.

- En verd els hidroxil, amines i basics (menys la GIn)

- En gris tots els altres.

"*" significa que els residus d'aquesta columna sén idéntics en totes les
seqliéncies dels alineaments.
- ":" significa que hi ha substitucions conservatives.

." significa que hi ha substitucions semi-conservatives.

Comparant amb els gens paralegs (gens que deriven de l'amplificacié d'un gen
original ancestral i que es diversifiquen de forma independent i que normalment
tenen una funcié diferent) del clister huma de la GH, es va comprovar que el
residu analeg a la F25Y en GH2 (GI: 20141664) és la Tyr (Figura 48). Aix0 podria
demostrar que el canvi F25Y podria haver esdevingut per conversié genica.

En canvi, cap dels gens paralegs del clister tenia una Leu a la posicié 173 (Figura
48), la qual cosa podia indicar que aquest canvi no procedia de la conversidé genica
entre els gens del clister. Buscant les homologies dels dominis conservats en la

familia de les hormones somatomamotropines, es va poder comprovar que la
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Placental prolactin-related protein 4 precursor i la Placental prolactin-related protein
3 precursor (GI corresponents: 131019 i 131018) si que contenien |'aminoacid

Leucina a la posicié 173, i en canvi no ho feia la GH2, la qual contenia una Val.

4.1.2 Analisis filogeneétics de la proteina GH

RATOLT
RATA
CONILL
GOS
PORC

BALENA
OVELLA

=
L

VACA

| HUMA

TORTUGA

— ANEC

GALL D’INDI

GALLINA
TAURO

CARPA

SALMO

—— ORADA
BACALLA

P
0,1 substitucions/posicid

Figura 49. Figura on es mostra l'analisi filogenétic de I'Hormona de Creixement GH
comparant I'hormona GH humana amb les hormones GH dels altres animals vertebrats
estudiats.

L'arbre filogenétic (Figura 49) es va fer amb el programa Molecular Evolutionary
Genetics Analysis versié 2.1 (MEGA 2.1) (Kumar et al., 2001), utilitzant I'algoritme
Neighbor-Joining. La longitud dels bracgos reflecteix el nombre de substitucions
aminoacidiques per posicié entre les seqiéncies, excloent aquelles posicions en les
que almenys una de les seqliéncies presenta una delecié. L'algoritme assumeix que
la freqliéncia d’aparicié dels aminoacids és la mateixa per tots ells. Les seqliéncies

emprades sén les que s’han indicat anteriorment. Com era d’esperar, la GH1 manté
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més semblanga amb els mamifers del grup que no pas amb els altres vertebrats
estudiats.

Pels dos aminoacids estudiats, a la posicié 173, I'aminoacid Valina també es troba
en gallina, anec, gall d'indi, tortuga, taurd blanc, orada, bacalla, salmé i carpa. En
canvi, els animals mamifers presenten altres aminoacids en aquesta posicid. A la
posicido 25 gairebé tots els altres animals tenen una Alanina en aquesta posicid, a
excepcié dels humans (on com ja s’ha comentat es troba una Fenilalanina), i

I'orada, el bacalla i el salmé presenten una Glutamina.

Com es pot observar en l'analisi filogenétic (Figura 50), I'hormona GH1 presenta
una similitud molt elevada amb I'hormona GH2 i superior a les que presenta amb

cap altra hormona del clUster.

CS1
‘| CS2

CS5

| GH1
|

GH2

0,05 substitucions/posicié

Figura 50. Analisi filogenétic de I'Hormona de Creixement comparant I’hnormona amb les
proteines dels gens del clister.

L'homologia entre la proteina GH i les altres proteines és d’'un 93% amb |I'hormona

GH2 i del 85% amb les altres proteines del cluster.
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4.1.3 Estudi teoric del canvi Phe25Tyr

La Phe 25 (heélix 1) en humans és un aminoacid aromatic hidrofobic, i en canvi és
una alanina hidrofdbica en tots els vertebrats excepte en salmd, bacalla i orada, on
hi ha una GIn que és un aminoacid basic. La Tyr és un aminoacid aromatic que

conté un grup hidroxil (Figura 51).

Humans

H e
OH

1"‘1

HaN

O
Fenilalanina (Phe) F Tirosina (Tyr) T

H Tots els ;
= vertebrats salmg, :
OH exceptuant bacalla i
HoN salmo, orada
bacalla i
O orada

Alanina (Ala) A Glutamina (GIn) Q

Figura 51. Representacié dels aminoacids en la posicio 25 de GH pels diferents animals
estudiats. També es mostra I’'estructura de I'aminoacid Tirosina, trobat en els pacients 1 a 3.

Aquest residu es troba situat parcialment en la cara hidrofobica de I’'hélix, encarat a
I'interior de la proteina. Aquest fet pot repercutir en que aquests residus que soén
hidrofobics es col-loquin a la part interior de I'hélix i que fixin els residus que
afecten més la unid6 amb el receptor i que seran els de la part exterior de I'helix.
(de Vos et al., 1992). Tot i amb aix0, aquest aminoacid no esta en la zona d'unid
amb la primera molécula de GHR (Figura 52), sin6 que podria tenir més afectacio a

la zona d’unié a la segona molécula de GHR.
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Figura 52. Figura realitzada amb el programa informatic Molsoft (San Diego, CA) que
mostra part de la zona d’unié de la hGH al receptor mitjangant els aminoacids de colors
blavosos, i I'aminoacid F25 (de color vermell) analitzant la hGH amb ndmero d’accés al PDB

(Protein Data Bank) 3HHR.

El residu Phe25 interaccionaria amb els aminoacids S219 i N218 de GHR (Figura

53).

GHR

Ser2l19

6H

Asn218

Figura 53. Es mostra de color verd la proteina GH, amb I'aminoacid F25 marcat en vermell,
i els aminoacids més importants per a la unié amb la segona molécula de GHR. En color lilés

es mostren els aminoacids de GHR que interaccionarien amb el residu F15.
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A la Figura 54 es mostra la posicid de I'aminoacid F25 en el conjunt global de la

proteina GH i també la zona on s’uneix al receptor de GH.

Figura 54. Figura realitzada per Cunningham et al., 1991a en la que esta ombrejada la part
de la hGH que interacciona amb el receptor. En el quadrat lila hi ha remarcat el residu F25,
que com es pot observar es troba entre la cara exterior i interior de I'hélix 1 i no forma part

del lloc d’unio a receptor.

132



RESULTATS

4.1.4 Estudi teoric del canvi Vall73Leu

La Val 173 (hélix 4) en humans és un aminoacid petit i hidrofobic igual que als
peixos i la gallina, anec, gall d’indi i tortuga de mar. Contrariament, els mamifers
estudiats presenten una Alanina, aminoacid també hidrofobic, i els que tenen una
Tyr son l'ovella i la vaca. La Leu és un aminoacid que pertany al mateix grup que la
Val (Figura 55).

Humans,
gallina, anec,
gall d'indi,
tortuga de mar,

tauro blanc,
orada, bacalla,
salm¢, carpa

Valina (Val) V Leucina (Leu) L

H
r Mamifers Svaia
rata, conill, vaca
O gos, porc,
balena)
Alanina (Ala) A Tirosina (Tyr) T

Figura 55. Representacié dels aminoacids en la posicid 173 de GH pels diferents animals
estudiats. També es mostra I'estructura de I'aminoacid Leucina, trobat en la Pacient 4.

La Vall173 es troba en una zona que esta molt a prop de la zona d‘unié al receptor
de GH (Figura 56). De fet els residus T175, D171 o K172 sén de gran importancia
per la unié amb el receptor. La Val173, en estar encarada cap a l'interior de I'helix,
tampoc juga un paper important en la unié al receptor, tot i que s’ha demostrat que
mutacions en posicions amagades poden ser desestabilitzants i comportar la
protedlisi in vivo de la proteina (Alber et al., 1987; Pakula et al., 1986).
Cunningham et al., 1989, refereixen que la mutagenesi de la Val173Ala no es podia
realitzar ja que hi havia molt poca expressié d’aquesta proteina in vitro, i no es
podia dur a terme la técnica de la Alanine-Scanning mutagenesis. Aquest fenomen

també té lloc amb altres residus situats a la cara hidrofobica de I’'hélix com la
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Met170, i Leul77. Cunningham et al., I'lany 1989 suposen que la mutacié en
aquests residus contribuiria a una inestabilitat de la proteina. Tot i aix0, aquest no
és un fet general, perqué altres residus que resten a la cara hidrofobica de I'hélix 1
com Leu6, Leu9 o Phel0 i de I'heélix 4 com Phel76 i Val180 si que sén facilment

mutables .

h6H

HELIX 4

Figura 56. Figura realitzada amb el programa informatic Molsoft (San Diego, CA): part de la
zona d’unidé de la hGH al receptor, analitzant la hGH amb numero d’accés al PDB (Protein
Data Bank) 3HHR. En vermell es mostra I'aminoacid V173.

A la Figura 57 es mostra la posicié de I'aminoacid Val173 en la posicié global de la

proteina:
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E T
iy W, A
A T

§T17I" E:
- B |
Y 1 I

Kiz

Figura 57. Figura realitzada per Cunningham et al., 1991a, amb la part de la hGH que
interacciona amb el receptor ombrejada. En el quadrat lila hi ha remarcat el residu V173,
que com es pot observar es troba a la cara interior de I'hélix 4 i no forma part del lloc d’unié

a receptor.
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5. ESTUDI DELS ELEMENTS DE RESPOSTA DE LES REGIONS
PROMOTORES DE GENS REGULATS PER STAT5 I/0 VITAMINA D

Es van buscar els elements de resposta en els promotors dels gens d’interés.
S’utilitza una llibreria de seqliéncies patrdé per localitzar llocs d‘unié de factors de
transcripcié en seqliéncies d’interés.

Es van buscar els llocs d’unié dels factors de transcripcié STAT5 i VDR per STATSB,
GHR, IGF1R i IGF1.

Els resultats obtinguts van ser els segilents:

5.1 IGF1
El resultat obtingut tant pel métode manual com pel métode automatic va ser el
mateix, perqué la sequéncia reconeguda pel programa Gene2promoter va ser la

mateixa que la introduida manualment en el programa Matlnspector (Figura 58).

Part del promotor d’IGF1 (GI: 6598666)

83161
83221
83281
83341
83401
83461
83521
83581

cacactctgg
cacacacaca
ccaggtaccc
gaagaataaa

tcatcgcagg

cacacagact
caggtttgag
ttctcccaga
gaaaaatgtt

agaaaaagta

ccctctgtca

ttatatggaa

tacacacaca

aattcaaaca

cacacacaca

acaggaaaat

gtlggtGGGGL

g999agg99ga

cagtgaclgg

ctatttcagt

tgagacagtg

ccctecaltag

gTTCTaggaa

atgagaltcac

cacccgagtg
gtttgctgga

ctgtcttcca
gagggtctta

atctacttta
tcgtccttte

tgggttttac
ccctaaaggg
acctctcact
ccccagtcac

tttectttttt

agctcggcat
accaatccaa
tggcaactgg
ttcagggtta
tgttttaaat

cacacacaca
tgtttgcccce
cagcctagta
agtctttgcc
tgctgcctgce
gacaaggggt
aaattgtaga
aatgcatttg

Figura 58: Elements de resposta per VDR i STATS en el gen IGF1.

Bipartite binding site of VDR/RXR heterodimers: 3 spacer nucleotides between the
two directly repeated motifs. Core sim: 0.904. Matrix sim: 0.804.

Signal transducer and activator of transcription 5. Core sim: 1.000. Matrix sim:
0.963.

El programa reconeix un lloc d’'unié de VDR i un altre per STAT5. Aix0 significaria

que lI'expressié del gen IGF1 podria estar modulada per STAT5 i VDR.

5.2 IGF1R
Es va analitzar la sequéncia de nucleotids situada a uns 900 pb upstream del
primer ex6 del gen i es van trobar dos llocs d’unié de VDR, perd en aquest cas, el
programa Gene2promoter situa la regié promotora a uns 500 pb del primer exg, i
per tant, el primer element de resposta no entraria dins la regié promotora del gen
(Figura 59).
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Part del promotor de IGF1R (GI: 22726103)

151501
151561
151621
151681
151741
151801
151861
151921
151981
152041

aggcgaactc
cggcgctcgce
Hocgcagggy
ccccgegeag
gcggcegeaga
ttgtgtgtgt

ggcggcggcg

gagagaggcg
agaccctcgg
cagctccacg
agcaggcggc
gccgggegge
cctggatttg

agcggagcca

ggagagcgag
cccecgctecce
gcgcgccteg
gg9cgggcggg
gcggcgggag
ggaaggagct
ggaggaggag

tcegdgttte

tgcccectcege

cggCCTCgcd

actgcgtcgce

ggccgggctt

gccctcecececge

gtttttcctc

ggcggaagct
gcctaggcag

agggacgccg

ccagcgagcec

tgcccacggce

cggatcclece

cgcgcCCTCc

acgccccted

cctcggcectgt
ggccgggcegyg
tgctgagcgce
cgccgcggcyg
gaggaggggyg
tgtgacccgg
cgggcgtccg
atttgggctt

gaccttcagc
gggccggege
ggcgcggcecg
gcggceggege
agccgctcecat
acttcggggce
gccgcctceccece

tgccccececttt

gagccggagce
ggggcgggcyg
gcccgececgcet
tgagggagga
tcattttgac
gatcttgcga
gcgcggeecag
ctttgcagtt

Figura 59: Elements de resposta per VDR i STATS en el gen IGF1R.

VDR RXR| VDR/RXR Vitamin D receptor RXR heterodimer site. Core sim: 1.000. Matrix sim:
0.851.

VDR RXR Bipartite binding site of VDR/RXR heterodimers: 3 spacer nucleotides between the
two directly repeated motifs. Core sim: 0.952. Matrix sim: 0.828.

5.3 STATSB

Per STATSB es va fer el mateix procediment. Sobre una seqléncia d’un clon es va
localitzar el primer exd i es va estudiar la seqiéncia nucleotidica 800 pb en sentit
5.
programa Gene2promoter va realitzar la recerca d’'un promotor en aquest clon i el
ha
reconeixement a STAT5 o VDR. Per tant es pot dir que STAT5 no respon a Vitamina
D ni a STATS.

En aquesta seqiéncia no es va trobar reconeixement a STAT5 o VDR. El

va trobar a uns 4000 pb upstream. En aquesta seqliéncia tampoc hi

5.4 GHR
En la seqlieéncia analitzada d’uns 800 pb en sentit 5’ del primer ex6 no es va trobar
cap sequéncia de reconeixement de VDR o STATS5. En el clon estudiat (GI:
21281492) el programa Gene2promoter no troba cap promotor. Es fa una altra
recerca de promotors de GHR, i es troba una seqiiéncia amb GI: 4160544 que si
que conté un promotor perd no és acotat pel programa ElDorado de Genomatix.
Aixi doncs, es decideix buscar els elements de resposta en aquesta regid que és la
regié 5’-flanking region. Aquesta regid es troba a 13038 pb del primer exé de GHR.
En aquesta seqliéncia de nucleotids es troben 4 regions de resposta a STAT5, 3 de
les quals tenen un core similarity de 1.000 o gairebé 1 i un matrix similarity de més
de 0.900. També es troben 10 regions que responen a VDR, tot i que només 2
tenen uns valors de core similarity i matrix similarity realment bons. Aix0 ens indica

que aquesta regié sembla respondre tant a VDR com a STATS.
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Aquests resultats es poden resumir a la Taula 55:

Regio de resposta a STAT5 Regio de resposta a VDR

Taula 55. Taula resum dels resultats obtinguts amb el programa MatInspector.

No es pot oblidar que els resultats obtinguts amb aquests programes informatics
son teorics, ja que es basen en algoritmes matematics, perd poden suggerir quins

elements de resposta es poden trobar a la regioé estudiada per nosaltres.
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6. EXPRESSIO IN VITRO DE PROTEINES RECOMBINANTS

6.1 Mutageénesi dirigida

S'utilitza la técnica de mutagenesi dirigida per introduir els canvis detectats en els
pacients en una seqliéncia patré d’ADNc ja clonat obtingut a partir d’ARNm de GH.
El primer que s’ha de fer és introduir una GIn (Glutamina) abans de l'insert. Aquest
aminoacid és necessari per a la posterior proteolisi de la cua d’histidines que es
situen davant de l'insert. Aquest canvi es va fer en tots els plasmids que vam voler
estudiar.

Un cop es va comprovar que s’havien incorporat correctament aquests tres
nucleotids, es va procedir a la lligaci6 amb el plasmid pQE-30UA, com ja es va

explicar a materials i métodes.

El canvi que s’hauria de veure queda reflectit a la Figura 60:

a) [ CAT CAC CAT CAC CAT CAd GGA TCC CAC GTG ATA TCC TCA ATC GCT TCA ATC GCT TCT [SEQUENCIA DE cADN-GH|
6x His

b) [CAT CAC CAT CAC CAT CAd GGA TCC CAC GTG ATA TCC TCA ATC GCT TCA ATC GCT TCT CAG [SEQUENCIA DE cADN-GH|
6x His Gln

Figura 60. Seqiéncia del plasmid on es va introduir el triplet que codifica per I'aminoacid
Glutamina.

Es comprova mitjangant seqlienciacié automatica que el cod6é que codificava per a
la GIn estava correctament introduit davant del producte de PCR i que la pauta de

lectura de la proteina era mantinguda (Figura 61).
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CAT CAC CAT CAC CAT CA O‘GGA TCC CAC GTG ATA TCC TCA ATC GCT TCT x>16)v|V/eqy=Hv] =163

CAATC GCT TCTCAGIT TCCCAACCAT TCCC
Gln F P T I P

Figura 61. Electroferograma on es mostra la seqiéncia nucleotidica de la regié del plasmid
que empalma amb linsert. Els tres nucleotids que codifiquen per GIn estan correctament
inserits davant del transcrit de GH.

Un cop es va aconseguir tenir un plasmid on la seqiiéncia de l'insert fos correcta, es
van reproduir els canvis trobats en els pacients d’interés. El primer dels canvis o
mutacions que es va reproduir al laboratori ha estat el canvi que duen dues families
en el codd n° 25. La posicié exacta és al nucleotid 5636 del gen GH1 (GI 183148)
Gene Bank. Aquest canvi el duen en heterozigosi, i provoca la substitucié d‘una
Fenilalanina (F) per una Tirosina (Y). L'altre canvi és al cod6é n° 173, la posicié 6633
del gen GH1. Aquest canvi a la seqiéncia de I’ADN provoca el canvi d’aminoacid

Valina (V) per Leucina (L).

+ Phe 25 Tyr. 5636 T>A
+ Val 173 Leu. 6633 G>C

I) Sequéncia normal:
25

CAGCTGGCCTTTIGACACC
Q L A F, DT

Seqliéncia del pacient: l

CAGCTGGCCTATIGACACC
Q LAY DT
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IT) Sequéncia normal:

173
ATGGACAAGGTCGAGACA
M D KV, E T

Sequiencia del pacient: l
ATGGACAAGCTCGAGACA
M D K L E T

A la Figura 62 es mostra el canvi produit en el codd 25:

WT

A F D

|/

;GG SC @ I'GACA]|

F25Y

lcecc(Areaca
A Y D

Figura 62. Electroferograma que mostra el canvi en el coddé n® 25 de GH1. Es tracta de la
seqliéncia de linsert mutat dins el plasmid d’expressio.

A la Figura 63 es mostra el canvi produit en el codd 173:

WT

T -~
P A AR L

K Vv

G
E

A

G

Figura 63. Electroferograma que mostra el canvi en el codé 173 de GH1 provocat

mitjancant mutagenesi dirigida.
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També s’ha introduit un canvi en una diana de restriccid que es trobés al plasmid i
no a l'insert (GH). Com s’ha explicat abans, aquesta diana és Hind III i el canvi que
s’ha dissenyat es pot veure a la Figura 64.

Aquest canvi serveix per seleccionar els plasmids que han adquirit el canvi desitjat
a l'insert d’aquells que no I'han agafat, ja que el plasmid amb la mutacié a la diana

també el portara a l'insert.

Diana Hind III no mutada Diana Hind III mutada

O : -C AG AGGC TAAT TIAAGE Cc GCAGAGGCC T

=

Figura 64. Electoferogrames que mostren el canvi introduit en la diana Hind III mitjangant
mutageénesi dirigida.

Un cop es van tenir tots els canvis es procedi a |I'expressié en cel-lules M15, on es

van expressar les proteines recombinants.
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6.2 Expressio de GH

Per tal d’'investigar si els canvis que porten alguns pacients en la seva seqliéncia
d’ADN provoquen una activitat bioldogica disminuida de la seva hormona de
creixement, es va obtenir 'expressio de la proteina recombinant normal o WT i de
les mutants F25Y, i V173L per poder comparar |'efecte de les mutants amb la WT
obtinguda al laboratori i una proteina GH recombinant comercial.

65A 65B

WT Mw kDa viz3L F25Y Wt Mw kDa

- 45
- 45 Enzims

digestio 231

GH —»
GH —»

-21,5
- 14,5

Figura 65. Electroforesi en gels de poliacrilamida de les proteines. La tincié es va realitzar
amb blau de Coomassie. En la Figura 65A es mostra la proteina GH-WT dialitzada. En la
figura 65B es mostren les tres proteines un cop ja estan digerides amb els enzims TAGzyme.
La proteina recombinant V173L és menys abundant que la F25Y, i aquesta ho és menys que
la WT.

Amb aquestes proteines ja purificades (Figura 65), es van realitzar els experiments
in vitro amb tres models cel-lulars (les linies HepG2, C-28/12 i els condrocits de

cartilag de creixement).
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6.2.1 Resultats del Western Blot

Es va comprovar mitjancant Western Blot la immunogenicitat de les proteines GH
recombinants. El resultat va ser que la banda corresponent a la GH era detectada

pel sistema d’anticossos utilitzat.

6.2.2 Quantificacié de les proteines

Es van quantificar les proteines recombinants mitjancant dos métodes:

1) Determinacié de proteina total mitjancant el Micro BCA™ Protein Assay Reagent

kit (Pierce Rockford, IL). Els resultats obtinguts van ser els indicats a la Taula 56:

Proteina | [Proteina Total]
GH-WT 435 pg/ml
GH-F25Y 260 pg/ml
GH-V173L 168 ug/ml

Taula 56. Determinacié de la concentracié de proteina per a cada una de les proteines
recombinants.

2) Determinacié de la concentracié de GH immunoreactiva per quimioluminiscéncia
(QLA) en un immunoanalitzador automatitzat Immulite de Diagnostics Products

Corporation (Los Angeles, CA, USA). Els resultats van ser els indicats a la Taula 57:

Proteina | [Proteina Total] | GH immunoreactiva | % Immunoreactivitat
GH-WT 5 ng/ml 4 ug/ml 100 %
GH-F25Y 5 ug/ml 2,76 ug/ml 69 %
GH-V173L 5 pg/ml 0,6 pg/ml 15 %

Taula 57. Determinacié de la concentracié de proteina GH per a cada una de les proteines
recombinants.

A la Taula 58 es pot observar que la proteina menys immunogénica és la V173L.
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6.2.3 Test de proliferacié cel-lular per incorporacié de
timidina-3H a I’ADN dels condrocits en cultiu

La incorporacié de timidina tritiada a I’ADN s’ha utilitzat per analitzar si les
proteines recombinants produides al nostre laboratori podien ser toxiques pel cultiu
cel-lular.

Els resultats obtinguts dels experiments realitzats d’incorporacié de timidina-°H a
I’ADN dels condrocits en cultiu ens demostren que la proliferaciéo de les cél-lules
tractades en preséncia de les proteines recombinants és similar a la incorporacié de
timidina de les cél-lules tractades en preséncia de GH comercial Genotonorm®
(Taula 58, Figura 66).

Exp 1 Exp 2 Exp 3 Exp 4

Cpm Cpm Cpm Cpm Mitja £ DS
Control 2096 | 100% | 1582 | 100% | 1591 | 100% | 1136 | 100% 100% =+ 0,00
VitD 107 M 826 | 52,2% | 1143 | 71,8% | 664 | 58,4% | 60,8% + 10,02
GH (Genotonorm) 868 | 54,8% | 1503 | 94,4% | 1113 | 98% 82,4% =+ 23,97
GH (WT) 1615 | 77% 960 | 60,6% | 1780 | 111% 957 84% 83,15% =+ 20,99
GH (F25Y) 1532 | 73% 1170 74% 1773 | 111% | 1073 | 94,4% 88,1% =+ 18,17
GH (V173L) 2060 | 98% 966 61% 1786 | 112% 901 79,3% | 87,57% * 22,21
Vit D 10’ M + GH
(Genotonorm) 547 | 34,6% | 1043 | 65,5% | 655 57% 52,3% + 15,96
Vit D 10’ M + GH 507 24% 468 | 29,6% | 1021 64% 641 56,5% 43,5% =+ 19,69
(WT)
Vit D 10’ M + GH | 759 36% 432 | 27,3% | 1265 | 79,5% | 664 | 58,4% 50,3% =+ 23,46
(F25Y)
Vit D 10’ M + GH
(V173L) 674 | 42,6% | 1409 | 88% 706 62% 64,2% + 22,78

Taula 58. Incorporacié de timidina->H en condrocits humans. En vermell es ressalta les
condicions que provoquen una disminuci6 en la incorporacié de timidina.

La Vitamina D inhibeix la proliferacié dels condrocits en cultiu ja sigui en preséncia
o absencia de GH, en canvi, la proteina GH ja sigui la comercial o les recombinants,
no inhibeix la proliferacié dels condrocits (Figura 66). Aixi doncs, es pot afirmar que
la preparacié de proteina recombinant no és toxica per a la proliferacié de les

cel-lules ni per si mateixa, ni per qualsevol component romanent de les solucions.
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120%

100%

80%

60%

40%

20%

% incorporacié de timidina-3H al DNA

0%

Control VitD GH WT F25Y V173L VitD+ VitD+VitD+ VitD +
GH WT F25Y V173L

Figura 66. Representacio grafica dels resultats obtinguts en I'estudi de proliferacié cel-lular
per incorporacié de timidina-*H I’ADN dels condrocits en cultiu. Analisi estadistic realitzat
mitjancant un test-t de Wilcoxon.
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6.2.4 Determinacié _de la bioactivitat de les GH recombinants
per métodes semi-quantitatius

A linici es va estudiar l'expressi6 de diferents gens en linies cel-lulars
preestablertes induits pel suplement del medi amb la proteina GH, ja sigui les
recombinants o la comercial. Es va buscar una linia cel-lular que fos uGtil com a
model per testar in vitro els futurs canvis en proteines que es realitzessin al
laboratori.
Es van utilitzar primer dos models: una linia de fetge, que és productor d'IGF1 per
excel-léncia, i una linia condrocitica, que és un productor autocri-paracri d’IGF1.
Els gens que es van determinar van ser els segients:

- IGF1

- STATSB

- GHR

- IGF1IR
Els resultats obtinguts mitjancant el meétode de quantificacié relativa dels gens
estudiats en els models cel-lulars HepG2 i C-28/12 van ser els representats a les
Figures 67 i 68.
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HEPG-2

GHR IGF1R

160

140

Quantitat relativa mRNA

Control VitD  GH WT  F25Y V173L VitD+ VitD+ VitD+ VitD+ Control VitD GH WT F25Y V173L VitD+ VitD+ VitD+ VitD+
GH WT F25Y V173L GH WT F25Y V173L

STAT5B IGF1B

300 =

250 =

Quantitat relativa mRNA

Control VitD GH WT F25Y V173L VitD+ VitD+ VitD+ VitD+ Control  VitD GH WT  F25Y V173L VitD+ VitD+ VitD+ VitD+
GH WT F25Y V173L GH WT F25Y V173L

Figura 67. Grafiques on es mostren els resultats obtinguts per la determinacio
semiquantitativa de I’expressidé dels gens GHR, IGF1R, STAT5B i IGF1 en la linia cel-lular
HepG2. Estadistica realitzada mitjancant Test de Wilcoxon. Els resultats sén expressats com
a mitja + error estandard.(n=4).

Les diferéncies observades en I'expressio dels quatre gens no son significatives per
a cap dels tractaments estudiats. Es veu un augment del doble en I’'expressio del
transcrit IGF1B quan es tracta el cultiu amb Vitamina D en combinaci6 amb GH
comercial en comparaci6 amb el tractament control com a fet destacable.
L'expressié dels altres gens gairebé no és modulada pels tractaments realitzats en
el cultiu cel-lular.

En aquesta linia cel-lular no s’expressa el transcrit IGF1A.
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Figura 68. Grafiques on es mostren els resultats obtinguts mitjancant la determinacid
semiquantitativa dels gens GHR, IGF1R, STAT5B i IGF1 en la linia cel-lular C-28/12.
Estadistica realitzada mitjangant Test de Wilcoxon. Els resultats s6n expressats com a mitja +
error estandard.(n=4).
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Els colors lilosos corresponen als tractaments que no comporten addicié de Vitamina D al
medi de cultiu. Les barres de colors blavosos corresponen als tractaments on si que s’afegeix
Vitamina D al medi de cultiu.

En aquest altre model cel-lular si que s’expressava I'IGF1A, i per tant es va poder

fer 'estadistica corresponent.

L'expressio dels gens no sembla estar modulada per la preséncia de GH en el medi
de cultiu, possiblement per tractar-se de linies immortalitzades i adaptades al medi.
Aguesta és la rad per la qual es va decidir provar els tractaments en un model
cel-lular establert al laboratori i que si que es regula mitjangant Vitamina D i GH, un

cultiu primari de condrocits epifisaris fetals humans.

6.2.5 Determinacié de la bioactivitat de les GH recombinants

per PCR quantitativa a temps real

Es van fer cinc experiments amb 5 cultius diferents de condrocits humans. En
aquests cinc experiments es van fer els tractaments combinant la Vitamina D 107’M
amb les diferents hormones de creixement, és a dir, la GH comercial i les diferents

GH recombinants produides al laboratori.
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Condrocits Fetals Humans

IGF1

Control VitD GH WT F25Y V173L VitD #itD itD +VitD +
GH WT F25Y V173L

GHR

ControlVitD GH WT F25YV173LVitD VitD + VitD +VitD +
GH WT F25Y V173L

Quantitat relativa mRNA (unitats arbitraries)

Quantitat relativa mRNA (unitats arbitraries)

STAT5B
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Control VitD GH WT F25Y V173L VitD «VitD #itD #itD +

GH WT F25Y V173L

IGF1 R *

1,751

Control VitD GH WT F25YV173LVitD +VitD itD #VitD +
GH WT F25Y V173L

Figura 69. Determinacido per PCR quantitativa a temps real de I'expressio dels gens IGF1,
STAT5B, GHR i IGF1R en cinc experiments de cultius de condrocits fetals humans incubats
amb Vitamina D i/o les diferents GHs (comercial i recombinants obtingudes al laboratori).
Analisi estadistic realitzat mitjancant test de Wilcoxon * p<0,05. Els resultats son expressats

com a mitja + error estandard.

Els resultats observats a la Figura 69 mostren que:

IGF1: En aquest gen és on es veu un efecte més important dels tractaments.

L'IGF1 és induit quatre vegades el valor de la mostra control (sense tractament)

quan s’afegeix Vitamina D al medi. En canvi, quan s’afegeix GH sola no es veu

induccioé de I'expressié de IGF1. L'efecte més important es déna quan es combina
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Vitamina D amb I'hormona GH. Quan es combina amb |'hormona comercial,
I'increment és de 13 vegades com a terme mitja, tot i que hi ha experiments on
augmenta la induccié fins a 33 vegades, o uns altres que només augmenta 3
vegades. El tractament combinat amb I'hormona recombinant WT, provoca el
mateix efecte, perd amb una induccié inferior. Els resultats van des de 22 en un
experiment fins a 1,6 en un altre. I finalment, quan es tracta de les condicions on
es combina la proteina recombinant mutant F25Y o V173L en combinaci6 amb
Vitamina D, la induccié encara és inferior. Aplicant el test de Wilcoxon s’evidencien
diferéncies significatives en molts tractaments. El fet més destacat és que hi ha
diferéncia significativa entre tractar els condrocits amb la combinacié de Vitamina D
amb les proteines recombinants, ja sigui la F25Y o la V173L en comparacié amb el
tractament que combina la Vitamina D amb la proteina WT. També s’observen
diferéncies significatives entre els tractaments que combinen la Vitamina D amb la

proteina GH o la WT en comparacié amb el tractament control.

STAT5B: S'observa que en combinaci6 amb Vitamina D, les hormones
recombinants produeixen una induccid6 menys elevada que la combinacié de la
Vitamina D amb I'hormona comercial GH. La combinacié de GH comercial amb
Vitamina D produeix una induccié d’aproximadament 1,4 mentre que la induccid
amb de Vitamina D la WT indueix 1,3 vegades, amb F25Y produeix una induccio de
1, i amb V173L una induccié de 1,05. Aplicant el test de Wilcoxon hi ha diferéncia
significativa entre el tractament amb F25Y i el tractament Control, aixi com entre el
tractament amb V173L i el tractament Control. També hi ha diferéncia significativa
entre el tractament combinat de Vitamina D amb la proteina recombinant V173L i el

tractament combinat de la Vitamina D amb la GH comercial.

GHR: Es veu un increment en l'expressi6 de GHR en preséncia de Vitamina D.
L'hormona de creixement sola no estimula I’'expressiod, perd en combinacié amb la
Vitamina D es veu una induccié que va des de 1,5 (WT) fins a 3,5 (V173L). Aplicant
un test de Wilcoxon, hi ha diferencia significativa entre el tractament combinat de
la Vitamina D amb WT i el tractament combinat de Vitamina D i la proteina
recombinant V173L.

IGF1R: El patré d’expressid d'aquest gen és similar que el del gen GHR, pero amb
uns augments d’induccié menys pronunciats que en el gen anterior. En preséncia
de Vitamina D, la recombinant F25Y indueix l'expressié 1,25 vegades, i la

recombinant V173L indueix 1,5 vegades. Aplicant un test de Wilcoxon, hi ha
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diferéncia significativa entre el tractament combinat de la Vitamina D amb WT i el
tractament combinat de Vitamina D i la proteina recombinant V173L.

Segons aquests resultats, en el gen IGF1, hi ha diferéncia significativa entre tractar
el condrocits humans amb la proteina recombinant WT o les proteines mutants
F25Y o V173L. Aix0 significa que els canvis en la proteina provoguen una proteina

menys eficac per induir I’'expressio del gen IGF1.

7. ESTUDI DELS POLIMORFISMES DE GHR

Els resultats obtinguts de l'estudi del polimorfisme d3/fl-GHR en les cél-lules

condrocitiques epifisials dels 5 fetus humans han estat els seglents:

- 1 fetus amb el genotip d3/d3-GHR
- 2 fetus amb el genotip fl/fl-GHR
- 2 fetus amb el genotip d3/fl-GHR

Com es pot observar, en només 5 fetus tenim els tres patrons de polimorfismes
possibles.

A la Figura 70 hi ha l'electroforesi en gel d’'agarosa del producte obtingut de
I'amplificacié per PCR de I’ADN de GHR.

d3/d3-  fl/fl- d3/fl-

100bp "o p GHR GHR
— = — 935pb
— i == 532 pb

Figura 70. Electroforesi en gel d’agarosa dels productes obtinguts de I'amplificacié per
reaccié de PCR del gen GHR. Hi ha representats els tres polimorfismes estudiats. Es mostren
els patrons de bandes corresponents als tres polimorfismes trobats en les cél-lules
condrocitiques.

Es van confirmar els resultats amplificant I’ARN missatger de GHR a partir de les

cel-lules condrocitiques. Es va fer I'amplificacié mitjancant PCR i posteriorment es
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va fer l'electroforesi en gel de poliacrilamida. El revelat es va fer amb tincié amb

nitrat de plata (Figura 71).

d3/d3-GHR fl/fl-GHR d3/fl-GHR

A A A
r N r N r )

100 bp 3s-4a 2s-4a 3s-4a 2s-4a 3s-4a 2s-4a

300 pb —
s — 255 pb
200 pb — e w189 pb
‘ — 151 pb

100 pb —

Figura 71. Tamanys de les bandes dels productes de PCRs obtinguts a partir de
I'amplificacié de I’ARN missatger de GHR i posterior electroforesis en gel de poliacrialmida. *
Bandes corresponents als transcrits dels tamanys esperats.

A la Figura 71 es mostra el patré de bandes corresponent a I'amplificacié de I’ARN
missatger de GHR. Les bandes que no es troben marcades amb un asterisc van ser
retallades i reamplificades i es va comprovar per seqglienciacid6 que eren
amplificacions inespecifiques de la reaccié de PCR. En canvi, les bandes marcades
amb un asterisc (*) sén les esperades per tamany. A més a més es van retallar,
reamplificar i seqlienciar, comprovant que les bandes corresponien al transcrit

esperat.

Expressié del gen IGF1 en funcio del genotip de GHR

Els resultats d’expressio del gen IGF1 de cada experiment (és a dir, cada fetus) en

funcié del polimorfisme d3/fl-GHR es mostra a la Taula 59:
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TRACTAMENTS EN CONDROCITS FETALS HUMANS

GENOTIP VitD+  VitD + | VitD+ VitD+
EXPERIMENT Control i GH WT  F25Y V173L
GHR GH WT F25Y V173L

1 d3/d3 1 2,56 104|092|1,23| 1,93 | 1592 | 6,51 | 4,50 | 5,30
2 a3/ 1 4,76 |{1,99|0,88|189| 1,30 | 6,30 | 1,58 | 1,02 | 0,87
3 1 8,80|2,23|2,24|1,72| 1,63 | 33,61 | 22,16 | 4,61 | 7,43
4 1 1,71/0,80|2,86| ND | 2,57 | 7,52 | 15,01 | 7,72 | 4,30
5 il 1 2,06|104|137|0,70| 0,88 | 3,20 | 2,64 | 0,80 | 0,65

Taula 59. Resultats de I’'expressido d’IGF1 mitjancant la técnica de PCR a temps real en
funcio del genotip del polimorfisme d3/fl de GHR. ND= no determinat.

Degut al nombre insuficient de casos amb cada un dels tres genotips no és possible
analitzar si el polimorfisme d3/fl-GHR s’associa amb la resposta dels cultius a

I'estimulacié de I’'expressié d'IGF-1 amb Vitamina D més GH.
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DISCUSSIO

1. ESTRUCTURA DEL GEN GH1 EN POBLACIONS CONTROL I AMB
RETARD DE CREIXEMENT

1.1 Polimorfismes del gen GH1 en la poblacié control

Les primeres alteracions genetiques que es van descriure com a causa de deéficit
aillat idiopatic de GH varen ser grans delecions en el cromosoma 17 que
comprenien tot el gen GH1. Aquestes delecions van ser descobertes mitjangant
Southern blot, i eren unes delecions de 6.7, 7.0, o 7.6 kb, presentant la majoria de
pacients la delecié de 6.7 kb (Phillips et al., 1981).

No va ser fins el 1989 que Chen et al., van seqienciar el clister del gen GH1
sencer (66500 pb). Giordano et al., I'lany 1997 van sequenciar el gen GH1 en
pacients amb IGHD a la recerca de mutacions puntuals que poguessin explicar la
talla baixa, i es van trobar amb una regi6 amb un elevat grau de variabilitat
nucleotidica al promotor, tant en pacients com en un grup control. Aquestes
variacions puntuals en la seqliéncia del gen, encara que algunes impliquin un canvi
d’aminoacid, no es corresponen necessariament amb un fenotip patologic. Els
polimorfismes sén variacions en la seqliiencia de I’ADN que impliquen un o varis
nucleodtids (parlem de SNP single nucleotid polymorphism quan es tracta d’un sol
nucleotid) dins una mateixa espécie, o entre un parell de cromosomes en un
individu. Els primers autors que van descriure els polimorfismes del gen GH1 van
ser Giordano et al., 1997; Wagner et al., 1997; Hasegawa et al., 2000 i Horan et
al., 2003. Donada, per tant, la densitat de polimorfismes que s’estaven descrivint,
es va fer necessari establir el patré de canvis que pot considerar-se de la nostra

poblacid i investigar quins patrons acompanyen a una talla normal i quins no.

El treball realitzat al nostre laboratori (Esteban et al., 2006) ha estudiat el patré de
polimorfismes del gen sencer, ja que hi ha hagut altres autors que han estudiat una
part del gen, com Giordano et al., 1997; Wagner et al., 1997; Hasegawa et al.,
2000 i Horan et al., 2003, que han estudiat la variacid geénica dins el promotor, la
regié 5'UTR o l'intro 4.

Horan et al., I'any 2003 van estudiar l'activitat transcripcional dels al:lels més
freqlents de la regié6 promotora en controls adults de la poblacid normal, i van

associar alguns haplotips individuals amb l|'alcada.

Les poblacions que s’han descrit anteriorment tenien pocs controls de talla normal

(Giordano et al., 1997), un interval molt estret d’algades en controls masculins
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(Horan et al., 2003) o pacients amb IGHD que encara no havien arribat a la talla
final o algada adulta (Giordano et al., 1997; Horan et al., 2003 i Hasegawa et al.,
2000). El nostre estudi va ser dissenyat per caracteritzar les variacions en la
seqliencia del gen GH1 en individus comprenent el rang de talles adultes normals
(entre -2 i +2 SDS), d'acord amb els estandards de la nostra poblacié (Carrascosa
et al., 2004). L'alcada de la poblacié en global seguia una distribucié normal, i els
dos sexes van ser igualment representats. La seqliencia homozigotica GI:183148

(Chen et al., 1989) es va determinar com a referencia.

Els nostres resultats (Esteban et al., 2006) estableixen un mapa de 25 SNPs (P1-
P25) presents en més d’'un 1% dels individus. Més del 50 % dels SNPs (14) es
troben localitzats al promotor i la regié 5'UTR del gen. La resta dels SNPs (11) es
troben localitzats en els introns 1, 2 i 4 mentre que en les regions codificants
només es van trobar 3 SNPs (exd 1 i exd 4). Dos d’aquests canvis predeien un
canvi d’aminoacid (Thr3Ala/Pro, Val110Ile). El canvi V110I (P21) havia estat descrit
per Millar et al., I'any 2003 com un canvi trobat tant en pacients amb estatura
baixa com en controls. La Val110 es troba a I'hélix 3 en el core hidrofobic de I'héelix.
La substitucié per Ile és conservativa, tot i que la Ile té un residu més gran que
podria provocar un impediment estéric més gran que la Val. El canvi Thr3Ala/Pro ja
va ser descrit per Miyata et al., 1997 i també per Millar et al., 2003. Els nostres
resultats confirmen 13 SNPs dels 15 publicats per Horan et al., en el seu treball. Els
punts P4, P7 i P24 van ser descrits per Hasegawa et al., I'any 2000. El nostre
treball descriu quatre SNPs nous (P8 a la zona de resposta a VDR, P19 i P20 a
I'intré 2 i P25 a I'intré 4).

Els nostres resultats han demostrat que els quatre SNPs amb la variacié al-lélica
més gran (P4, P7, P10 i P24) no contribueixen a la determinaci6 de la talla. Només
alguns polimorfismes presents en baixa freqliéncia s’associen amb la talla adulta:
P6, P12, P17 i P25 contribueixen al 6,2% de variacié de la talla (p=0,0007) amb els
genotips A/G a P6, G/G a P6 i A/G a P12 disminuint la SDS de talla (-0,063 %
0,031; -0,693 = 0,650 i -0,489 £ 0,265; M £ EE, respectivament) i els genotips
A/T a P17 i T/G a P25 augmentant la SDS de talla (+1,094 £ 0,456 i +1,184 %
0,432 respectivament) (Esteban et al., 2006).

El SNP P6 es troba a la seqliéncia de resposta a Pitl en el promotor del gen GH1 i
va ser descrit per primer cop per Wagner et al., 1997 i Giordano et al. el 1997 i
després per Horan et al., el 2003. Un estudi recent de Giordano et al., 2006 ha

demostrat in vitro que I'haplotip del promotor portador del nucleotid alternatiu G a
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P6 presenta una activitat transcripcional disminuida a la meitat de la present pel
portador d’A a P6. També els genotips a P6 han estat associats a una disminucié del
risc de patir cancer de mama mitjangant nivells de secrecié disminuits de GH i
d’IGF1 (Wagner et al., 2005; Mulhall et al., 2005).

1.2 Estudi dels canvis d’aminoacid en poblacions amb retard de
creixement

L'obtencié del mapa polimorfic del gen GH1 en la poblacié control ens ha permés
estudiar les poblacions de pacients per tal de detectar canvis en la seqléncia
diferents dels SNPs. En dues poblacions de pacients estudiades (475 nens de
I'Hospital Vall d’'Hebron amb retard de creixement cronic, deficiencia de secrecié de
GH i/o bona resposta al tractament amb GH i 253 nens RIUC, talla baixa i secrecid
normal de GH procedents d'un assaig clinic multicéntric espanyol), s’han detectat
canvis en la seqliéncia de gen GH1 diferents dels SNPs de la poblacié control en el
9,5% i 12,6%, respectivament. Creiem que es tracta d’una poblacié prou extensa
com per poder concloure que representa el que es pot trobar en poblacions amb
aquestes caracteristiques fenotipiques. No hi ha de moment a la literatura cap

estudi del gen GH1 complet en poblacions patoldgiques tan extenses.

La més alta densitat de canvis en la seqiuéncia de GH1 es troba, de forma similar
als SNPs, a les regions promotora, 5'UTR i introns. Els canvis en les regions
codificants i que prediuen un canvi d’aminoacid son les menys freqlients i sumen
en terme mitja en les dues poblacions 1'11,3% dels canvis i per tant se’n dedueix

que només I'1% és portador d’'una mutacié que impliqui un canvi d’aminoacid.

Entre els canvis en la seqlieéncia del gen que comportaven un canvi en la seqiéncia
de la proteina GH1 (canvi d’'aminoacid), les dues mutacions estudiades en el treball

actual (F25Y i V173L) no han estat descrites a la literatura fins el moment.

La mutacié Phe25Tyr la provoca un canvi en heterozigosi a I'exé 2 de la GH
[5636(T>A)]. Aquesta mutacié va acompanyada de dos canvis més en la seqiéncia
del gen (sempre en heterozigosi): també a I'exd 2, la posiciéo 5634(C>A) i a l'intrd 4
la posici6 6409 (A>del). Aquestes altres dues mutacions no provoquen canvi
d’aminoacid i s’ha donat el cas que en les dues families estudiades, la mutacié que
comporta el canvi d’'aminoacid sempre va acompanyada d’aquests altres dos canvis.
A més a més, com s’ha comentat anteriorment, aquests tres canvis es troben al
mateix al-lel, i la seqiéncia nucleotidica de tot I'al-lel [inclosos els 25 SNPs descrits
pel nostre laboratori (Esteban et al., 2006)] és exactament la mateixa en les dues

families, el que fa pensar que, tot i que aparentment no hi hagi cap relacié entre les
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dues families, han de tenir un origen comu ja que és molt dificil que els tres canvis
apareguts en un al-lel es donin espontaniament en dues families diferents i, a més

a més, que coincideixin els 25 punts polimorfics del gen GH1.

Pel que fa al canvi Vall73Leu, el provoca una substituci6 nucleotidica en
heterozigosi a I'ex6 5 [6633 G>C] d’un dels dos al-lels del gen GH1. Per tots els

altres punts polimorfics del gen, els dos al-lels sén idéntics.

Es va decidir estudiar els canvis que provoquen canvi d’aminoacid mitjancant varies
aproximacions:

1) En el cas de la mutacié Phe25Tyr, com que s’acompanyava d’un canvi en l'intré
4, estudiant I'splicing en leucocits de sang periférica.

2) Estudiant els dos canvis d’aminoacid en quant a la filogénia i homologies amb les
hormones GH d‘altres espeécies i del clister huma dels gens GH i la prediccid
estructural.

3) Mitjancant la produccié de les proteines in vitro, comparant |'efecte produit per
les mutants amb la GH-WT tant per la seva immunoactivitat com per la seva

bioactivitat.

L'estudi de mutacions que provoquen canvi d’aminoacid en el gen GH1 ha estat
realitzat per varis autors. Tot i amb aix0, només s’havien descrit 21 canvis

d’aminoacid en tot el gen.

La primera mutacio descrita a la literatura va ser la que van descriure Cogan et al.,
I'any 1993. Es tractava d’una familia turca amb consanguinitat. En aquesta familia
hi havia 2 cosins amb una mutacié en homozigosi que els provocava un codé d’stop
després del residu 19 del péptid senyal. Conseqiientment aquests pacients tenien
deficit greu de GH. A més a més, I'administracid exogena de GH els provocava

I'aparicié d’anticossos anti-GH.

Takahashi et al., I'any 1996 van estudiar el cas d'un nen amb un retard de
creixement important pero que no tenia deficit de GH en les proves d’estimulacié de
secrecio. Aquest pacient tenia un canvi d‘aminoacid en heterozigosi Arg77Cys.
Aguests autors emeteren la hipotesi que la Cys lliure podria formar un nou pont
disulfur que podria canviar la carrega o la conformacidé de la proteina i reduir-ne la
bioactivitat. En aquest treball es van fer estudis de fosforilacid de les tirosines en
cel-lules IM-9 (linia limfoblastica humana que expressa GHR). Els resultats van ser

que la proteina mutant tenia una gran afinitat per la GHBP (aquests estudis es van
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fer amb la unié directa de la GH-WT o la mutant a GHBP recombinant i determinat
per immunoprecipitacié), que era menys activa que la GH-WT en quant a la
fosforilacié de les molécules transductores del senyal aixi com que inhibia la
fosforilacié de les tirosines per la GH-WT, tenint un efecte dominant negatiu.
Aquests mateixos autors, un any més tard (Takahashi et al., 1997), van estudiar un
pacient amb la mutacié Asp112Gly en heterozigosi. Aquesta mutacié es troba al lloc
2 d'unié a GHR, la qual cosa indica que aquesta GH es podria unir a la primera
moléecula de GHR perd no a la segona. En aquest treball determinaren la capacitat
de fosforilacié de les proteines GH-WT i mutant en GHR, JAK2 i STATS a la linia IM-
9, demostrant que la proteina mutant era un estimulador menys potent que la
proteina GH-WT.

Miyata et al., I'any 1997 van descriure dues mutacions més que provocaven canvi
d’aminoacid: Thr — Ala, al tercer codd del péptid senyal i Arg183His. Aquestes

mutacions van ser trobades en 3 pacients japonesos amb IGHD.

Wagner et al., I'any 1998 van descriure una mutacié en un pacient amb IGHD que

provocava un codo d’stop després del 22¢& codd del péptid senyal.

L'any 2001 Koike et al., van estudiar el gen GH1 en pacients amb diabetis mellitus
tipus 2 que tenien anticossos anti-pituitaris, i van detectar la mutacido Pro2GIn en

un dels pacients estudiats.

Binder et al., I'any 2001 van descriure la mutacié Val110Phe en una familia amb
varis germans amb déficit de GH. La Val110 es troba situada a prop de I'extrem N-
terminal de la tercera helix de la proteina GH, i esta posicionada al core hidrofobic
de la proteina. Aquests autors estudiaren la filogénia de la proteina en aquesta
posicid, i en resulta que aquest aminoacid es troba conservat en mamifers, alguns
amfibis i ocells. El canvi per lI'aminoacid Phe, que és més voluminds, podria
introduir impediment estéric a la proteina. Perd ja hem comentat que un canvi
d’aminoacid diferent (Ile) en aquest mateix punt ha estat detectat per Horan et al.,
2003 i per nosaltres (Esteban et al., 2006) en subjectes amb talla normal.

Millar et al., I'any 2003 van fer un estudi en poblacié control (154 homes de talla
mitja 1,76%x 0,07m), 41 nens amb talla baixa i 11 nens amb talla baixa i IGHD. Van
trobar els seglients canvis d’aminoacid: Leu-11Pro, Arg16Cys, Thr27Ile, Lys41Arg,
Asn47Asp, Ser71Phe, Glu74Lys, GIn91Leu, Ser108Arg, Ser108Cys i Thr175Ala. Tal i

com es comenta posteriorment, els canvis Thr27Ile, Lys41Arg, Asn47Asp,
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Ser71Phe, Ser108Arg i Thri75Ala redueixen la capacitat d’activacio de la via
JAK/STAT a través de GHR. Lys41Arg i Thri175Ala sén claus per la unié de GH a
GHR pel lloc 1. Pels quatre canvis restants no es troba una explicacié en l'estructura

que clarament justifiqui I'activacié disminuida de la via JAK/STAT.

Lewis et al., I'any 2004 descriuen la mutacié Ile179Met en un pacient amb talla
baixa perd amb un test de secreciéo de GH normal. Aquest és un clar exemple de GH
bioinactiva, ja que tot i detectar-se I'hormona GH en sang d’'una manera normal,
|'activacio de la via ERK no es realitza de forma correcta, afectant aixo la talla del

pacient. Aquesta variant també és descrita posteriorment a l'apartat 4.4.3.

I finalment, Besson et al., I'any 2005 van descriure la mutacié Cys53Ser en un
pacient que tenia una GH bioinactiva. Aquest pacient tenia les caracteristiques
cliniques d’un pacient amb deficiéncia de GH, perd en canvi en els tests de secrecio
els valors de GH eren normals o fins i tot una mica elevats. Aquesta mutacio
aboleix el pont disulfur entre la Cys53 i la Cys165. Tot i que el trencament d’aquest
pont disulfur podria no induir cap canvi en l'estructura del four-helical bundle de la
GH, la mutacié provoca que el loop que uneix I'hélix 1 amb la 2 quedi lliure degut al
trencament del pont disulfur que el mantenia unit a I'hélix 4 i aixd provoca una

afinitat més baixa amb el receptor.

2. ESTUDI DE L’EXPRESSIO DE GH EN LEUCOCITS DE SANG
PERIFERICA

L'estudi de I'expressi6 d’ARN de GH ha estat realitzat en leucocits de sang
periférica, basant-nos en les publicacions de Weigent et al., 1988; Hattori et al.,
1994; Palmetshofer et al., 1995; Wu et al., 1996 que afirmaren que els leucocits de
sang periférica expressen ARN de GH. Weigent et al., I'any 1988, demostraren que
els leucocits podien expressar i secretar GH immunoreactiva. Mitjancant Northern
Blot demostraren que els leucocits contenien ARN missatger que hibridava amb

cDNA que codifica pel péptid GH.

Els nostres resultats demostren que si que es pot amplificar ARN missatger de GH1

en leucocits de sang periférica tot i que els resultats sén molt variables.

La regulacié de la produccié de GH per leucocits de sang periférica difereix de la

produccié de GH per la glandula pituitaria. Ni la GHRH ni la somatostatina influeixen

162



DISCUSSIO

en la produccié de GH per les cél-lules mononuclears (Hattori et al., 1994). Aquests
autors estudiaren la funcié de la GH en leucocits de sang periférica, descartaren la
funcié paracrina de la GH i, en canvi, recolzaren la hipotesi que la GH tindria una
funcid autocrina/paracrina quan els leucocits entressin en els teixits on actua la GH
produida per la hipofisi (fetge, ronyd, o ossos). També emeteren la hipotesi que la
GH podria tenir una funcié en el desenvolupament i la funcié del sistema immune.
S’ha provat que el tractament amb GH exogena provoca un augment de l'activitat
de les cel-lules “natural killer”, entre altres efectes. Aquests resultats s’obtenen
mitjancant concentracions relativament elevades de GH exogena, i no se sap com
afecten les baixes concentracions de GH produides pel sistema immune i si tenen
un significat biologic. Aquests autors afirmaren que, en tot cas, si tingués algun
significat biologic, la GH derivada dels leucocits actuaria d'una forma
autocrina/paracrina. Aixi doncs, dos sistemes que es pensava que no estaven
relacionats (el sistema endocri de la GH i el sistema immune) estan prou
relacionats com per a que unes hormones que abans es creia que només eren
produides pel sistema endocri, també s’expressin en el sistema immune, la qual

cosa indicaria que el dos sistemes estarien evolutivament relacionats.

Els resultats obtinguts al nostre laboratori demostren que, tot i que en
determinades condicions es pot amplificar ’'ARN missatger de GH1, aquest sistema
no es pot establir com a metode d’estudi de I'expressié d’aquest gen, ja que
I’'expressié de GH1 és tan baixa que no es pot estudiar en totes les mostres, ja que
diversos factors externs, com ara la conservacido de la mostra, poden afectar als
resultats obtinguts. També hem demostrat que, tot i expressar-se les cinc variants
reconegudes d’ARN missatger de GH, aquestes no sempre s’amplifiquen en els
controls estudiats, probablement perqué |'expressié d’aquest gen no és constitutiva
i és molt variable. En els casos en que s’ha amplificat I’ARN missatger de GH1, quan
s’ha amplificat la variant 1, sempre ho ha fet un transcrit que pateix un
processament no descrit anteriorment, consistent en la retencié de l'intré 1 a la
seva seqliéencia i, en canvi, els processaments dels altres introns estan
correctament realitzats. Aquest resultat obre la possibilitat a que en leucocits de
sang periférica s’expressi una variant mai descrita, tot i que altres autors com
Hattori et al., 1999 o Hattori et al., 2001 troben altres transcrits que s’expressen en

leucocits de sang periferica i que son diferents als descrits a la hipofisi.
Tot i que hi ha varis articles publicats on es treballa sobre I'’'ARN missatger de GH en

leucocits de sang periféerica, sempre s’ha dissenyat un tipus de treball que no

amplifica des del primer ex6 de I’ARN missatger (Binder i Ranke, 1995; Hattori et
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al., 1999). Tots aquests treballs han consistit en I'amplificacié de I’ARN mitjancant
uns encebadors que anellen sobre el segon exd, i per tant mai han pogut amplificar

aguest intré que nosaltres hem amplificat en tots els casos estudiats.

Mitjancant I’analisi amb el programa ORFfinder es poden predir les proteines o
peptids que es deriven d'una determinada seqliéncia nucleotidica. En el nostre cas,
es va introduir la seqgliéncia de nucleotids que correspon a I’ARN aillat a partir de
leucocits de sang periférica i que, un cop seqlienciat, es comprovava que contenia
el primer intré dins la seqliencia d’ARN. El péptid amb un nidmero d’aminoacids més
gran que aquest programa informatic va predir, és un péptid de 63 aminoacids amb
origen a la meitat del primer intré i amb final a I'exd 2. Aquest peptid no s’ha
referenciat mai a la literatura de manera que desconeixem si realment es produeix i
guina podria ser la seva funcié. Si es té en compte el peptid que s’origina a partir
del primer codd (Metionina) que origina I’ARN missatger de GH1, ddna lloc a un
péptid de només 7 aminoacids, ja que es troba un codd d’stop dins l'intré 1. Com ja
s’ha comentat, aquest fet no es troba referenciat a la literatura, aixi que no es pot

concloure si realment aquests péptids existeixen en I’'hnome o no.

La maquinaria transcripcional que regula la transcripci6 del gen GH1 en teixits
diferents a les cél-lules de la glandula pituitaria no ha estat descrita i, per tant,
I’'estudi de I’ARNm provinent de leucocits extrets a partir de sang fresca no és util si
es vol fer un screening mutacional del gen GH1 perque ja ha quedat prou
demostrat en els Ultims temps que el model cel-lular triat és crucial per a obtenir

uns resultats comparables amb el que succeeix in vivo.

En canvi, I'estudi de I'expressié de GH en leucocits de sang periféerica ha estat atil
durant anys per estudiar com afecten les mutacions que provoquen la perdua de

I’'exdé 3 en I'’ARN missatger de GH1.

Ryther et al., I'any 2004 van localitzar i definir els elements cis que regulen la
inclusié de l'exé 3 en el procés d'splicing de I'ARN missatger de GH1. Van
determinar que hi ha un nou enhancer splicing anomenat ESE2 que es troba a I'exo
2, que el tamany de l'intré 3 és crucial per a la inclusié de I'exé 3 i que el lloc ja

descrit ESE1 inclou els primers set nucleotids de I'exé 3.
Les mutacions que es troben situades en el lloc d’'splicing de I'exé 3 provoquen que

el transcrit que en resulta codifiqui per una proteina de 17,5 kDa on s’han perdut

els aminoacids 32-71. A aquesta proteina li manca el /loop que connecta la primera i
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la segona helix-a de la proteina, el que fa que la proteina es plegui incorrectament
(Cogan et al., 1994; Cogan et al., 1995). Aquesta proteina gairebé no és capag
d’activar el receptor de GH, i a més a més fa que la proteina normal de 22 kDa que
es podria produir a partir de l'altre al-lel no es produeixi ni s’'emmagatzemi
(McGuinness et al., 2003; Salemi et al., 2006). La pérdua de I'exd 3 fa que un
residu de cisteina quedi desaparellat, la qual cosa suposadament fa que el grup
sulfhidril lliure formi enllagos disulfid intermoleculars que sén aberrants, i aixo fa
que s’interrompi I'emmagatzemament i la secrecié de la proteina de 22 kDa (Binder
et al., 1996).

Tot i que aquesta ha estat una explicacié acceptada, s’ha demostrat que un pacient
que portava una mutacido que li provocava un canvi d’aminoacid en heterozigosi
(Arg77Cys), no patia una inhibicié de la secrecié de la GH-WT (Takahashy et al.,
1996), amb la qual cosa, la teoria que la cisteina desaparellada produia un efecte
dominant no es confirma. A més a més, el treball realitzat per Iliev et al., I'any
2005 confirma el fet que el trencament d'un pont disulfur no és suficient per
explicar l'efecte dominant negatiu observat, perqué aquest grup cotransfecta
cél-lules GH4C; (cél-lules neuroendocrines de rata) amb plasmids que expressen
GH-WT i GH amb mutacions puntuals als aminoacids Cys53Ala i Cys165Ala
(aminoacids que formen el pont disulfur que té a veure amb la deleci6é de I'exd 3) i
els resultats que observen sén que |'expressio de les dues proteines esta molt poc
reduida. A més a més, les proteines amb una sola Cys mutada (Cys53Ala o
Cysl165Ala) tenen un comportament molt similar a com ho fa la proteina amb els
dos canvis alhora. Aquests autors no troben un efecte toxic de la proteina GHdel32-
71, aixi com si que ho feien McGuinness et al., i aix0 ho expliguen perque
McGinness et al., feien servir cél-lules de rata GC, i en canvi Iliev et al., fan servir
cél-lules GH4C;. Aixi doncs, I'efecte dominant negatiu exercit per la proteina amb la
delecié de 40 aminoacids I'atribueixen a que possiblement aquesta delecié destorbi
varies funcions bioldogiques de les cél-lules sense afectar la seva viabilitat i el grau
de proliferacio. El que si que provoca és un estrés a les cél-lules que resulta en la
degradacio de proteines degut a l'activacié de la resposta a les proteines no
plegades (Cunningham et al., 1991b). Aixi doncs, donen més importancia al fet
d’haver una delecié que al fet que es trenqui el pont disulfur entre la Cys53 i la
Cys165.

També s’ha trobat que, en ratolins transgénics, la sobreexpressié de la variant de

17,5 kDa a la glandula pituitaria destrueix les cel-lules somatotropes i causa

hipoplasia de la glandula pituitaria (McGuinness et al., 2003). Aquest efecte, pero,
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no s’ha comprovat en humans (com ho demostra la mare del Pacient 5 afecta de la
mutacio en el lloc d’splicing a I'intré 3). També cal remarcar que |'efecte dominant
gue exerceix la variant de 17,5 kDa sobre la variant normal només s’ha trobat en
cel-lules secretores i no en altres tipus de cel-lules, ja que en limfoblasts de
pacients transformats amb el virus d’Epstein-Barr que porten mutacions en
heterozigosi en el lloc d’splicing de I'intré 3 s’ha trobat que expressen els dos al-lels

en quantitats similars (Binder et al., 1996).

Binder et al., I'any 1996 suggereixen que |'efecte dominant en la secrecié6 de GH
produida per la proteina mutant del32-71 té lloc en la glandula pituitaria pero no en
limfoblasts, i ho expliquen de la seglient manera: el catid Zn* és present en baixes
concentracions als leucocits (Iyengar et al., 1978), pero en canvi es trobaven altes
concentracions en els granuls secretors de la glandula pituitaria (Thorlacius-Ussing,
1987). Com que el Zn indueix la dimeritzacid6 de hGH in vitro (Cunningham et al.,
1991b), i se suposa que el dimer de hGH és la forma d’emmagatzematge de la
hGH, sembla ser que la combinacié d’elevades concentracions de GH i la preséncia
de zinc bloqueja la secrecié de GH en pacients amb IGHDII. Aix0 també recolza la
teoria que no és util el model de leucocits humans per 'estudi de I'expressié d’ARN
missatger de GH ja que en no haver la mateixa concentracié de zinc en els
leucocits, no es pot estudiar els efectes d’aquestes mutacions en aquestes cél-lules.
Iliev et al., també recolzen la teoria que el Zn?* influeix en el fet que la delecié dels
aminoacids 32-71 tingui un efecte dominant negatiu, i ho atribueix a que en canviar
I'estructura terciaria de la proteina, I’enllag amb el Zn?* es veu afectat, i com a

conseqliéncia s’agreguen les proteines GH.

En el nostre cas, I'estudi de I’'expressié de GH en leucocits de sang periférica ens ha
servit per comprovar que en un pacient amb la mutacié a l'intr6 3 predictora
d’afectacié de I’splicing en el transcrit d’ARN corresponent presenta la delecié de
I'ex6 3. També hem comprovat que en el cas del Pacient 1 de la Familia 1 amb la
mutacié que provoca el canvi d’aminoacid Phe25Tyr i que també porta un canvi a
nivell de l'intré 4 del mateix al-lel, aquest no afecta I’splicing i, per tant, aquest

canvi no contribueix en el fenotip dels pacients.

En resum, l'estudi de l'expressi6 de GH en leucocits de sang periférica ens ha
demostrat que el patré d’expressid és variable en els controls, tant en quant a
deteccid6 com en quant a variants transcripcionals detectades i que, a més, el
transcrit predominant presenta un processament diferent al pituitari. A pesar de

concloure’s que no és un model Gtil per a la recerca d’anomalies en poblacions
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patologiques, ens ha permeés confirmar o al revés, descartar, |'efecte de canvis en

les regions d’splicing del gen.

3. ESTUDI TEORIC DELS CANVIS D'AMINOACID

Els canvis d’aminoacids trobats a la poblacid de pacients han estat estudiats
teoricament mitjangant programes informatics i basant-nos en els resultats
obtinguts pels treballs realitzats per diferents autors (Wells 1996; Cunningham i
Wells 1989; de Vos et al., 1992). Aquests autors expressaren in vitro la proteina
GH aixi com el seu receptor. Un cop és cristal-litzat el complex, es determina
I’'estructura mitjancant un mapa de densitat electronica. Mitjancant aquesta técnica
no s’‘aconsegueix resoldre el receptor de GH completament i hi ha algunes regions
gue no son visibles (de Vos et al., 1992). Aquestes regions inclouen els aminoacids
que corresponen a l'ex6 3 de la sequéncia de nucleotids. Aixi doncs, totes les
estructures fins avui resoltes no inclouen la porcié extracel-lular que correspon a la
traduccié de I'ex6 3 a aminoacids i, per tant, no distingeixen la forma full length de
la del 3 de GHR. D’'aquesta manera no es pot estudiar teoricament l'efecte que
podria donar-se del fet que el receptor de GH mantingués els 22 aminoacids que
provenen de la traducciéo de I'exé 3, o al revés, |'efecte provinent de la delecio
d’aquests 22 aminoacids que es troben a la porcié extracel-lular de la proteina, pero

que no afecten directament a la uni6 de la proteina GH amb el receptor.

Estudi del canvi GH-Phe25Tyr

El canvi introduit en aquesta proteina introdueix una Tirosina en lloc d’'una
Fenilalanina. La diferéencia entre aquests dos aminoacids és que a la Tirosina hi ha
un grup hidroxil en posicid para del grup fenil i, en canvi, a la Fenilalanina només
s’hi troba el grup fenil.

La introduccié d’aquest grup hidroxil en posicié para no introdueix més impediment
estéric a la proteina. Si que introdueix un element polar, i provoca que es canvii
d’'un aminoacid aromatic hidrofobic (neutre, no polar) a un aminoacid aromatic
(neutre, polar).

Aguest aminoacid no es troba implicat en la unié al receptor de GH pel lloc 1 ni pel
lloc 2. Aix0 no significa que la substitucid de I'aminoacid Phe per Tyr no comporti un
canvi en |'estructura de la proteina que faci que aquesta tingui una afinitat diferent
pel seu receptor. El model estructural definit per Cunningham et al., 1991a
demostra que el residu Fenilalanina es troba molt a prop espaialment amb els
residu Ser219 i Arg218. Quan en lloc d’haver una Phe hi ha una Tyr, en afegir el

grup hidroxil en posicié para del grup fenil, s‘introdueix un element polar que podria
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formar pont d’hidrogen amb el nitrogen del grup amida de I'aminoacid Arg218 de
GHR, i desestructurar una interaccié que es produeix entre la Gly174 amb GHR, que
podria desaparéixer en haver la interaccié entre la Tyr en la posicié 25 de GH amb
I’Asn218.

Aquesta podria ser la hipotesi que explicaria una disminucié tant en la
immunoreactivitat com en la bioactivitat de la proteina Phe25Tyr demostrada per
I'immunoassaig i per la disminucié en I'expressié d'IGF1 respecte al tractament amb
GH WT. Possiblement aquest canvi faci que la molécula de GH no es pugui unir a la
segona moléecula de GHR correctament i aix0 no permet que la transmissid del
senyal es dugui a terme de forma correcta.

El canvi Phe —» Tyr ha estat estudiat per Correia et al., I'any 2004. La substitucio
Phe88Tyr en el citocrom c3 de Desulfomicrobium Sp., fa que la reduccié del
citocrom resulti més dificultosa degut a que la Tyr estabilitza millor la carrega pel

grup hidroxil del grup hemo.

Estudi del canvi Val 173 Leu

Aguest canvi proporciona un canvi de I'aminoacid Valina per I'aminoacid Leucina.
Els dos aminoacids son hidrofobics i, per tant, neutres, no polars. L’'aminoacid
Leucina, en tenir un carboni més en la seva estructura, el que podria fer és
introduir més impediment estéric a I'estructura.

De fet aquesta posicié ha estat estudiada per Cunningham et al., I'any 1989, ja que
aquest treball estudia la proteina GH mitjancant la técnica d’Alanine-Scanning
mutagenesis. Provaren de mutar la posicié Val173 a Alal73 per veure com afectava
aquest canvi. El problema va ésser que la proteina mutant no es secretava a una
concentracid suficient per ser aillada i analitzada. Aquest fet concorda amb el que
nosaltres hem experimentat al nostre laboratori, ja que I'expressié d’aquesta
proteina recombinant sempre ha estat inferior a I'expressié de la proteina WT i la
proteina mutant F25Y. Aquests autors emeteren la seglient hipotesi: en ser aquest
aminoacid important per estabilitzar el core de la proteina, mutacions en aquests
aminoacids desestabilitzen la proteina. Exemples d’altres aminoacids que també
mostren el mateix efecte van ser la Metl70, i la Leul77. En canvi, altres
aminoacids que també formen el core de la proteina i es troben a la cara
hidrofobica de les heélixs com Leu6, Leu9, Phel0 (hélix 1) o Phel76 i Val180 (hélix
4) no mostren el mateix problema quan es muten a Alanina. Per tant aquest no és
un fenomen que es pugui generalitzar, tot i que en el cas estudiat per nosaltres si

que concordi amb el fet que la variant V173L presenta una disminucié de la
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immunoactivitat, aixi com de la bioactivitat demostrada per una estimulacié
disminuida de I'expressié del gen IGF1.

A més a més, aquest aminoacid es troba a prop del lloc 1 d’unié al receptor de GH
i, com s’ha comentat anteriorment, aminoacids com la Lys172 o Thrl175, que es

troben molt a prop de Vall173, son crucials per a la unié amb el receptor.

Tokumitsu et al., l'any 2003 varen fer un estudi sobre la proteina CaM-
KKB (Ca’*/calmodulin-dependent protein kinase kinase) i demostraren que la
variant Val269Leu de l'enzim tenia una menor sensibilitat en front de l'inhibidor
STO-609. Demostraren que la substitucid de I'aminoacid Val per aminoacids
hidrofobics i més voluminosos com Leu, Met, His i Phe disminuien la sensibilitat a
I'inhibidor STO-609. Aquest fet mostra que el canvi de Val—»Leu provoca un canvi
en |'activitat d'una proteina i concorda amb els nostres estudis, on la variant V173L

té una bioactivitat inferior a la proteina GH-WT.

4. ESTUDIS IN VITRO AMB GHs RECOMBINANTS
4.1 Obtencié de GH recombinant

Per tal de realitzar els experiments amb les proteines recombinants es va haver de
posar a punt la tecnologia d’expressid in vitro de proteines. Aquest procediment es
va dur a terme mitjangant la utilitzacié d’un plasmid anomenat pQE-30UA adaptat
per a poder insertar productes de PCR, ja que nosaltres haviem de clonar el resultat
d’un producte de PCR especific que resultava de I'amplificacié de la porcié de I’ADNc
de GH1 que es traduia a proteina madura. Altres autors han fet servir aquest
sistema per clonar I'hormona de creixement, com Venugopal et al., 2002. Un cop es
va tenir linsert dins el plasmid, i prévia mutagenesi necessaria per introduir els
canvis desitjats en la seqliéncia de I'ADNc, es va dur a terme |'expressié de la
proteina en les cél-lules d’E.coli M15 [prep 4]. Es va purificar la proteina i es va
quantificar tant la concentracié de proteina total, com la immunogenicitat de la
proteina. Com ja s’ha comentat anteriorment les proteines recombinants mutants
s’'expressaven en menor quantitat que la GH-WT mantenint les mateixes condicions
d’expressié. El fet que la variant V173L s’expressi en menor quantitat concorda
amb els experiments de Cunningham et al. 1989, on posaren a punt la técnica
d’Alanine-Scanning mutagenesis tal com ja s’ha comentat. En mutar la Valinal73
per Alanina trobaren que no obtingueren quantitat suficient de proteina com per
poder realitzar els seus experiments. Aquest fet el relacionaren amb que la

Valinal73 es troba al core de la proteina, i el canvi a Alanina desestabilitzaria la
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GH. Aixi doncs podem afirmar que el fet de mutar a Leucina provoca un efecte

similar en la proteina.

4.2 Immunoreactivitat de les GHs recombinants

El meéetode de quantificacié utilitzat va ser un métode immunologic
enzimoquimioluminiscent no competitiu de doble anticos. Com ja s’ha comentat a
Resultats, les proteines recombinants mutants sempre van ser menys
immunogéeniques que la WT, fet que podria ser degut a la mutacié que duen a la
seva seqliéncia d’aminoacids. En concret la F25Y era un 31% menys immunogenica

i la V173L era un 85% menys immunogenica.

4.3 Efectes sobre la proliferacié cel-lular
Per descartar que les proteines recombinants produides al laboratori tinguessin

algun efecte toxic sobre les cél-lules a estudiar, es varen fer experiments
d’incorporacié de timidina->’H a I’ADN dels condrocits en cultiu. Els resultats
demostren que les preparacions no sén toxiques, ja que els resultats obtinguts
mostren valors similars als obtinguts amb proteina GH comercial. El resultat que es
desprén dels experiments realitzats és que la Vitamina D produeix una inhibicié de
la proliferacié tant sola com en combinacié amb la GH. Aquests resultats concorden
amb el treball descrit per Boyan et al., 2002, on descriuen l'accid6 del metabolit
actiu de la Vitamina D (1,25-(0OH),D3) com un agent que causa una disminucié de
la proliferacié de la zona de reserva i de la zona de creixement de les cél-lules del
cartilag de creixement.

En el sistema de condrocits epifiseals fetals emprats per nosaltres, les diferents GH
biosintetiques soles no produeixen cap efecte singificatiu sobre la proliferacié

cel-lular.

4.4 Bioassajos en models cel-lulars

4.4.1 Bioassajos en la linia cel-lular preestablerta HEPG2

Una part d’aquest treball ha estat |'estudi de I'expressié d'IGF1 en resposta a GH en
cél-lules HepG2 (linia preestablerta de carcinoma hepatocel-lular huma). Bichell et
al., I'|any 1992 ja van determinar que el fetge huma produia IGF1 en resposta a GH,
causant una acumulacido d’ARN missatger i de proteina IGF1. Es va triar una linia
preestablerta (HepG2) per fer aquest estudi, ja que també s’havia utilitzat en un
treball recent (Wang et al., 2005), on es transfectaven aquestes cel-lules amb un
plasmid que expressava STAT5B i es mesurava l'expressié d’ARN missatger d’IGF1

mitjancant PCR a temps real.
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Els nostres resultats mostren que I'expressié d’IGF1 no és regulable per GH en el
cultiu d’aquesta linia cel-lular en el nostre laboratori. Aquest fet pot ser degut a que
les cel-lules d’aquesta linia ja estiguin adaptades al medi i que no responguin en

front el senyal de GH.

4.4.2 Bioassajos en la linia cel-lular preestablerta C-28/12

La GH i I'IGF1 regulen el creixement longitudinal de l'esquelet, i la GH regula la
produccié d'IGF1 tant en fetge com en les cél-lules de nombrosos teixits. Els estudis
realitzats per Le Roith et al., indiquen que la GH regula la produccié local d'IGF1 en
determinades ceél-lules implicades en el creixement ossi. Tot i que molts efectes
sobre el creixement ossi s6n mediats per IGF1, dades experimentals indiquen que
la GH pot influir directament sobre la funcié cel-lular del cartilag de creixement
(Ohlsson et al., 1998).

Aguest fet ens va portar a utilitzar una linia condrocitica humana per estudiar la
regulaci6 de I'IGF1 a través de la GH (i amb aix0 estudiar les proteines
recombinants del nostre laboratori). Els condrocits articulars primaris d’humans
adults son dificils d’obtenir, tant per motius étics i practics com perqué moltes
vegades no s’ailla suficient nimero de cél-lules per fer els experiments, i a més a
més, aquest tipus de cél-lules varien segons les condicions d’edat dels pacients i,
per tant, els experiments poden ser molt variables segons els condrocits que
s'utilitzin (Finger et al., 2003). Aixi doncs, la linia cel-lular C-28/I2 es va
immortalitzar a partir de la transfeccié del retrovirus SV40 en condrocits primaris
aillats del cartilag costal d'una jove de 15 anys (Goldring et al., 1994). Agquesta linia
cel-lular retenia la morfologia de les cel-lules condrocitiques i mantenia una
proliferacié continua en cultiu en monocapa.

Vam mesurar |'expressié dels gens del sistema GH-IGF mitjangant PCR
semiquantitativa, i si bé vam detectar sense dificultat els transcrits corresponents
als gens GHR, IGF1R, STAT5B, IGF1A i IGF1B, l'expressi6 de IGF1 no va ser

regulable mitjancant la GH en les condicions estudiades al nostre laboratori.

4.4.3 Bioassajos en condrocits del cartilag epifisari de fetus
humans i altres models cel-lulars descrits a la literatura

El cartilag de creixement epifisial fetal huma és un model d’estudi in vitro establert
al nostre laboratori per Carrascosa et al., 1985; Carrascosa et al., 1986 i utilitzat
pel nostre grup de treball per la descripcid de la regulacié de la proliferacié i de
I'expressid genica per hormones i factors de creixement (Audi et al., 1984;

Carrascosa et al., 1990; Carrascosa et al., 1992; Ferrandez et al., 1992;
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Carrascosa et al., 1993; Garcia-Ramirez et al., 1998; Garcia-Ramirez et al., 2000a;

Garcia-Ramirez et al., 1999; Garcia-Ramirez et al., 2000b).

Altres autors han estudiat la bioactivitat de proteines mutants de GH amb altres
models cel-lulars. Per exemple, Lewis et al., I'any 2004, van estudiar la bioactivitat
de la proteina mutant Ile179Met mitjancant estudis de secrecié de la proteina,
transfectant cel-lules pituitaries de rata (GC) amb un plasmid que contenia el gen
GH1-WT o el gen que contenia la mutacid abans comentada. Utilitzaren la
tecnologia descrita per Millar et al., 2003. Les dues proteines es secretaven d'una
manera semblant, sense haver diferéncies entre la proteina mutant i la WT. També
van fer un estudi de I'expressié de STAT5 en cel-lules HK293 (cél-lules embrionaries
de ronyd). Van transfectar aquestes cel-lules amb el constructe que conté el gen
d’expressié per a la luciferasa, I'expressio del qual esta regulada per STATS5, ja que
conté una zona d’unié a STAT5 (Ross et al., 1997). Van tractar amb la GH-WT i la
GH mutant durant 6 hores i els resultats van ser que la GH mutant Ilel79Met
activava de la mateixa manera la via JAK/STAT que la GH-WT. En canvi, la via ERK
era activada d’'una manera molt inferior a com ho feia la GH-WT. Per estudiar
aquesta via es van fer servir cel-lules estimulades preadipocitiques murines 373-
F442A. Es van tractar amb GH i es va detectar la preséncia de ERK1 i 2 mitjangant
Western-Blot. Els nivells d’expressié d’ERK si que es van veure disminuits a la

meitat respecte a lI'activacio produida per la GH-WT.

Uns altres autors que han fet estudis de bioactivitat de proteines mutants de GH
son Millar et al., 2003, que van fer un estudi molt ampli on van utilitzar la mateixa
metodologia per estudiar l'activacié de la via STAT5 per diferents canvis en 13
variants de la proteina GH-WT: T27I, K41R, N47D, S71F, S108R i T175A que
reduien significativament la possibilitat d’activar la via JAK/STAT, mentre que T24A,
D11N, R16C, E74K, Q91L, S108C i V110I tenien una activitat funcional molt
semblant a la GH-WT. Aquests autors explicaren que possiblement aquestes ultimes
proteines tinguin una activitat sobre altres vies de I'eix de la GH, o bé siguin unes
variants neutres, o bé que aquest sistema no sigui I'adequat per estudiar-les degut
a que és un sistema in vitro estatic. Aquests autors també varen estudiar la
secrecio de la proteina GH en cél-lules de glandula pituitaria de rata (GC): utilitzant
el promotor de I’'haplotip 1 (haplotip més comu descrit en la poblacié per Horan et
al.) i per descriure la secrecid normal, compararen aquesta secreci6 amb la de les
proteines mutants que es combinen amb el promotor que tenia l'individu portador
d’aquesta variant de GH. Aixi doncs, la secrecié disminuida de la proteina podia ser

degut al canvi en la seqliéncia de la proteina o bé degut al promotor que contenia,
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ja que com s’ha explicat anteriorment, Horan et al., estudiaren els promotors d’'una
poblacié control i demostraren que no tots els promotors expressen la proteina GH

de la mateixa manera.

Com es pot veure, els models cel-lulars utilitzats per estudiar la bioactivitat de les
proteines amb canvi d’aminoacid de diferents autors han estat variats. Nosaltres
hem intentat buscar un model cel-lular que fos el més semblant possible al que

succeeix in vivo i aixi varem finalment escollir els condrocits de cartilag epifisial.

Vitamina D

En planificar els experiments per estudiar com afectaven els canvis d’aminoacid en
I'expressid dels gens GHR, IGF1R, STAT5B i IGF1, es va decidir estudiar |'efecte de
les proteines GH mutants, de la GH WT recombinant i de la GH comercial de
manera individual. També es va decidir estudiar I'efecte de les proteines abans
comentades en combinacié amb Vitamina D 10’M perqué al nostre laboratori hi
havia l'experiéncia de diversos treballs anteriors on es veia que la GH en
combinacié amb la Vitamina D amplificava els efectes de la GH aplicada de manera
individual.

El metabolit 1a,25-dihydroxyvitamina Dz (1,25-(0OH),D3) és el producte més actiu
que es deriva de la Vitamina Ds. Els efectes de 1,25-(OH),D; depenen de la
interaccié d’aquest amb el seu receptor citosolic/nuclear, el receptor de Vitamina D
(VDR). Seguidament, el receptor ha d’interaccionar amb regions selectives dels
promotors dels gens que seran activats o inhibits (Zhang et al., 1997).

Morales et al., I'any 2002 estudiaren en una linia d’'osteosarcoma anomenada UMR
106 com influenciava la 1,25-(0OH),D3 en l'accié de la GH sobre la via JAK/STAT. El
resultat que obtingueren és que el pretractament de les cél-lules amb 1,25-(0H),Ds
era necessari per a detectar la induccié produida per GH en el gen STAT5. A més a
més, el pretractament amb 1,25-(0OH),D3 facilitava a les cél-lules la resposta a la
estimulacié repetitiva amb GH. Aquests resultats concorden amb els nostres, ja que
es veu un augment de lI'expressié d’IGF1 quan es combina la Vitamina D amb la
GH.

Estudi dels elements de resposta de les regions promotores

Es van estudiar les regions promotores dels gens STAT5B, IGF1, IGF1R i GHR amb
el programa informatic MatInspector Release professional 7.4.1 Dec 2005 de
Genomatix. Aquesta eina informatica ens ha ajudat a estudiar una mica més la via

d’accié de la GH.
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Com era d’esperar pels treballs publicats a la literatura, el promotor del gen IGF1 té
elements de resposta a STAT5. Aquest fet ja ha estat provat experimentalment per
Chia et al, que troben el lloc d'unié6 de STAT5B al gen IGF1. Segons el programa
informatic, I'IGF1 també té un lloc d’unié al receptor de Vitamina D, fet que no ha
estat provat experimentalment, perd que concorda amb els nostres resultats, ja
que hem vist una regulacié del gen IGF1 per Vitamina D. La GH amplifica els
efectes produits pel tractament amb Vitamina D de forma individual.

Segons els resultats obtinguts amb aquest programa informatic, el promotor del
gen IGF1R també conté un lloc d’'unié a VDR, la qual cosa també concorda amb els
resultats obtinguts per nosaltres, perqué hi ha una resposta del gen IGF1R en front
el tractament amb Vitamina D sense GH de 1,3 vegades més gran el tractament
control.

El gen STAT5 no té elements de resposta a STAT5 ni VDR, la qual cosa podria
concordar amb els nostres resultats, ja que la resposta de STAT5 a Vitamina D si
que és una mica superior al tractament control, perd en cap cas és significatiu.
Finalment, el programa informatic troba elements d’unié a STAT5 i VDR en el gen
GHR. Un altre cop els resultats en quant a VDR concorden amb els nostres
resultats, ja que el tractament amb Vitamina D de manera individual augmenta
I’expressié del gen GHR. Segons aquest programa informatic, I'expressié del gen
GHR estaria modulada per STATS5, per tant, la GH o la Vitamina D afegida als
tractaments, a través de I'augment de I'STAT5 que s’aniria expressant, regularia
I'expressio de GHR.

Aquest programa informatic ens ha ajudat a entendre millor els resultats obtinguts
experimentalment encara que es tracta d’una eina informatica que es basa en uns

calculs teorics.

Analisi semiquantitatiu vs PCR a temps real

La PCR a temps real té molts avantatges en front la PCR convencional i la posterior
quantificacido per técniques d'imatge. La PCR a temps real mesura la quantitat
d’ADNc a la fase exponencial de la reaccié de PCR, mentre que la PCR tradicional
mesura la quantitat d’ADNc al final de la reaccié (plateau). A més a més, un
increment en la fluorescencia del reporter significa un increment proporcional del
nombre d’amplicons generats. També necessita 1000 vegades menys quantitat
d’ARN que la PCR convencional i no necessita un processament post-PCR
(electroforesi i analisi d'imatge).

Tot i que en la técnica de quantificacié mitjancant la reacci6 de PCR i posterior
analisi de les bandes per densitometria vam tenir resultats (expressié dels diferents

gens en cada una de les condicions estudiades), es va comprovar que la técnica era
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menys sensible que la PCR a temps real. Es va posar a punt la técnica pero les
diferéncies d’expressié entre un tractament i un altre no s’apreciaven en un grau
suficient degut a que la sensibilitat no era prou elevada.

Amb les PCR a temps real no varem detectar estimulacié en I'expressié del gen
IGF1 pels models cel-lulars HepG2 i C-28/12. Es va optar per utilitzar cartilag de
fetus humans, en els que el nostre laboratori havia demostrat que si que
s’expressava el gen d’interés. En utilitzar la PCR a temps real en el model de
condrocits epifiseals humans, si que es van veure els canvis en |'expressid geénica

segons el tractament.

Accié produida per la proteina GH-Phe25Tyr

Els resultats obtinguts mitjancant la PCR a temps real mostren que la proteina que
conté el canvi F25Y, en combinacié6 amb I'addicié al medi de Vitamina D a una
concentracié de 10”’M, provoca:

1) Una estimulacio significativament inferior en I’expressié d’IGF1 respecte a la GH-
WT i de fet idéntica a I'observada amb Vitamina D sola i, per tant, es pot considerar
nula.

2) Una expressio del gen STASB variable.

3) Alhora, s’observa un augment de I’'expressié dels gens GHR i IGF1R (tot i que els
resultats no sén significatius respecte a l'efecte de la GH-WT).

Aquests resultats es podrien explicar de la seglient manera: la proteina GH amb el
canvi F25Y provoca un augment superior en l'expressio dels receptors de GH i
d'IGF1, com a resposta a la baixa estimulacié de I'expressié d'IGF1. En STAT5B no
€s veu una resposta clara a GH, i es podria explicar perque tot i que se sap que és
un transductor del senyal, també és modulat per altres proteines, i podria ser
aquesta la causa de la poca resposta al tractament amb GH. Per altra banda, en el
nostre protocol d‘incubacié només hem utilitzat un sol temps d’incubacié (48 hores)
i podria ser que la regulacié de I'expressié de STAT5B fos millor detectada a temps
inferiors (Woelfle et al., 2003).

Acci6 produida per la proteina GH-Val173Leu

El tractament amb aquesta proteina mutant produeix els mateixos efectes que la
F25Y, pero d’'una manera més accentuada.

En combinacié amb Vitamina D, I'expressié de GHR esta més augmentada que el
tractament de Vitamina D + F25Y, el mateix passa en l'expressié d'IGF1R i, en
canvi, I'expressié d'IGF1 és semblant a I'expressido amb el tractament amb F25Y, és
a dir, disminuida respecte a l'efecte de la GH-WT i similar a la de Vitamina D sola i,

per tant, nula.
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Influéncia del polimorfisme d3/fl-GHR

Existeixen dues isoformes de GHR que difereixen en la preséncia o abséncia d’una
sequéncia que codifica per I'exd 3. Aquestes s’expressen a la placenta i en un
principi semblava que era degut a un processament alternatiu del gen. Més
concretament, s’expressaven tres patrons d’expressio: un que contenia la isoforma
full lenght fl-GHR, l'altre la que només expressava la forma d3 deleted d3-GHR
(amb pérdua de lI'exd 3), i l'altre que combinava en proporcié 1:1 les dues
isoformes.

Stallings-Mann et al., lI'any 1996 van suggerir que les isoformes de GHR
representen diferents al-lels del mateix gen.

Aquest polimorfisme, que consisteix en la delecid/inclusié de I'exd 3 del gen GHR,
ha estat descrit per Pantel et al., 2000 com a un polimorfisme a nivell de I'ADN,
com ja s'ha comentat a lintroduccidé, i no s’ha format per un processament
alternatiu com es podria pensar.

L'estudi de la bioactivitat de les proteines recombinants mutants s’ha realitzat
utilitzant 5 fetus diferents, la qual cosa pot introduir variabilitat en els resultats,
sobretot si es té en compte alguns estudis que demostren que el polimorfisme en el
gen GHR anomenat d3-GHR respon millor a 'accié de la GH que el polimorfisme fl-
GHR (Dos Santos et al. 2004; Jorge AA et al., 2006, Binder et al., 2006), ja que els
5 fetus estudiats tenen diferents patrons d‘aquest polimorfisme, i aleshores podria
ser que uns responguessin millor a I'accié de la GH que altres.

L'Gnic treball in vitro publicat ha estat el de Dos Santos et al., que van estudiar la
linia cel-lular de fibroblastes HEK293, on van trobar que d3-GHR responia millor
davant GH en el rang de concentracions de 0 a 50 ng/ml. Fins el moment no hi ha
més estudis amb models cel-lulars on es mostrin resultats d’aquest tipus.
Ultimament I'estudi d’aquest polimorfisme del gen GHR ha estat d’interés per varis
autors, ja que s’ha estudiat en relacié al diferent grau de resposta dels pacients
amb diverses formes de retard de creixement davant I'administracié exdgena de
GH. Aixi com Dos Santos et al., 2004 i Binder et al., I'any 2006 varen trobar
diferéncies en nens SGA tractats amb GH a dosis de 33 pg/kg/dia, al nostre grup de
treball s’'ha fet un estudi amb nens SGA tractats amb GH a 66 ug/kg/dia
(Carrascosa et al., 2006), i no s’han trobat diferencies significatives entre els
diferents genotips del polimorfisme de GHR.

Recentment, Blum et al., I'any 2006 també han fet un estudi amb nens amb IGHD
amb dosis de reemplagament (28,6 png/kg/dia), i determinen que l'al-lel d3-GHR no
afecta a la resposta del tractament amb GH. Aquests autors emeten la hipotesi que

el polimorfisme d3-GHR només influiria en la resposta a GH en dosis
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suprafisiologiques [el contrari de I'hipotesi emesa per nosaltres (Carrascosa et al.,
2006)].

En un altre treball realitzat pel nostre grup (Audi et al., 2006) s’han trobat
diferéncies significatives entre la poblacié adulta normal i la poblacié de nens SGA,
essent el polimorfisme fl/fl-GHR el doble de freqlient en la poblacié de nens SGA
que en la poblacié control. Aquest resultat suggereix que el polimorfisme d3/fl-GHR
s’hauria de considerar com un dels factors que contribueix a I'expressié fenotipica

del creixement.

En el nostre cas, les cel-lules sén condrocitiques i fins ara no s’havia estudiat com
variava la resposta a GH en aquest tipus cel-lular en funcié dels genotips de GHR.
La dosi que hem utilitzat és de 500 ng/ml, deu vegades superior a la utilitzada per
Dos Santos et al., amb les cél-lules HEK293 (de 0 a 50 ng/ml). Com que en el
nostre treball hi ha cinc fetus estudiats i, com ja s’ha comentat anteriorment, hi ha
els 3 genotips possibles dins els cinc casos estudiats, aquest fet ens impedeix fer
una estadistica per estudiar com responen les cél-lules davant el tractament amb la
GH-WT i les GHs recombinants en funcié dels genotips.

L'obtencié de resultats en un nombre superior de fetus ens permetra en un futur

realitzar un analisi estadistic adequat.

5. ESTUDI DE LES FAMILIES AMB GH MUTANTS: ASSOCIACIONS
GENOTIP-FENOTIP

El creixement esquelétic és el resultat de I’'expressio fenotipica d’'una potencialitat
genetica regulada per multiples factors, entre els quals destaquen els nutricionals,
els homeostatics i diverses hormones i factors de creixement. Vam seleccionar per
aquest estudi dos grups de pacients, un amb diagnostic de retard de creixement i
bona resposta al tractament substitutiu amb GH recombinant i I'altre amb RIUC,

talla baixa i sense deficiéncia de secrecié de GH.

La funcionalitat del gen GH1 és el resultat d’'una expressié en quantitat i qualitat
adequades, si la seqlieéncia de la regié promotora manté la integritat dels elements
de resposta, i si la seqliéncia de la proteina resultant pot establir de forma optima

les seves relacions amb la GHBP i el GHR.

El treball realitzat per Horan et al., va estudiar 16 polimorfismes de la regio

promotora del gen GH1, els quals donen lloc a 40 haplotips diferents. Dotze
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d’aquests haplotips estan associats amb una reduccid significativa de l'activitat
transcripcional del gen en comparacié amb ['haplotip nidmero 1, que és el més
freqlient de la poblacié estudiada per Horan et al i per nosaltres (Esteban et al.,
2006) i hi ha 10 haplotips que estan associats amb una expressid significativament

més elevada.

Mutacié Phe25Tyr

La mutacié Phe25Tyr ha estat detectada en dues families.

En el cas de la Familia 1, vam detectar en el gen GH1 un canvi en I'aminoacid 25
que es produia en heterozigosi. L'al-lel mutat era d’origen patern (al-lel M1). El pare
d’aquest nen té una estatura normal, pel que semblaria que no existiria una relacid
causa-efecte només per la preséncia d'aquest canvi d’aminoacid. Ara bé, l'al-lel
patern no transmeés al pacient conté un promotor que correspon a |'haplotip nimero
8 segons la classificacié de Horan et al., que augmentaria un 33% |'expressié del
gen respecte a I'haplotip nimero 1, que és el més freqlient. La resta de la
seqlieéncia nucleotidica d’aquest al-lel presenta un patré de polimorfismes normal,
compatible amb la normalitat (Esteban et al., 2006). Possiblement podria produir-
se una sobreexpressid d’aquest al-lel que compensaria el deéficit de bioactivitat
degut a l'altre al-lel mutant.

La mare d'aquest pacient porta un al-lel no descrit per Horan et al. (haplotip B) que
és el que hereta el fill, i l'altre correspon a l'al-lel nimero 5 (haplotip D), que
expressaria un 47% menys respecte I’haplotip nimero 1. L'al-lel que transmet al fill
presenta el nucledtid Guanina en el polimorfisme P6. Aquest polimorfisme afecta el
lloc d’'unié a Pitl; la presencia de G en aquesta posicié implica una menor afinitat
per aquest factor de transcripcidé (Giordano et al., 2006) i s'acompanya d’un fenotip
de talla més baixa en la poblacié control (Esteban et al., 2006). Tot i amb aixo,
aquest efecte estaria compensat en la mare degut a la preséncia en l'altre al-lel de
GH1 del nucleotid Guanina en el polimorfisme P25 (Esteban et al., 2006),
possiblement per acompanyar-se de la produccid d'una forma més activa de
I'hnormona de creixement, tot i que la funcionalitat d’aquests polimorfismes esta
actualment en estudi al nostre laboratori.

El Pacient 1 d'aquesta familia és doncs portador de l'al.lel patern amb la mutacié
Phe25Tyr, el promotor del qual no ha estat estudiat per Horan et al., mentre que
Ial.lel matern, del que tampoc se n’ha descrit l'activitat transcripcional del
promotor, és portador del nucleotid G en el polimorfisme P6, canvi que s’associa a

talla més baixa en la poblacié control (Esteban et al., 2006).
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La Familia 2 la componen dos germans, els dos afectes de retard de creixement
(Pacient 2 i Pacient 3). Els dos germans tenen el mateix genotip i comparteixen els
dos al-lels. L'al-lel no mutat (al-lel A), conté la seqliéncia promotora que correspon
a I'haplotip 3 descrit per Horan et al. Aquest haplotip produiria una expressié un
68% inferior a la que correspondria a I’haplotip nimero 1, I'haplotip més freqient
de la poblacié estudiada per Horan et al., i que es correspon amb una activitat
considerada normal. A més a més, la seqléncia nucleotidica de l'al-lel mutat
coincideix exactament amb la seqliiéncia de I'al-lel mutat de la familia 1 (haplotip
M1). Per tant en aquests nens es pot pensar que a més de produir una proteina
anomala, l'allel normal té una baixa activitat transcripcional i per tant una

produccié de GH disminuida.

L’al-lel M1 que comparteixen les dues families conté, a més a més, un canvi puntual
a I'intré 4. L'analisi de les seqliéncies d’splicing mitjancant el programa ESEfinder
revela que, en produir-se aquesta delecidé a l'intrd 4, apareixeria un lloc d’unié per a
una nova proteina anomenada SRp40, i n’augmentaria [l'afinitat d‘una altra
anomenada SF2/ASF.

Mitjangant I'amplificacié dels transcrits expressats en leucocits de sang periférica,
hem demostrat en el Pacient 1 que s’amplifica la variant 1 de GH amb el canvis
trobats en heterozigosi al gen GH1. Tot i amb aix0, el canvi trobat a l'intré 4 no

s'acompanya de l'aparicié de noves variants.

La proteina Phe25Tyr ha demostrat ser menys efectiva que la proteina WT per a ser
reconeguda in vitro per un immunoassaig aixi com en un bioassaig per induir
I’expressié de IGF1. Per tant es pot pensar que la proteina GH mutada circulant en

sang del pacient és menys activa.

Els pacients 1, 2 i 3, portadors de la mutacié Phe25Tyr, varen presentar respostes
de la GH a les proves d’estimulacié de secrecié clarament deficitaries en el Pacient
1 i deficitaries o al limit del déficit en els germans 2 i 3. De I’'haplotip del promotor
de l'al-lel mutat M1 d’aquests nens, no se n'ha estudiat I'activitat transcripcional.
Tampoc en el cas de |I'haplotip del promotor de I'al-lel normal del Pacient 1, tot i
que és portador del nucleotid G en el SNP P6 pel que hem demostrat una associacio
amb talla més baixa (Esteban et al., 2006). En el cas dels dos germans, pacients 2 i
3, I'haplotip del promotor de l'al-lel normal correspon a un haplotip amb una
activitat transcripcional reduida segons Horan et al., 2003.

Per tant, podem concloure que aquests nens no solament poden tenir una GH

circulant en sang menys detectable per immunoassaig, sind que alhora poden tenir
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una secrecid disminuida de la proteina normal degut a una baixa activitat
transcripcional del promotor de I'al-lel normal. Aix0 demostra la necessitat
d’analitzar el genotip complet del gen GH1 i de separar-ne els al-lels quan s’estudiin
les associacions entre els genotips i els fenotips observats.

Aquest nens presentaven una velocitat de creixement (VC) espontania disminuida
en edats pre-puberals (de 3,6 a 4,8 cm/any). S‘observa una bona resposta al
tractament amb GH el primer any amb VC entre 7,6 i 8,6 cm/any. La VC disminueix
el segon any de tractament, tot i ésser superior a la prévia a l'inici del tractament i
només torna a incrementar-se per sobre de la del primer any quan s’inicia la
pubertat en el Pacient 1. Els pacients 2 i 3 encara no han iniciat la pubertat i cal

esperar que amb tractament amb GH facin un brot de creixement puberal adequat.

Mutacidé Vall73Leu

Pel que fa al Pacient 4, la seqliéncia nucleotidica del gen GH1 és homozigotica,
excepte pel nucleotid 6633, canvi que produeix la mutaciéo V173L. L'haplotip del
promotor correspon amb el nimero 1 descrit per Horan et al., és a dir, que aquesta
persona hauria de tenir una talla normal, segons el treball realitzat per Horan et al.,
excepte pel fet de portar la mutacio Val173Leu.

No s’ha tingut accés a estudiar els pares.

Aquesta pacient amb I'antecedent de RIUC presentava un greu retard de
creixement (talla -3,2 SDS) quan es va comengar el tractament amb GH. S’havia
descartat que tingués una deficiencia de GH per una prova de secrecid en la que es
va mesurar una quantitat aparentment normal de GH. Tal com hem demostrat, és
possible que part d'aquesta GH fos bioldogicament poc o gens activa, tot i que és de
suposar que si l'al-lel normal s’expressés bé, li proporcionés una certa quantitat de
GH normal.

Es trobava ja en un estadi molt avangat de la pubertat amb una maduracié ossia de
12 anys i per aixd s’explica que hagués tingut préviament una VC de 6,9 cm/any i
uns nivells d’IGF1 en sérum normals. Es possible considerar que espontaniament
hauria crescut encara menys i que I'addicié de GH exogena hagi aconseguit que, en
2 anys de tractament, encara hagi crescut 8,8 cm que |li permeten recuperar 0,6
SDS de talla i situar-se a -2,6 SDS quan presentava un estadi de pubertat IV, sense
menarquia.

Aquest cas demostra |'oportunitat de realitzar estudis en la seqiéncia del gen GH1
en pacients amb retard de creixement important encara que les proves

d’estimulacié de secrecié de GH aparentin ser normals per tal de diagnosticar els
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possibles casos de GH bioinactiva. El tractament precog d’aquests casos hauria de

permetre millorar la talla final.

Canvi a l'intré 3. Mutacié que provoca la delecié dels aminoacids 32 a 71 en GH

Familia 3. Pacient 5.

D’aquesta familia s’ha analitzat el gen GH1 tant dels pares com del fill. Tant la mare
com el fill son portadors de la mutacié en heterozigosi a l'intr6 3 5985 G>A.
Aquesta mutacio ja ha estat descrita per altres autors (Cogan et al., 1995; Hayashi
et al., 1999, Saitoh et al., 1999) i provoca la perdua de I'exé 3 i, conseqiientment,
la perdua dels aminoacids 32 a 71 de la proteina madura.

La mare porta I'al-lel que transmet al fill i que conté la substitucié que comporta la
perdua de I'exd 3. Aquest al-lel té el promotor nimero 18 descrit per Horan et al., i
correspon amb una expressid un 18% disminuida respecte a |'expressié que
produiria I'haplotip nimero 1 de Horan et al. L'altre al-lel del gen GH1 de la mare
correspon al nimero 8 segons la nomenclatura de Horan et al. i correspondria amb
un promotor que expressaria un 33% més que el promotor 1 descrit per Horan et
al. Aixo permet suggerir que el fill va presentar una clinica més precog i greu per
les hipoglicemies degut a una deficiéncia més greu que la de la mare.

L'al-lel que no transmet el pare al seu fill (I'l1 segons Horan et al.), té una
expressio un 60% disminuida respecte a com ho faria el promotor 1 descrit per
Horan et al. En canvi, I'altre al-lel (I'I), no esta descrit per la literatura.

L'estudi dels transcrits d’ARN missatger de GH mostra la preséncia d’un sol transcrit
de 352 pb corresponent a I'amplificacié de la variant 3 d’ARN (o variant 1 amb la
delecid de I'ex6 3). En aquest cas cal remarcar |'abséncia de variants 1 i 2.

S’ha demostrat que individus heterozigots per aquesta mutacié porten associada
una deficiencia en GH, i mostren un fenotip de deficit de GH. Cogan et al., I'any
1995 van emetre la hipotesi sobre la mutacié descrita com una mutacié recurrent,
ja que apareixia de novo en tres families diferents, establint la causa d’aquestes la
presencia del dinucleotid CpG a la unié entre I'exd 3 i lintr6 3. D’aquests
dinucleotids s’ha dit que tenen nivells incrementats de mutacions, degut a
I'espontania deaminacié de la 5-metilcitosina de la cadena sentit o antisentit

(Cooper i Youssoufian, 1999; Duncan i Miller, 1980).
En resum, l'estudi de les associacions entre genotips i fenotips en pacients amb

mutacions amb canvi d’aminoacid a la proteina GH ens ha demostrat l'interés

d’analitzar no solament els canvis diferents dels SNPs i potencialment responsables
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del fenotip sind també els haplotips pels SNPs en relacié a les seves activitats

transcripcionals i a les seves associacions amb la talla en la poblacié control.

La resposta al tractament amb GH depén de l'edat a l'inici del tractament. Altres
treballs publicats en els que han tractat amb GH nens amb GH bioinactiva per
canvis d’aminoacid han mostrat resultats variables. Aixi, Cogan et al., 1993
tractaren amb GH dos cosins germans molt joves, de 0,6 i 3,2 anys amb la mutacid
Trp-7Term, que respongueren molt bé al primer any perd que varen desenvolupar
anticossos anti-GH després. Altres pacients tractats amb GH en edats posteriors,
tot i que prepuberals, han mostrat respostes similars a les observades en els tres
pacients amb la mutacié Phe25Tyr als dos primers anys de tractament (Takahashi
et al., 1996, Takahashi et al., 1997, Binder et al., 2001, Besson et al., 2005). La
pacient amb la mutacié Val173Leu va ser tractada a una edat posterior a la del brot
de creixement puberal i, per tant, no se’n podia esperar un resultat prou

recuperador.

El conjunt dels resultats de la literatura i els nostres demostren la necessitat de
detectar les anomalies en el gen GH1 el més precogment possible per tal de tractar
els pacients amb GH fins al final del creixement. En el cas de les GH amb canvi
d’aminoacid els resultats de les proves de secrecié no tradueixen la bioactivitat de
la GH dosificada. A més, els nostres resultats suggereixen que caldra tenir en
compte els haplotips del promotor a I’'hora d’avaluar la suficiencia en hormona de

creixement.
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Els nostres resultats han confirmat i ampliat la descripcié de la variabilitat
estructural del gen GH1. Han permés descriure’n el mapa complet per
primera vegada, en una poblacié adulta amb talla normal compresa entre -2
i +2 SDS (n=307).

En les poblacions amb retard cronic de creixement (n=728) s’han detectat
en un 11% de pacients canvis en la seqliiéncia del gen GH1 diferents dels
SNPs del mapa control. Entre els canvis, 1'11,3% corresponen a canvis

puntuals d’un aminoacid (1% del total de pacients index).

L'expressié de GH1 en leucocits de controls no és constitutiva ni constant en
quant a les variants d’'splicing observades. Aquesta metodologia no permet
detectar de forma fiable mutacions en pacients. En canvi, ens ha permes
confirmar I'expressié de mutants com en el cas d’una substitucié predictora
de canvi d’aminoacid, com també ha permés descartar una anomalia

d’splicing o bé, al revés, confirmar-la en un altre cas.

L'utilitzacié d’eines informatiques ha permeés realitzar una aproximacio
teorica a l'efecte que dos canvis d’aminoacid (Phe25Tyr i Val173Leu) en la
proteina GH tenen sobre la seva estructura i interaccio amb GHR.

L'analisi d’homologia de les proteines mutants amb les dels altres gens del
cluster de la GH ha permés concloure que la substitucié Phe25Tyr pot haver
succeit per recombinacié génica amb el gen GH2, mentre que no és el cas

per la proteina amb el canvi Vall73Leu.

Les proteines recombinants obtingudes al laboratori (WT i mutants) han
estat aptes per el seu estudi in vitro (immunoreactivitat, proliferacio cel-lular

i bioactivitat).

Les GHs mutants Phe25Tyr i Vall73Leu presenten una immunoactivitat i una
bioactivitat disminuides. Els models cel-lulars linies HepG2 i C-28/I2 no han
permeés obtenir resultats mentre que els condrocits fetals humans han
permeés detectar que les dues GHs mutants presentaven una disminucié en
I'estimulacié de la transcripci6 d'IGF1 mentre que estava augmentada
I'expressio de GHR i de IGF1R.
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CONCLUSIONS

7. El canvi d’aminoacid Phe25Tyr incorporat en un al-lel de GH1 portat en
heterozigosi per dues families no relacionades es manifesta com retard de
creixement durant la infancia que s'acompanya de resposta deficitaria de
secrecié de GH i disminucié d'IGF1. La resposta al tractament amb GH és

adequada i permet recomanar-ne el tractament fins al final del creixement.

El canvi Vall73Leu detectat en una pacient amb talla baixa i RIUC, sense
deficit aparent de GH amb pubertat ja avancada i resposta al tractament
amb GH, permet suggerir que la deteccié preco¢ de mutacions en el gen
GH1 quan la secrecié6 aparenta ser normal permetria un tractament més

preco¢ que hauria millorat el seu pronostic de talla final.

L'analisi dels haplotips complets de GH1 permet interpretar l'efecte de la

combinacié de mutacions en la proteina amb els genotips pels SNPs.
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