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SCOPO

Scopo generale di questo progetto di ricerca entificazione delle cause genetiche
che contribuiscono al deficit del’ormone dellasuiga (GH) presente in individui con bassa
statura. La ricerca condotta nei primi 3 anni d#tatato ha riguardato, piu specificatamente,

il coinvolgimento di polimorfismi del promotore dgéne GH-1 nel deficit isolato di GH.



L'ORMONE GH E IL DEFICIT ISOLATO IGHD

L'ormone della crescita umano, GH, € una proteindtiftnzionale secreta dalle

cellule somatotrope del lobo anteriore dell'ipofiSssa promuove la crescita postnatale,
essenziale per la differenziazione cellulare e gezamportanti funzioni nel metabolismo
proteico, glucidico e lipidico [1, 2].

La secrezione di GH é di tipo pulsatile e dipendiata’, dal sesso, dallo stato nutrizionale e
da altri parametri fisiologici: risulta aumentatal rdigiuno, ridotta nell'obesita’ e declina
progressivamente con gli anni. Essa, infatti, preseicchi secretori giornalieri correlati
all'esercizio, allo stress o all'ingestione di ¢ibwa soprattutto di notte, in coincidenza delle
fasi elettroencefaliche 3 e 4 del sonno [1,3]. H @ene immagazzinato in granuli secretori e
rilasciato in circolo tramite esocitosi in maniardermittente, sottoforma di una famiglia
eterogenea di peptidi che derivano da meccanisnsplicing alternativo del’'mRNA e da
modificazioni post-traduzionalé]. Esso circola nel plasma legato, in parte, a sipecifiche
proteine, binding-proteins (BPs). Queste proteiresportano lI'ormone della crescita e
modulano la sua attivita, dato che ne prolunganenipo di emivita, ne limitano il volume di
distribuzione regolando il legame recettorialeaedesso alle cellule bersaglio [1].

Nei mammiferi, la secrezione interna di GH é sattmtrollo dell'ipotalamo, strettamente
connesso all'ipofisi attraverso il peduncolo ipafis. La regolazione &€ mediata dalle azioni
opposte di due neuropeptidi ipotalamici: I'ormonerilhscio del GH (GHRH), ad attivita
stimolante, e la somatostatina (SS) con attivii@einte. | picchi di GH si verificano in
corrispondenza dei periodi di massima secrezioneGtHRH e di minima produzione di
somatostatina [3]. Questi due ormoni vengono rigdsael sistema portale a livello del
peduncolo ipotalamo-ipofisario, il quale rappresemha comunicazione vascolare diretta tra
l'ipotalamo e l'ipofisi. Raggiunta I'lpofisi, il GRH e la Somatostatina si legano a specifici
recettori presenti sulle cellule somatotrope, ragdb il lavoro di quest'ultime; da questa
interazione vengono infatti attivate proteine Gnstiatorie (Gs) o inibitorie (Gi), responsabili
rispettivamente dell'aumento o della riduzione AM® intracellulare. L’aumento di cCAMP
determina la fosforilazione e [lattivazione di dait trascrizionali, che a loro volta
interagiscono su diversi geni bersaglio.

Il rilascio dellormone della crescita puo' ancheseze regolato da segnali periferici
indipendenti dal GHRH ipotalamico, per [linterventh alcuni composti chiamati GH
secretagoghi (GHSSs) che e' stato provato sia io ghe vitro essere capaci, a secondo della

dose, di stimolare il rilascio di GH.



L'ormone GH é codificato dal gene GH-1, localizzasal braccio lungo del
cromosoma 17 (17923). Il GH-1 appartiene ad untefud cinque geni strettamente associati:
CSHP-1, CSH-1, GH-2 e CSH-2. Essi presentano waklegrado di omologia per quanto
riguarda il promotore e la regione 5' codificamtéferenziandosi maggiormente nel tratto 3'.
Essi hanno inoltre una struttura molto simile, ttarezzata dalla presenza di cinque esoni
interrotti da quattro piccoli introni nella stespasizione e della stessa lunghezza [5].
Nonostante 'elevato grado di omologia di sequecraa 91-99%, I'espressione di ciascun
gene risulta essere tessuto-specifica: GH-1 viesygesso esclusivamente nelle cellule
somatotrope dell’ipofisi anteriore, mentre i ger8kz1, CSH-2 e GH-2 a livello placentare,
nelle cellule del sinciziotrofoblasto. Il gene CSHP in realta uno pseudogene, contenente
una mutazione che altera il meccanismo di splieiflgisultante prodotto [6-9].

L’'ormone della crescita umano GH €& una proteinangota catena costituita da 191
amminoacidi. Il core della molecola e rappresentitaue paia di alfa eliche, stabilizzate da
ponti disolfuro tra i residui 53-165 e 182-189)]. Splicing alternativi danno origine a diverse
isoforme. Tra queste la piu attiva e maggiormeafmpresentata (75% del GH ipofisario) &
guella di peso molecolare pari a 22kD. La variatite0 kD, che costituisce il 10% circa,
deriva da uno splicing alternativell’esone 3 che utilizza un sito criptico con perdli 15
aminoacidi (dal 32 al 46) [11Altre forme minori e prodotte fisiologicamente aélili
bassissimi, dovute alla perdita degli esoni 3 e43 gono state gia riportate dalla letteratura
[12], e corrispondono rispettivamente al peptidddi5 kDa (privo degli aminoacidi 32-71)
ed al peptide di 11 kDa (mancante degli amino&2di26).

In letteratura sono riportate mutazioni identifecatel gene GH-1, le quali portano ad
una carenza della proteina e si associano quindiradeficit di tipo isolato [13,14]. La
percentuale di casi di bassa statura associata) ateficit isolato dell’'ormone GH (IGHD)
sembra essere piuttosto bassa, con un’incidenZa ali 4000/10000 nati vivi [15-17]. La
maggior parte di questi casi e di tipo sporadic@ysata da anomalie durante lo sviluppo
(displasia setto-ottica, idrocefalo, anomalie creomiche) o da fattori ambientali; tuttavia
solo nel 12-20% dei pazienti sporadici sono ris@ml alterazioni anatomiche alla risonanza
magnetica [18], in tutti gli altri l'origine del f#itto resta ancora sconosciuta e si definiscono
pertanto deficit idiopatici. Nel 5-30% dei casivéte, | pazienti possiedono almeno un
parente di primo grado affetto e questo suggereeleziologia genetica: I'lGHD viene
quindi definito di tipo familiare [17]. Studi rectnndicano come anche i numerosi casi
sporadici, talvolta, siano caratterizzati da altemai genetiche insortéde novo o trasmesse

come carattere autosomico recessivo, ma non ideéfin altri parenti a causa del numero



limitato di componenti del nucleo familiare [19].duindi ipotizzabile che una percentuale,
ancora non ben definibile, di forme consideratepdiiche abbia, in effetti, un’origine
genetica.

Polimorfismi del promotore del GH-1

I meccanismo di regolazione della produzione di @Hun processo piuttosto
complicato, in cui sono coinvolti diversi geni. Bda molteplicitd degli elementi necessari
alla corretta espressione di GH-1, molti dei qual sono stati ancora identificati, € evidente
come i deficit di GH di origine genetica possanseees determinati non solo da mutazioni
localizzate nel GH-1, ma anche nei geni che nelaegol’espressione (GHRH, recettore di
GHRH, PIT-1 o PROP1), nelle sequenze regolatricmante del GH-1 e nei fattori
trascrizionali dell’ipofisi (Pit-1, Prop-1, Hesx-ILhx-3, Lhx-4) [20].

Il deficit di GH in pazienti sporadici in cui nom sovino mutazioni causali potrebbe
essere determinato da polimorfismi associati addimanuita produzione di GH. Mentre la
sequenza codificante del gene GH-1 risulta altaenenohservata, la regione del promotore
prossimale e caratterizzata da un elevato gradwolitnorfismo, presentando 15 variazioni
nucleotidiche nelle 500 basi a monte del sito diiindi trascrizione [21, 22]. Questi SNPs
(Single Nucleotide Polymorphism) danno origine ddemo 40 diverse combinazioni
aplotipiche che hanno mostrato una differente itdtivascrizionale in vitro. In particolare, tre
dei polimorfismi identificati cadono all'interno daltrettanti siti di legame di fattori
trascrizionali: G-278T e localizzato all'internoldgto di legame del fattore ubiquitario NF1;
A-75G nel sito del fattore di trascrizione ipofigaPit-1; G-57T in un sito di legame del
recettore della vitamina D. Questi polimorfismiqgiitbero avere una rilevanza funzionale nel
modulare il livello trascrizionale del gene GH-1.

Questo progetto si propone quindi di valutare iingolgimento di queste variazioni del

promotore del gene GH-1 nel deficit isolato di GH.

NF1

Il fattore trascrizionale NF1 appartiene ad unaidgian di proteine in grado di legare
sequenze di DNA ricche di GC. NF1 e espresso inamdalquitario in molti tessuti ed € in
grado di legarsi al DNA in modo costitutivo. NFIs&to identificato in numerosi elementi

regolatori genici [23]. Esso si lega come omodimaita sequenza consenso di DNA



TTGGC(N5)GCCAA. La famiglia dei fattori NF1, nei nebrati, contiene quattro geni
differenti, NF1-A, NF1-B, NF1-C, e NF1-X. Il domimidi legame al DNA e quello di
dimerizzazione (distanti circa 200 aminoacidi) s@aftamente conservati in tutte e quattro le
proteine, mentre la regione C-terminale € piu Vmdiea La proteina NF1-C contiene un
dominio ricco di prolina, il quale sembra stimoldiativita trascrizionale. Per ciascuno dei
qguattro geni NF1 ci sono diverse varianti di spligiespresse differentemente in vari tessuti
[23]. | domini proteici che mediano l'inibizioneascrizionale sono stati identificati sia in
NF1-A sia in NF1-X. E’ probabile che la repressianégattivazione da parte dei fattori NF1

sia specifica sia del tipo cellulare che del caotes

PIT-1

PIT-1 (Pituitary Transcription Factor 1), noto anche come GHF1 (@Gvth Human
Factor 1), € un fattore di trascrizione specifico per Ifigg avente un ruolo essenziale nello
sviluppo delle cellule somatotrope, lattotrope eedirope dellipofisi anteriore e
nell'attivazione dell’espressione dei geni che tiodnho per GH, PRL e per la subunftalel
TSH. Il gene PIT-1, ufficialmente noto come POURPbY Domain Class 1 Trascription
Factor 1), & stato localizzato nell'uomo sul cromosoma 3@ltonsiste di 6 esoni che
codificano per una proteina di 291 aminoacidi [A#peptide maturo, di 33 kD, appartiene
alla famiglia dei fattori di trascrizione con upito dominio detto POU (il nome deriva dai
prodotti genici che contengono tale dominio: Pitott-1, Oct-2 e unc-86). Questo dominio,
di doppio legame al DNA, é costituito da due regimolto conservate separate da una zona
variabile. La regione amino-terminale di circa &f%inoacidi, dettePOU-specific domain
(POUsg), e responsabile del legame specifico al DNA e dellerazioni con altre proteine,
mentre quella carbossi-terminale di 60 aminoaciditaPOU-homeo domain (POUy), lega il
DNA con minore affinita [25, 26]. Questi due dom#ano regioni della proteina ad alfa elica
deputate al legame con il DNA. Il legame risultaitfmsto versatile e flessibile poiché
esperimenti in vitro hanno mostrato come questofaidi trascrizione sianon grado di
legarsi ai loro siti di riconoscimento come mononte come omodimeri a seconda della
specifica sequenza riconosciuta sul DNA [27, 28].

A livello della regione prossimale del promotord @& sono state identificate due
regioni che legano specificatamente Pit-1: disiale, a —127/-107 dal sito di inizio della
trascrizione e laltragprossmale a —87/-72. Diversi studi hanno dimostrato comeatii s
legame per Pit-1 siano critici per I'attivita debbmotore sia in esperimenti di trascrizicine



vitro [29] sia in saggi di trasfezione transiente inwa cellulari di tessuti [30]. Tuttavia studi
sull'espressione del GH umano in topi transgeracirfo dimostrato che il legame di Pit-1 nei
due siti del promotore non e sufficiente a garantin elevato livello tessuto-specifico
dell'espressione del Ghh vivo [31]. Altri tre siti di legame per Pit-1 sono im@ stati
identificati all'interno di una locus control regidLCR) localizzata a circa 14.5 kb a monte
del GH-1 sembrerebbero essere necessari a confergkevato livello, somatotropo-specifico
dell’'espressione del GH [32].

Mutazioni a carico di PIT-1 sono responsabili di femotipo CPHD (Combined
Pituitary Hormone Deficiency) caratterizzato daeags di GH, PRL, TSH. Il deficit di GH e
generalmente grave con livelli non rilevabili asttei stimolazione ipofisaria e si manifesta in
eta precoce (generalmente entro i 2 anni) con gd#etto di crescita dacies tipica con
caratteristiche simili alle forme di IGHD di tipdAl Sino ad oggi nelluomo sono stati
descritte 2 delezioni [33, 34] e 19 mutazioni piomithi [35-38]. La maggior parte delle
mutazioni si comportano come mutazioni recessisenganifestano allo stato di omozigosi o
di eterozigosi composta. Esse nella maggior pagtecalsi alterano residui importanti per il
legame con il DNA o la conformazione tridimensi@nalellea eliche dei POU-domains,
determinando un’incapacita fisica ad interagire cpromotori; talvolta invece la mutazione
induce la perdita pit 0 meno completa della capatiittivazione trascrizionale; la delezione
dell'intero gene provoca invece la mancata sintedia proteina. Le sequenze regolatrici
riconosciute daPOU-specific domain del fattore trascrizionale Pit-1 possono contemmeus
core a sequenza fissa 5’-TATNCAT-3’ 0 una regione aglie ricca in A/T. Generalmente
una molecola del dimero Pit-1 si lega alla sequerra, mentre l'altra si lega alla regione
ricca in A/T (POUsg) [39]. Quest' ultima varia molto tra i siti di kegpe riconosciuti da Pit-1 e
ci0 potrebbe modulare sia la conformazione di legalel fattore di trascrizione che la sua
interazione con altre proteine. ROU-homeo domain non riconoscono invece sequenze

specifiche, ma una regione in 5’ rispetto a quetlanosciuta daiPOU-specific domain.

VDR

Il recettore della vitamina D, chiamato VDR, e eceattore nucleare, appartenente alla
famiglia dei recettori steroidei ligando-dipenderita sua funzione principale é regolare
I'espressione di geni bersaglio in risposta altamina D (1,25(0OHPD3) [40-42]. VDR media
'azione della 1,25(OHP3 nel trasporto di calcio e fosfato in vari tessirtiestinale, osseo, e

renale. Non solo, esso risulta coinvolto in unaesei processi in altri sistemi cellulari:



immunitari, neuronali, epiteliali ed endocrini. &tii, benche il principale obiettivo di VDR sia
la regolazione di geni coinvolti nel metabolismmerale e il legame con la 1,25(QB) in
vivo [43, 44], esso € anche in grado di agire su geaiii prodotti regolano processi
fondamentali nella proliferazione e differenziazatellulare [45, 46]. Questi ulteriori effetti
biologici potrebbero essere attribuiti, in largatpaalla distribuzione tissutale ubiquitaria di
VDR, tanto quanto alla regolazione altamente setettlell’espressione genica da parte di
guesto ormone in tipi cellulari specifici [47].

VDR possiede un dominio di legame al DNA all’'estigmN-terminale (DBD),
altamente conservato tra i recettori nucleari stiero Costituito da due motivi “zinc finger”,
tale dominio é responsabile dell'interazione di V& specifiche sequenze di DNA nella
regione del promotore di geni bersaglio, chiamddR¥ ( Elementi di Risposta alla Vitamina
D). DBD sembrerebbe inoltre responsabile dellaliozazione di VDR all'interno del nucleo,
anche quando non si trovi legato al ligando. Levigatbiologiche del recettore della vitamina
D dipendono dall'interazione con un ligando funabmente attivo; nel caso specifico di
VDR il ligando e rappresentato dallormone steroidéa,25-diidrossi-vitamina D3
[1a,25(OH)Dg]. In posizione COOH- terminale € infatti preseittdominio di legame del
ligando (LBD), grazie al quale VDR € in grado djdee la vitamina D con un’elevata affinita.
Questo legame porta a modificazioni conformaziodalia struttura terziaria del recettore,
promuovendo la formazione di eterodimeri con iletéare retinoide X (RXR), aumentando il
legame con specifiche sequenze di DNA, con coattivae regolando [Iattivazione
trascrizionale [48-53].

L’analisi delle sequenze e del promotore di divgesi regolati dalla vitamina D ha
portato all'identificazione di diverse sequenzeDNA alle quali VDR si lega (VDRES),
modulando successivamente l'attivita trascriziorsa&epositivamente che negativamente. Per
la sua regolazione positiva VDRE prende il nom&>R3” ed e costituito dalla ripetizione di
due elementi di 6 paia di basi separati da 3 ntidie®@uesta sequenza dirige I'eterodimero
VDR-RXR verso la regione del promotore di geni tagaalla 1,25 (OH)D3 dove VDR va
ad occupare la meta in posizione 3’ di VDRE, meRKR lega la meta in 5’ [54]. Un altro
tipo di VDRE, “IP9”, consiste invece di due sequemalindromiche invertite separate da 9
paia di basi. | VDREs di geni inibiti dalla vitanairD, come PTH nel pollo e I'osteocalcina
nel topo, sono simili alla sequenza DR3 trovatgeni in cui la trascrizione e indotta dalla
vitamina. Questo pone importanti quesiti riguardahimeccanismo che determina se la
trascrizione di un gene venga attivata o repreaba ditamina D. Il passaggio da uno stato di

trans-repressione ad uno di attivazione suggert$ee una variazione nella polarita del



complesso VDR/RXR-VDRE, con la meta in 5 occupdta VDR, possa contribuire alla
regolazione VDR-negativa della trascrizione gefiéq.

Data la presenza di una sequenza VDRE all'inteigocbmotore del gene GH-1, e
probabile che la vitamina D possa in qualche modlaire sull'attivita del GH. La vitamina
D puo essere ottenuta dall’'esposizione alla lutaredraggi UV) e dalla dieta, anche se solo
pochi alimenti ne contengono fonti significativess@ viene trasportata nel fegato mediante il
circolo sanguigno, legata a specifiche proteinesmkgtiche e successivamente idrossilata a
livello del carbonio 25 e convertita in 25- idrog&mina B;. La bioattivazione avviene
principalmente, ma non eslusivamente, nel rene dan formazione della 1,25-
diidrossivitamina R [1,25(OH)Ds]. Questa rappresenta la forma piu attiva dell’ann{b3].
La principale funzione della vitamina D e regoldi@meostasi minerale, stimolando il
trasporto del calcio e del fosforo a livello inteate, osseo e renale. Essa svolge due diversi
tipi di attivita, uno di tipo endocrino e l'altra tpo autocrino-paracrino. L’attivita endocrina
prevede la regolazione dellomeostasi minerale, metabolismo osseo, della pressione
sanguigna e della secrezione di insulina. Spea#icettori nucleari per la 1,25(0); sono
stati identificati in altri tessuti. Questo suggeg che essa possa ricoprire altri ruoli (attivita
autocrina/paracrina), nella proliferazione e ndikéerenziazione cellulare, nella prevenzione
di tumori, modulando la risposta immunitaria, etecollando diversi sistemi endocrini. Inoltre
guesto concorda con l'evidenza epidemiologica d®o@a la vitamina D a diversi tipi di

tumori, malattie autoimmuni, ipertensione e dialjgg&56].

Dati presenti in letteratura confermano che il teee della vitamina D in presenza
dell’ormone agisce negativamente sull'attivita ¢regonale del gene GH-1 [57, 58]. Tuttavia,
la regolazione dell’ormone della crescita umanpalde della 1,25(OHD3; € un meccanismo
ancora poco chiaro. Infatti la presenza di recettella vitamina D nella ghiandola ipofisaria

umana e stata dimostrata solo da pochi anni [59].
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PROGETTO DI RICERCA

Studi condotti sul promotore prossimale del gene X580, 61] hanno evidenziato

un elevato grado di polimorfismo. Nella regione poesa tra il sito di inizio della traduzione
e la posizione —608 sono stati infatti identifick® polimorfismi (fig.1). Si pud notare che le
variazioni in posizione —-278, —75 e -57, a diffazmlelle altre, si trovano all'interno di siti
riconosciuti da fattori di trascrizione, rispettmante da NF-1, Pit-1 e VDR.

La ricerca condotta si propone quindi di valutdredinvolgimento dei polimorfismi del
promotore del gene GH-1 nel deficit isolato di GKQuesto ha comportato un’analisi di
associazione confrontando le frequenze dei divyasimorfismi e delle loro combinazioni
genotipiche e aplotipiche nei pazienti e in unaghagpone di controllo e un’analisi funzionale
per valutare la rilevanza delle variazioni di sem#e nella regolazione della produzione di
GH.

In quest’'ultimo anno & stata completata I'analisiZionale dei polimorfismi in =75 e -57.
Inoltre e stata completata I'analisi di associagi@ygiungendo due nuovi polimorfismi a
quelli precedentemente esaminati. | risultati rigaati il polimorfismo in =75 sono stati
pubblicati in Mol Cell Endocrinol. 2006, 249: 51-7.

Figura 1.
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POLIMORFISMO -75A/G

L’analisi del polimorfismo —75G/A, situato all’inteo del sito di legame prossimale di
Pit-1, era gia stata avviata in uno studio precedeiverse combinazioni aplotipiche del
promotore del GH-1 erano state clonate in plasoodienenti il gene reporter della luciferasi.
Mediante saggi di trasfezione transiente in celipdisarie di ratto (GH4C1) si e visto che
I'aplotipo con la G in -75 induce un’attivita ridatrispetto agli altri aplotipi testati aventi futt
la A nella stessa posizione. In particolare, la iduizione era circa del 45% rispetto
all'aplotipo A (p < 0.0001). Si € dunque ipotizzatee la G potesse essere responsabile di una
diminuita attivita luciferasica. La capacita delriante G in -75 di diminuire I'affinita di Pit-
1 per il suo sito di legame é stata quindi testa¢gliante un saggio EMSA (Electrophoretic
Mobility Shift Assay).
Cellule ipofisarie di ratto (GH4C1) sono stateimghte come fonte di estratto nucleare in cui
poteva trovarsi la proteina Pit-1. Nel test sonatistitillizzati oligonucleotidi marcati
corrispondenti alla regione del promotore da -93%3, contenenti o la A o la G in posizione
—75. Due oligonucleotidi commerciali corrispondealia sequenza consenso di Pit-1 e la
stessa sequenza mutagenizzata nel sito di Pit-&@ stati utilizzati rispettivamente come
controllo positivo e negativo.
Due bande ritardate sono state osservate (compigsed?2” in fig.2a, lane 1 e 2) utilizzando
le sonde corrispondenti alla sequenza consensit-tlidPall’oligonucleotide -75A mentre con
la sequenza -75G era visibile solo una banda (Bne€uesta stessa banda risulta molto
debole con l'oligonucleotidenut (lane 4). Aggiungendo un anticorpo anti-Pitl e cstat
dimostrato che la banda ritardata conteneva efégtiente la proteina Pit-1 (fig.2b lane 1). La
banda “supershifted” in corrispondenza delle sofitiA era molto piu intensa rispetto a
guella osservata con la sonda -75G nelle stessdizoom sperimentali (lane 4). Infine,
'esperimento di competizione con gli oligonucleothon marcati -75A e -75G ha mostrato

una maggiore affinita per la sonda —75A (fig.2c).
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Questi risultati suggerivano quindi che l'allel&& fosse associato ad una diminuita affinita
di legame per il fattore di trascrizione Pit-1.dtif, mentre con la sonda -75A Si possono
distinguere due complessi differenti, con la so@dae ne forma solo uno (complesso “2”).
Quest'ultimo potrebbe rappresentare un complessoseasibile al cambiamento di base in
-75, formato dall’interazione tra Pit-1 e altri fadtori coinvolti nell’attivazione sinergica
della trascrizione del gene GH-1 (quali il recedtogtinoide X, il recettore dell’acido retinoico
e il recettore dellormone tiroideo) [62-64]. Idotto legame della sequenza —75G con Pit-1
potrebbe percio essere dovuto a modificazioni acomézionali della molecola di Pit-1 indotte
dal cambiamento di base. La minore affinita di tagadel dimero di Pit-1 nel suo sito nel
promotore prossimale del GH-1 sembra essere greésdonsabile della riduzione dell’attivita
trascrizionale osservata negli esperimenti di ¢zshe

Dato che la variazione —75G mostrawvavitro un effetto piuttosto rilevante, e stata
valutata la possibilita di un simile effetto andhevivo, mediante uno studio di associazione
tra i polimorfismi e il deficit isolato di GH (IGHP 145 pazienti IGHD e 168 controlli
(individui con statura normale) sono stati genatipti per il polimorfismo —75G. Sia le
frequenze alleliche che quelle genotipiche non@magnificativamente differenti tra pazienti
e controlli (frequenza dell'allele —75G: 13,8%, ¥5,1% nei controlli). La mancanza di

associazione con il deficit di GH, tuttavia, norclade un potenziale effetto della variazione



-75G sul livello di secrezione di G vivo. Abbiamo quindi valutato la media dei picchi di
secrezione di GH dopo stimolazione in pazienti coansevero deficit di crescita dovuto a
IGHD e in individui con bassa statura con secrezidn GH normale. Il livello medio dei
picchi non risultava significativamente differerita individui omozigoti AA ed eterozigoti
AG sia nei controlli che nei pazienti. Il numero ididividui GG era troppo basso per

effettuare un’analisi statistica.

POLIMOREFISMI -278G/-57T

Per I'analisi dei due polimorfismi in -278 e -57nsostati utilizzati due approcci: 1)
uno studio genetico consistente in un’analisi déoagzione caso-controllo basata sul
confronto delle frequenze alleliche e genotipichg@aimorfismi del promotore del GH in
pazienti IGHD e in controlli; 2) uno studio funziee dell’attivitd trascrizionale in vitro

indotta dai diversi aplotipi del promotore.

1) Analisi Genetica

In questo studio sono stati considerati esclusivaenpazienti con deficit di GH di
tipo isolato (IGHD), caratterizzato cioé dall'asgandel solo ormone della crescita. La
casistica esaminata finora comprende 151 indivatigtti da deficit di GH isolato (M=101,
F=50) provenienti dalla Clinica Pediatrica di Navag da altri 26 centri Italiani. Sono tutti
pazienti sporadici, la cui diagnosi é stata confgendai classici test provocativi con arginina
o clonidina. Tutti i pazienti, infatti, presentawann picco secretorio <10ng/ml dopo entrambi
i test di stimolo. Sono stati classificati comedgi' (PZg) i pazienti che presentavano un
picco secretorio <6 ng/ml dopo entrambi i testtainslo. In tutti i pazienti inclusi nello studio
sono state escluse mutazioni deleterie a caricgete GH-1 e GHRH-R. | controlli erano
costituiti da 168 individui italiani di statura noale oppure di statura inferiore alla media ma
controllati per avere un picco secretorio di GHmale dopo stimolo.

Il promotore di tutti gli individui é stato sequeato dalla posizione -608 a +59,
considerando la posizione +1 la prima base traacriln questa regione, altamente
polimorfica, erano stati identificati in precedenz& SNPs. Otto di questi mostrano una
frequenza maggiore del 3% nel nostro campione: &3G-301T, G-278T, A-75G, G-57T,

G-31delG, A-6G, A-1T. Le frequenze alleliche nomaaisultate significativamente diverse



tra pazienti e controlli per nessuno di questi SNRatre erano significativamente distorte le
frequenze genotipiche dei polimorfismi alle poswie278 (p = 0.023) e -57 (p = 0.013). Il
rischio era soprattutto dovuto all’laumento dei ggne278GG e -57TT nei pazienti (tab 1).
La significativita, tuttavia, non reggeva alla @xione di Bonferroni.

Prendendo in considerazione solo i 57 pazienti ocon deficit piu grave (PZg), la
significativitd dell’associazione risultava notew@nte aumentata e aumentava ulteriormente
considerando I'omozigosi per la combinazione apioti -278G/-57T (p= 0.0018, OR=3.64,
95% CI. 1.54-8.65). E’ interessante notare non sbie tra le due posizioni esiste un forte
linkage disequilibrium (D’=0.9), ma che esso vienantenuto estendendo I'aplotipo -278G/-
57T ad altre due variazioni: A1157T nelllVS4 e LERGG. Mentre il primo polimorfismo
e localizzato nell'introne 4 del GH-1, il secondade all'interno delld_ocus Control Region
(LCR) in prossimita di tre siti di legame per PitAbbiamo visto che tutti gli individui
omozigoti per le posizioni -278GG/-57TT/IVSATT loraeo anche per la posizione
LCR990GG. Tuttavia non si notava un aumento déjjaificativita. E’ stata quindi effettuata
'analisi di sequenza della regione in prossimig siti di legame di Pit-1 all'interno della
LCR, per i soggetti aventi I'aplotipo -278GG/-57TME4TT/LCR990GG. Non € stata pero

trovata nessuna variazione.

Tabella 1
Genotipo Frequenza OR OR
P 9 (95%Cl) b (95%Cl) b
CT PZ PZg PZ-CT PZg-CT
(n=168) | (n=151) | (n=57)
1.92 2.44
278GG | 0256 | 0397| 046| a73,y [ 0.010| 0, | 0.0077
2.24 2.98
SB57TT 0.107 0.212 0.26 (1.15-4.39) 0.015 (1.29-6.8) 0.0078
-278GG/ 2.74 3.64
=TT 0.089 | 0211| 0.263| 300 5q) 0003| () 5pgqp [ 0.0018
-278GG/
2.70 5.06
S57TT/ 0.065 0.16 0.263 0.012 0.0001
VSATT (1.21-6.13) (2.01-12.88)

CT = controlli, PZ = pazienti; PZg = pazienti gravi



2) Analisi Funzionale

Al fine di valutare se i due polimorfismi del protoce in posizione -278 e -57
potessero avere un ruolo funzionale nell'attivittastrizionale del GH, differenti
combinazioni aplotipiche del promotore sono statgate per la loro capacita di indurre la
sintesi di luciferasiin vitro. Dati presenti in letteratura mostrano che la @Q2H,D3
legandosi al recettore VDR tende ad inibire I'atéivirascrizionale del gene hGH. Data
'attuale mancanza di una linea cellulare di ipofisnana per uso di laboratorio, & stata
utilizzata la linea di adenocarcinoma mammario umBtCF7 in cui & stata dimostrata la
produzione sia di VDR che di GH e che, pertantan @uon modello per lo studio degli effetti
della 1,25(OH)D3 sul GH umano. Abbiamo quindi selezionato quatpotipi i quali
differivano per almeno una delle due posizionipldipo a (-278G/-57T) che, oltre a
contenere entrambi gli alleli di rischio, risultasere il piu frequente tra i pazienti come
dimostrato anche in studi precedenti [21,65]; kayplo b (-278T/-57G), in cui i due alleli
associati sono assenti; gli aplotipi ecd (-278T/-57T e -278G/-57G, rispettivamente),
ciascuno contenente un solo allele di rischio, anhi ottenuti mediante mutagenesi
dell'aplotipo_ a

| frammenti a monte del sito di inizio di traduzeo-608, +59) sono stati clonati
all'interno del vettore di espressione pGL3, a readl gene reporter della luciferasi, in modo
da poter studiare il livello trascrizionale del geBH-1 in base all’attivita luciferasica. Tutti
gli esperimenti sono stati condotti in presenzanh eassenza di vitamina D nel terreno di
coltura. | risultati dei test mostrano che la diozione di attivita luciferasica indotta dalla
vitamina D € maggiore per I'aplotipo (g.3), in cui sono presenti entrambi gli alleli
rischio, rispetto all’aplotipo Jbin cui essi sono assenti (-41,9% vs -28%). Qudstarenza
risulta statisticamente significativa quando vahltaon il test t Student (p=0.00124),
suggerendo un probabile coinvolgimento del polimsand -57 nel deficit isolato di GH. Non
si nota, invece, una differente induzione di aivuciferasica dei due aplotipi in assenza di
vitamina D. Si potrebbe quindi ipotizzare che ilipmrfismo in —278 non sia direttamente
implicato.
Al fine di chiarire I'eventuale interazione funzale tra i due siti associati sono stati condotti
esperimenti utilizzando i due aplotipi mutagenizz#&nche in questo caso si ha una
diminuizione di attivita luciferasica in presenzall@dllele T in -57 (-21,5%), mentre la
presenza del solo allele di rischio -278G (aplotfpanon sembra sufficiente ad inibire la

sintesi di luciferasi (+11,1%).



Questi risultati sembrerebbero suggerire che i dlieli associati agiscano in maniera
sinergica diminuendo [I'attivitd luciferasica. Tufi@ solo l'allele -57T € in grado di
mantenere questa capacita inibitoria anche da soldifferenza dell’altro allele associato
—278G. Resta ancora da capire in che modo i duenttagiscano tra loro. Esperimenti
EMSA sono tuttora in corso, al fine di valutare ew€ntuale diversa affinita di legame del
recettore VDR con i quattro aplotipi esaminati. €@&remo inoltre di approfondire quale
ruolo possa avere il fattore NF1 nella trascrizideé GH, e in che modo agisca in presenza
dell’'altro allele in posizione -57.

Figura 3.
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CONCLUSIONI

In questo progetto di ricerca abbiamo investigafmotenziale ruolo funzionale di tre

polimorfismi presenti nel promotore del gene GHalzati in tre siti di legame per fattori di

trascrizione: -278T/G, -75A/G e -57G/T. Dall’'analgenetica, effettuata considerando sia

tutta la casistica di pazienti che pazienti grason( entrambi i picchi inferiori a 6 ng/ml),

possiamo trarre le seguenti conclusioni:

Sono risultate significativamente diverse nekzipati e nei controlli le frequenze
genotipiche dei polimorfismi in posizione -278 €7-3ocalizzati all'interno di siti di

legame dei due fattori trascrizionali NF1 e VDR.

L’aumentato O.R. risulta essere massimo in presdekzgenotipo omozigote —278GG/-
57TT. La significativita dell’associazione € maggice consideriamo solo i pazienti con

picchi secretori <6, nonostante questi siano saélo 5

Il linkage disequilibrium viene mantenuto estendefidnalisi di associazione anche ad
altri due SNPs: IVS41157 e LCR990. L'associazidealta pero significativa solo con il
polimorfismo 1IVS41157.

L’aumentato O.R. in presenza dell'aplotipo -278@&GFT/IVSATT pud essere spiegata
con due ipotesi: 1) gli alleli sono marcatori di aplotipo che porta la variazione di
sequenza direttamente coinvolta nella diminuitadpesone di GH, 2) le variazioni

associate contribuiscono al fenotipo in manierdta@do sinergica.

L’analisi funzionale, focalizzata finora soprattuul polimorfismo in —57 e sull'effetto
della vitamina D sull’attivita trascrizionale deHzindica che ci sia un effetto diretto del
polimorfismo —57T. Resta ancora da chiarire il cus¥olto dall’allele -278G.

La riduzione dell’attivita trascrizionale dovutal'alele G in posizione -75, vista in
precedenza in esperimenti di trasfezione, é statdermata mediante saggi EMSA. I
ridotto legame della sequenza —75G con Pit-1 pb&etssere dovuto a modificazioni

conformazionali della molecola di Pit-1 indotte dambiamento di base.



Il proseguimento del lavoro prevede, pertanto:

1) di estendere l'analisi di associazione ad altrimpotfismi nel gene GH-1;

2) di approfondire I'eventuale coinvolgimento fumzale del polimorfismo in -278 e una sua
interazione con —57. Questo € in fase di valutazimediante esperimenti di Gel Retardation,
per testare se ci sia una variazione nell'affididegame tra VDR e NF1 e i loro siti di

legame nel promotore del GH,;

3) di avviare una analisi di polimorfismi di altgeni che potrebbero essere coinvolti nel

deficit di GH. Un primo gene candidato potrebbeeesd/DR.

| risultati ottenuti sia dall’analisi genetica clia quella funzionale sembrano comunque
avvalorare l'ipotesi per cui nella maggior partemhzienti, soprattutto sporadici, il deficit di
GH abbia un'eziologiaultifattoriale , in cui piu fattori, genetici e ambientali, foro@o un
parziale contributo al fenotipo. Tra i fattori géinesembrano essere rilevanti polimorfismi

che contribuiscono alla regolazione della produzidnGH.



Materiali e Metodi

Pazienti IGHD. Lo studio include 151 pazienti Italiani sporadasienti un deficit

ipofisario isolato di GH. Per tali soggetti sonatstescluse in precedenza delezioni nel gene
GH-1. Nessuno dei pazienti presentava una stoticadina neonatale al’anamnesi, né difetti
congeniti, né patologie malformative od organidheazienti non hanno una storia familiare
di deficit di GH e i genitori non sono consanguineer tali soggetti sono state escluse in
precedenza mutazioni nei geni GH-1 e GHRHR. La rbag di deficit di GH é stata
confermata dai classici test provocativi con arggno clonidina o insulina. Tutti i pazienti
avevano un picco inferiore a 10 ng/ml dopo duedigest.

Controlli. Sono stati analizzati finora 168 soggetti dilgi@te corporatura normali, o

con statura inferiore alla media, tutti appartenariamiglie Italiane non consanguinee.

Amplificazione del gene GH-1. 1l gene dell’ormone della crescita fa parte dicluster

di geni con un elevato grado di omologia. L'intesaquenza del gene (2.7 Kb) é stata
amplificata mediante tecnica di PCR (Polymerase irChReaction) utilizzando primers
specificiper il GH-1 (GH32 forward: 5’ CCAGCAATGCTAGGGAAAG 3’; GH33 reverse:

5" TGTCCCACCGGTTGGGCATGGCAGGTAGCC 3’) che fianchéaup le due estremita
del gene e non amplificano gli altri geni dhlister.La reazione di PCR e stata effettuata in un
volume totale di 2%ul: 100 ng di DNA genomico, 10 pmoli di ciascun peimTris-HCI| 50
mM (pH 9), (NH;),SO, 15 mM, Triton X-100 0.1%, MgGiL.5 mM, dNTPs 25@M e 0.03 U

di DNA polimerasi High fidelity EXT (DyNAzyme EX™, Finnzymes). La reazione & stata
effettuata in un termociclatore per 35 cicli ciasawconsistente in 30 s a 94 °C, 30 s a 58 °C,
2 min a 72 °C e un’estensione finale di 10 min 8C2

Identificazione dei polimorfismi_nel Promotore. Il prodotto di PCR ottenuto

dall'amplificazione dell'intero gene GH-1 e statillimzato per una nested PCR che amplifica
la regione del promotore e il 5’UTR (da —608 a +&petto al sito di inizio di trascrizione).
La reazione di nested PCR é stata effettuata volume finale di 2511 con 1pl del prodotto
della PCR del gene completo, 10 pmoli dei primedd4Ge PR18 (:PR18 forward:
S5’ACCTGTAGATGGGACGGGGG 3'; GH4 reverse: 5" TTAAACATCGGGGGAGGAGG
3’), KCI 50 mM, 10 mM Tris-HCI (pH 8.3), MgGR2 mM , dNTPs 20@uM e 1 U di Ampli



Tag Gold DNA polimerasi (Applied Biosystem). La zeme e stata effettuata in un
termociclatore per 25 cicli ciascuno consistent80rs a 96 °C, 30sa 58 °C, 1 mina72°Ce
un’estensione finale di 5 min a 72 °C.

Sequenziamento.  Gli amplificati del promotore sono stati purificattilizzando gli

enzimi Esonucleasi | e Fosfatasi Alcalina a 37 & 30 min e a 80 °C per altri 10 min. |
prodotti purificati sono stati successivamente segiati con il kit Big-Dye terminator

(Applied Biosystem, Applera-Italia) e il sequenarat automatico ABI PRISM 3100 Genetic
Analyzer.

Preparazione dei costrutti. Per ottenere la regione in 5’ fiancheggiante eg&H-1
(da —608 a +59) e stata eseguita una nested PG&arido i primers PR7 e PR8 (PR7: 5
CAG TAA TAG GTA CCC CAG CAA TGC TCA GGG AAA 3’; PR8: 5" CAG TCA TCA
AGC TTC GCT AGG TGA GCT GTC CAC A 3'), contenenti i naokidi per gli enzimi di

restrizione Kpnl e Hindlll rispettivamente per PR7PR8 (sottolineati in sequenza), e |l

prodotto di PCR dell'amplificazione dell’intero gerprimers GH32-GH33). La reazione di
nested PCR e stata effettuata in un volume fine& @il con 2ul del prodotto della PCR del
gene completo, 10 pmoli dei primers PR7 e PR8;HG$50 mM (pH 9), (NH).SO, 15 mM,
Triton X-100 0.1%, MgGl1.5 mM, dNTPs 25@M e 0.004 U di DNA polimerasi con attivita
proofreading (DyNAzyme EXT™, Finnzymes). Per la reazione & stato impiegato un
termociclatore per 25 cicli ciascuno consistent80rs a 96 °C, 30sa 58 °C, 1 mina72°Ce
un’estensione finale di 5 min a 72 °C.

Il prodotto di PCR specifico della regione in Hricheggiante il gene GH-1 (da —608 a +59) e
stato clonato nel plasmide pM®lse utilizzando il kit pMOSIlue Blunt Ended Cloning
(Amersham Pharmacia Biotech). Il DNA plasmidica&st da almeno cinque cloni diversi &
stato sequenziato per verificare che non fosserseptti errori nella sequenza dovuti alla Taq
Polimerasi. | plasmidi sono stati in seguito digexon gli enzimi Kpnl e Hindlll, purificati da
gel di agarosio con il kit QIAquick Gel Extractid@IAGEN), e inseriti a monte del gene
reporter luciferasi dPhotinus pyralis nel vettore di espressione pGL3 (Promega). | pldism
ottenuti sono stati estratti (Plasmid Midiprep; @EN), sequenziati, ed utilizzati in saggi di

trasfezione transiente.

Mutagenesi. Per ottenere dei nuovi costrutti, che contenesselo uno dei due alleli
di rischio, e stata fatta una mutagenesi. Sono ifizzati due primer (PR-278T e PR-57G)



sul sito da mutagenizzare contenenti il nucleotidadificato (PR-278:5' CAG GTIGGC
CAC CAT GGC CTG @G CCA 3 PR-57G: 5" CTT GTGGCCCT TTT TAT ACC CTG
GCC CCT TCT CTC CCA CTG TT®CC CC 3)e che comprendessero il primo sito di
restrizione non presente altrove nel frammentoleoetempo assente nel plasmide (PR-278
con sito per Ball e PR-57 con sito per Apal, sot&dti in sequenza). Tali primer, in coppia
con un altro contenente anch’esso un sito unicoupeenzima di restrizione ( PR8 con sito
per Hindlll e PR7 per kpnl), sono stati utilizzger una nested PCR come descritto in
precedenza. Il frammento di PCR, una volta clona¢b plasmide pMOSBIlue, & stato
sottoposto ad una doppia digestione con gli enzapportuni (Ball/Hindlll; kpnl/Apal) sia
per il prodotto clonato che per il plasmide in durammento € stato inserito. | frammenti
cosi ottenuti sono stati sottoposti ad una reazoone’enzima T4 DNA Ligasi che consentiva
'inserimento nel corretto orientamento del prodatiutagenizzato nel vettore di espressione
pGL3.

Colture cellulari e trasfezioni. La linea cellulare MCF7, di carcinoma mammario
umano di origine epiteliale (ATCC HTB-22), é stat@sciuta in terreno D-MEM (Gibco
BRL) addizionato con 10% di FBS, L-glutammina, DuGsio 4500 mg/L, HEPES 25 mM,
penicillina 100 U/mL e streptomicina 100 pg/mL. ¢@ture cellulari sono state mantenute a

37°C in atmosfera umidificata con ¢@ 5%. 24 h prima della trasfezione le cellule sono
state seminate in piastre da 6 pozzetti (1503c@lule per pozzetto), La trasfezione & stata
effettuata in pozzetti contenenti® del reagente di trasfezione Fugene (Roche Didgsos
Molecular Biochemicals, IN, USA) e fug di DNA di ciascun costrutto. A 24 h dalla
trasfezione le cellule sono state incubate per 4&r 500 nM di 1,25(OHD3 diluita in
etanolo in terreno privo di siero.

Ogni esperimento é stato effettuato in triplicate.cellule sono state raccolte nel tampone di
lisi (125 mM Tris-HPQ,, 10 mM EDTA, 10 mM DTT, 50% glicerolo e 5% TritdrX-100)
dopodiché l'attivita della luciferasi & stata det@rata con un luminometro (Lucyl, Rosys
Anthos) utilizzando il kit Luciferase Assay SystéRromega). | dati dei singoli esperimenti
sono stati normalizzati in base al valore di bialmscenza relativo alla concentrazione

proteica di ciascun campione.

Electrophoretic Mobility Shift Assay. Gli estratti nucleari sono stati ottenuti daekn

cellulari GH4C1, mediante il metodo secondo Dignd®6]. Gli oligonucleotidi

(corrispondenti alla regione da -93 a —62 del promeodel GH-1) contenenti la posizione -75



[-75A: 5'-GCCCCATGCATAAATGTACACAGAAACAGG-3 and -7% 5'-
GCCCCATGCATAAATGTGCACAGAAACAGG-3'] sono stati sintezzati in entrambi gli
orientamenti, senso e antisenso, come molecolengolsi flamento. Gli oligonucleotidi
complementari sono stati prima incubati a 85°C tehpone di appaiamento, quindi
raffreddati gradatamente a 45°C, in modo da geearanriecole di DNA a doppio filamento.
Due oligonucleotidi commerciali a doppio filamenfGeneka Biotechnology) sono stati
utilizzati come controlli: un oligonucleotide Pitadild type corrispondente alla sequenza
consenso di legame per Pit-1 (5'-CCTGATTATATATATATRATGAA-3’) come controllo
positivo e un oligonucleotide Pit-1 mutato (5-CCABGGCGGTATCTGGATCATGAA-3)
come controlllo negativo. Gli oligonucleotidi sostati quindi marcati in 5'\32P]JATP con
'enzima T4 polynucleotide kinasi (Promega) e maéti come sonde negli esperimenti
EMSA.

L’estratto nucleare di cellule GH4C1 (1.5-4.0 p@ ytato incubato 20 min a temperatura
ambiente con 15 fmoli di sonde marcate in una rtasgeereazione contenente 10mM Hepes,
pH 7.9, 0.1 mM EDTA, 0.5 mM ditiottreitolo (DTT),06mM KCI, 1 pg of poly(dI-dC), 10%
glicerolo. Per esperimenti di “supershift” sondisaéggiunti 2ul di un anticorpo policlonale di
coniglio anti-Pit-1 (Geneka Biotechnology) e 2uludi anticorpo policlonale di coniglio anti-
EGR2 (Santa Cruz Biotechnology) alla mix di reaei@ incubati 20 minuti in ghiaccio. Le
sonde marcate sono state quindi aggiunte e lasaatecubare per altri 20 minuti a
temperatura ambiente. Per gli studi di competizemao state aggiunte le sonde non marcate
in eccesso di 50-, 100-, e 250- volte.

Le reazioni sono state quindi sottoposte a elettesi su gel di poliacrilammide al 5% (37,5:1
acrylamide:bisacrylamide), in TBE 0,25x (22mM Tisrato e 0,5 mM EDTA) a 150mV per
un’ora mezza circa. Il gel é stato seccato su d&tiatman 3 MM prima di essere esposto per

autoradiografiaa —80°C.

Analis statistica

La deviazione delle frequenze alleliche e genchipitra pazienti e controlli e stata

calcolata con il test del chi-quadng?), utilizzando tabelle di contingenza del tipo 2x2
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