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RESUMEN

La hiperplasia suprarrenal congénita (HSC) comprende un grupo de enfermedades
autosdmicas recesivas caracterizadas por la deficiencia de alguna de las enzimas que
participan en el metabolismo de esteroides suprarrenales (aldosterona y cortisol). En mas del
90% de los pacientes con HSC la enzima responsable es la 21-hidroxilasa como consecuencia
de mutaciones en el gen CYP21 que codifica para esta enzima. La enfermedad se presenta
con un amplio espectro de variantes clinicas caracterizadas por la deficiencia absoluta o
relativa de aldosterona.

La enzima 21-hidroxilasa tiene una expresion tejido especifica por lo que los estudios
de expresion de proteinas mutantes in vitre se han utilizado para evaluar ¢l efecto que tienen
sobre la actividad enzimdtica, las distintas mutaciones identificadas en pacientes con HSC.

Los estudios de expresion han permitido asociar distintas mutaciones con
determinados fenotipos, sin embargo, existen pacientes que expresan un fenotipo clinico més
severo del que pudiera predecirse a través de las mutaciones identificadas en ellos. Esto
sugiere que pudiera existir un efecto sinérgico sobre el abatimiento de la actividad enzimatica
al combinar distintas mutaciones.

En esta tesis se estudié el efecto de la co-expresidn de distintas formas mutantes de la
enzima 21-hidroxilasa, con el objeto de identificar posibles proteinas mutantes con efecto
negativo sobre la actividad de la enzima silvestre. El sistema de expresion utilizado se basé en
la infeccién de células COS-1 con virus recombinantes de vaccinia conteniendo distintas
formas mutantes del cDNA de la enzima. A diferencia de otros sistemas de expresion, en este
sistema, el cDNA es introducido a la célula a través de un proceso mediade por receptores
virales lo cual asegura un sistema de incorporacién de DNA sujeto a menos variabilidad
comparado con otros procesos de transfeccion de DNA como la electroporacién o la
incorporacion de DNA mediada por liposomas.

Nuestros resultados indican que tres de las cuatro mutantes estudiadas 1172N, V28IL,
y Cluster muestran un aparente efecto dominante negativo sobre la actividad de la enzima
silvestre, mientras que la mutante R356W no mostré tal efecto. La capacidad de las enzimas
mutantes para abatir la actividad de la enzima silvestre fue muy semejante para dos de ellas
(V281L y Cluster) mientras que la mutante 1172N tuve un efecto menor. Esto nos llevo a
sugerir distintos mecanismos responsables de este efecto dominante negativo, para al menos
dos de las formas mutantes que pudieran estar relacionados con la alteracidn en la estructura o

la funcién de cada enzima mutante.



INTRODUCCION

LA GLANDULA SUFRARRENAL

La glindula suprarrenal se localiza en la parte superior de cada rifién, consta de
dos drganos endécrinos conocidos como médula y corteza, cada uno es funcionalmente
distinto. La meédula suprarrenal secreta principalmente catecolaminas (adrenalina,
noradrenalina y dopamina), implicadas en distintas respuestas a estrés. La corteza
suprarrenal consta histologicamente de tres zonas distintas: zona glomerulosa,
fasciculada y reticular. En el humano en la zona glomerulosa se sintetizan
mineralocorticoides (principalmente aldosterona) involucrados en el equilibric de sodio
y el volumen del liquido extracelular, en la zona fasciculada se producen
glucocorticoides (principalmente cortisol) con miltiples efectos principalmente
catabélicos, sobre €] metabolismo de los carbohidratos y protelnas, y en la zona reticular

se producen andrdgenos.

BIOSINTESIS DE ESTEROIDES SUPRARRENALES

En la esteroidogénesis suprarrenal participan un grupo de enzimas
mitocondriales (P450;c y P450,1p) y microsomales (P450. ¥ P450174), de las cuales la
mayoria son citocromos P450 a excepcién de una de ellas, la enzima 3p-
hidroxiesteroide deshidrogenasa 3B-HSD (Finkelstein and Schaefer, 1979; White et al.,
1987a).

E! precursor de los esteroides es el colesterol, el cual es transportado a las
mitocondrias en donde es convertido a pregnenolona en una reaccién catalizada por la
enzima segmentadora de la cadena lateral del colesterol (P450scc), este es el paso
limitante en la sintesis de esteroides y es controlada por la disponibilidad del sustrato.
La pregnenolona es deshidrogenada en el reticulo endopldsmico para formar

progesterona en una reaccion catalizada por la 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3p




HSD) posteriormente, Ja progesterona se hidroxila en las posiciones 174, 21 y 11g por
las enzimas P450i7,, P450c, P450y,, respectivamente, para producir 17

hidroxiprogesterona, 11-desoxicortiso! y cortisel (White ef al., 1987a).

La via biosintética para la aldosterona es similar a la del cortisol, excepto por la
participacién de la enzima P450)7,, que no se expresa en la zona glomerulosa. Para la
sintesis de aldosterona, Ia pregnenolona es convertida a progesterona y sucesivamente
hidroxilada en las posiciones 21, 1lp y 18 para producir respectivamente,
desoxicortisona, corticosterona y 18 hidroxicorticosterona. En la etapa final de la
sintesis de aldosterona una misma enzima la P4501 1 cataliza ambas etapas de 1 1B y 18
hidroxilacién asi como también la oxidacion de la 18-hidroxicorticosterona (White er
al., 1987a).

Por lo tanto, la enzima 21-hidroxilasa (o P450c21) reconoce dos sustratos, 17-
hidroxiprogesterona y 11-desoxicortisol, cada uno de ellos involucrados en la ruta

biosintética de mineralo y glucocorticoides respectivamente (Fig. 1).
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Figura |. Biosintesis de esteroides cn corteza suprarrenal. El cortisol es sintetizado en la zona
fasciculada a partir del colesterol, en donde ésie es cortado para formar pregnenolona. La pregnenolona es
deshidrogenada para formar progesterona, que posteriormente se hidroxila en las posiciones 17a, 21y
11B, para producir cortisol. Para [a sintesis de aldosterona fa pregnenelona es convertida a progesierona e
hidroxilada en las posiciones 21, L1B y L8. En la ctapa final de la sintesis de aldosterona la enzima
P45011p cataliza las etapas de hidroxilacién en las posiciones 11 y 18, como también otra actividad

adicional de oxidacién de la 18-hidroxicorticosterona.

PROPIEDADES ENZIMATICAS DE LOS CITOCROMOS P450

Los citocromos P450 son enzimas que contienen un grupo hemo y se encuentran
unidas a membrana mitocondrial o microsomal, con un peso molecular aproximade de
50 Kd. Los P450 participan en el metabolismo oxidativo de esteroides, dcidos grasos,
prostaglandinas, leucotrienos y drogas (Ortiz, 1986; Ruckpaul, 198%). Algunos P450 se
expresan en el higado o en pulmén y son inducidos por una variedad de drogas y otros
xenobidticos tales como fenobarbital e hidrocarburos aromaticos policiclicos (New e/

al, 1989). Los citocromos P450 catalizan reacciones con funcién monooxigenasa u




oxigenasa-mixta, €n fas cuales un dtomo del oxigeno molecular es transferido al sustrato

(R) y el otro es reducido a H,O.

RH + 0; + NADPH + H' — ROH + H,0 + NADP'

El sistema monooxigenasa de los citocromos P450 incluye un citocromo P450
reductasa dependiente de NADPH, el propio citocromo P450 y los componentes
fosfolipidicos de membrana. Existen diferencias entre los sistemas de transferencia de
electrones de los citocromos P450s mitocondriales y microsomales, aunque ambos
reciben los electrones del NADPH. Los citocromos P450 mitocondriales utilizan una
proteina no hémica como la adrenodoxin reductasa (flavoproteina) ¥ {a adrenodoxina,
en contraste con los citocromos microsomales, que utilizan una flavoproteina diferente
llammada citocromo P450 reductasa, Los electrones del NADPH son transferidos via
reductasa a la adrenodoxina, la cual transfiere los electrones a una forma férrica oxidada
del citocromo P450, la forma ferrosa del P450 activa al O para finalmente hidroxilar al

sustrato.

Ciclo de reaccién de los citocromos P450

Los citocromos P450 catalizan la reaccién de mono-oxigenacién de una variedad

de moléculas organicas mediante el siguiente mecanismo multi-enzimatico.

Fe ** + RH —» RH-Fe* n
RH-Fe** + ¢’ > RH-Fe** @)
RH-Fe** +0; - RH-Fe*' - 0-0 3)
RH-Fe¥* - 0-0 + ¢ - Fe > + H,0 + ROH @

En la ctapa |, el sustrato RH se une directamente sobre la superficie del grupo
hemo adyacente al sitio de uni6n del Os. En la etapa 2, un electrén es transferido del
NADPH para reducir el dtomo de hierro de estado férrico (Fe®*) a ferroso (Fe**). En la

etapa 3, el O, se une al complejo enzima-sustrato por tedio del hierro del grupo hemo.




Finalmente, en la etapa 4, un segundo clectrén del NADPH se transfiere al complejo
enzima-sustrato-O;, en este paso un dtomo del oxigeno es reducide a H,O y el otro es
utilizado para hidroxilar al sustrato, que posteriormente es liberado de la enzima como

ROH (Poulos, 1995).

Caracteristicas espectroscopicas de los citocromos P450

Las caracteristicas espectroscopicas de los citocromos P450 son utilizadas
ampliamente para el andlisis cualitativo y cuantitativo de este tipo de proteinas, en
muchos casos sin necesidad de una purificacién extensa. Una caracteristica que
distingue a todos los citocromos P450s es el pico méximo de absorcion a 450 nm que
presentan al unirse con mondxido de carbono y reducirse con el agente reductor
ditionita. De esta caracteristica de absorcion es que reciben el nombre de P450s (Omura
and Sato, 1964).

La primera etapa del ciclo de reaccidn de hidroxilacién de este tipo de enzimas
se determina por la formacién del complejo enzima-sustrato. Las caracteristicas
espectroscopicas de este complejo dependen del tipo de sustrato unido. Si el sustrato
que se une lo hace a residuos de aminodcidos no polares del sitio activo de la proteina,
al ser hidroxilados inducen un cambio de absorcién con un pico miximo a 425-435 nm
y un minimo 385-390 nm, que se conoce como espectro diferencial tipo 1. Otro tipo de
compuestos, los cuales se asumen que se unen directamente al grupo hemo, inducen un
cambio de absorcion con un pico méximo a 390-410 nm y un minimo de 425-435 nm, a
lo cual se le conoce como espectro de tipe 1I. La mayoria de estos compuestos acthan

mads como inhibidores que como sustratos (Ortiz, 1986; Ruckpaul, 1989),

Los P450 involucrados en el metabolismo de esteroides muestran una amplia
especificidad por el sustrato ya que intervienen en la formacion de importantes
intermediarios metabdlicos. El amplio rango de sustratos usados por P450s
extrasuprarrenales hace suponer que el sitio de unidn a sustrato muestra un amplio

rango de tamaiios, formas y flexibilidad (Poulos, 1995).



LA HIPERPLASIA SUPRARRENAL CONGENITA

La hiperplasia suprarrenal congénita (HSC) representa un grupo de
enfermedades monogénicas con herencia autosémica recesiva {New et al.,, 1989). Estas
enfermedades se caracterizan pot la actividad ausente o disminuida de alguna de las
enzimas que participan en la biosintesis de mineralo y glucocorticoides en la corteza
suprarrenal (New et al., 1989). En mas del 90% de los pacientes con HSC la enzima que
se encuentra afectada es Ja 2}-hidroxilasa debido a mutaciones en el gen que codifica
para esta enzima CYP21B (Higashi er al., 1988b; White e al., 1988).

CONSECUENCIAS BIOQUIMICAS EN LA DEFICIENCIA DE LA ENZIMA
21-HIDROXILASA

La deficiencia de 21-hidroxilasa provoca una disminucion en la sintesis de
cortisol y aldosterona. La disminucion en la sintesis de cortisol resulta en un aumento en
la secrecion de ACTH (hormona adrenocorticotrdfica) lo que estimula constantemente a
la corteza suprarrenal, con la subsecuente hiperplasia. El defecto primario en la
deficiencia de 21-hidroxilasa es la sobreproduccién y acumulacion de precursores de la
enzima proximos al bloqueo (progesterona y 17-hidroxiprogesterona) y el desvio de
estos hacia la sintesis de andrégenos. Las nifias afectadas con HSC presentan
ambigitedad genital al nacimiento debido a la exposicién elevada de andrdgenos. En
ambos sexos, posterior al nacimiento se manifiesta crecimiento 6seo rapido, con
maduracion esquelética acelerada, cierre prematuro de la epifisis y corta estatura cuando

llegan a la edad aduita (New et al., 1989).



Participacion de la aldosterona en Ia fisiologia renal

La aldosterona es fundamental para regular la absorcidn de iones contenidos en
el liquido extracelular que diariamente filtran los glomérulos renales (del orden de 180
litros), de manera que cuande esta hormona falta el rifion no puede mantener las
concentraciones normales de Na' en sangre y en fluidos extracelulares (que son del
orden de 130-140 mM) y que son eliminados por la orina. Ante la incapacidad de
mantener también niveles dptimos de K y HY, ya que al tiempo que se incrementa la
absorcién de Na* en el rifin, se aumenta la secrecion de K, se produce un inadecuado
intercambio de iones con el liquido intracelular y sobrevienen hipotension, crisis
cardiovascular, colapso y eventualmente la muerte (Speiser er al., 1992).

Durante el desarrollo embrionario, el producto con actividad deficiente o
totalmente carente de 21-hidroxilasa no sc¢ ve afectado ya que son los rifiones de la
madre los que llevan acabo esta tarea. Sin embargo, esta deficiencia se manifiesta
durante las primeras semanas de vida del neonato como crisis de pérdida de sal.

A la aldosterona se le han atribuido una serie de funciones en ei tibulo distal de
la nefrona asi como en otras células epiteliales como las gldndulas salivales, como la
estimulacién del transporte de Na' extracelular activando los canales de Na'y la bomba

de N"-K'-ATP'asa, y la activacion de la transcripcién de algunos genes para el

transporte de Na' (Verrey, 1999).

FENOTIPOS CLINICOS EN LA DEFICIENCIA DE LA ENZIMA 2I-
HIDROXILASA

Esta enfermedad presenta una amplia gama de manifestaciones fenotipicas,
clasificdndose en dos grupos: La forma severa o clisica que incluye a los fenotipos
perdedor de sal y virilizante simple, con una frecuencia aproximada de 1/14000
nacimientos (Pang et al., 1988; Miller and Morel, 1989). La forma atenuada o no clésica
afecta entre un 2-3% de los Europeos del Este, a los Judios y, aproximadamente al 1%

de los individuos en la poblaci6n general (Speiser ef al., 1985).



Fenotipo perdedor de sal

La caracteristica que distingue a este fenotipo es la deficiencia absoluta de
aldosterona. Las manifestaciones clinicas como vémito y deshidratacion severa
aparecen en las primeras semanas de vida. Si el padecimiento no es reconocido a tiempo
los nifios mueren en e! periodo postnatal por choque hipovelémico. Los individuos que
manifiestan este fenotipo portan mutaciones que alteran severamente la actividad de la

enzima 21-hidroxilasa, lo cual resulta en la incapacidad para producir aldosterona.

Fenotipo virilizante simple

En estos sujetos se produce suficiente aldosterona para reducir las consecuencias
derivadas de la baja retencién de electrolitos. Se considera que en estos pacienies, la
enzima conserva actividad residual, aunque esta es muy baja (2%). En estos pacientes el
principal problema es la sintesis deficiente de glucocorticoides, principalmente cortisol.
Debido a la regulacitn positiva sobre las enzimas de esta via, la falta de cortisol provoca
un aumento en la secrecidn de ACTH, lo que a su vez ocasiona la elevacién de los
niveles de diversos intermediarios provocando el desvio de estos a la sintesis de
andrégenos resultando en virilizacién pre y postnatal. En individuos del sexo femenino
se manifiesta como ambigiledad genital. Los individuos masculinos escapan al
diagnéstico después del nacimiento y es hasta los 4-7afios de edad cuando presentan
pubertad precoz, con aparicion de vello pubico, axilar y facial, ademds de tener edad
Gsea avanzada (Miller and Morel, 1989).

Fenotipo no cldsico

Es la forma méas comtin de HSC, existen desde formas cripticas o asintornéticas
(principalmente en varones) hasta formas clinicas con signos como hirsutismo, acné o
infertilidad y en las mujeres oligomenorrea (Jones and Jones, 1954). Los pacientes con

este fenotipo clinico muestran alelos con actividad parcial que retienen entre un 25 y




50% de la actividad normal (Tusié-Luna ef af., 1991; Speiser ef al., 1992b; Helmberg ef
al., 1992),

BASES MOLECULARES DE LA DEFICIENCIA DE LA ENZIMA 21-
HIDROXILASA

El gen que codifica para la enzima 21-hidroxilasa (CYP21) pertenece a la
familia de genes que codifican para citocromos P450. Se localiza en el brazo corto del
cromosoma 6 {en la banda 6p21.3) dentro de la regién de la clase 1il del complejo
mayor de histocompatibilidad HLA, (Fig. 2). La estructura det gen comprende 10
exones y 9 intrones y contiene 3.1 Kb (White er al., 1986; Higashi et al., 1986;
Rodrigues et al., 1987). La mayoria de los genes que se encuentran en esta region tienen
la particularidad de estar duplicados (Gitelman er al., 1992) incluyendo al gen CYP21
que tiene un gen homoélogo denominado CYP2IP. Ambos genes se encuentran
adyacentes a una distancia aproximada de 30 Kb y entre cada uno de ellos se localizan,
los genes C4A y C4B que codifican para el factor cuatro de! complemento sérico (White
et al., 1985, 1986; Higashi et al., 1986). El gen y el pseudogen tienen un 98% de

homologia en la regién codificadora y un 96% en los intrones (Rodrigues et al., 1987).

A CyP21 CYP21P
Cq4 | C4 THF

op DQ DR B A BfC2 a b B CA

Compiejo HLA en el cromesomo bp

Figura 2. Arreglo de genes en el complejo mayor de histocompatibilidad HLA en el brazo corto del
cromosoms 6, El centrémero estéd representado por un ¢irculo, los niimeros romanos indican las clases
del complejo mayor de histocompatibilidad, los genes CYP21 y CYP2IP (gen y pseudogen de 21-
hidroxilasa respectivamente) estdn localizados en la regién de la clase I altemmados con dos genes que
codifican para el cuarto componente det complemento sérico {C4B y C4A). TNF son los genes del factor

de necrosis tumoral.




El andlisis de secuencia entre el gen y el pseudogen muestra que este iltimo
posee multiples mutaciones que impiden la sintesis de la enzima funcional. Estas
mutaciones incluyen una eliminacién de 8 pares de bases en el exén 3 (GAGACTAC)
{White er al., 1988), una inserci6n de una base en el exon 7 (Mornet et al., 1991), ambas
provocan corrimiento del marco de lectura v terminacién prematura de la traduccion. -
Ademds, el pseudogen posee 15 mutaciones puntuales, de las cuales 10 resultan en una
sustitucién de aminodcidos y una produce un coddén de paro. Muchas de estas
mutaciones se han identificado en el gen funcional (CYP21) de pacientes con HSC. Por
esta razén se ha propuesto que eventos de conversion génica generan la transferencia de
mutacicnes puntuales del pseudogen al gen funcional (Higashi er al., 1988a).

Los alelos que tienen mutaciones puntuales son los mas frecuentes en pacientes
con deficiencia de la 21-hidroxilasa representando més de dos terceras partes de los
alelos mutantes descritos en todas las poblaciones estudiadas hasta el momento (Morel
et al., 1989, Speiser ef al., 1992b; Wilson et al., 1995a).

Adicionalmente, se han identificado mutaciones que no se encuentran en el
pseudogen. El efecto de algunas de estas mutaciones ha sido estudiado a través de

ensayos de expresion in vitro {Melmberg ef al., 1992; Nikoshkov et al., 1997).

Mutaciones identificadas en pacientes con deficiencia de la enzima 21-hidroxilasa

Se han identificado distintas mutaciones en el gen que codifica para la enzima
21-hidroxilasa (CYP21) de pacientes con HSC, entre las que se encuentran
eliminaciones parciales o totales del gen, 29 diferentes mutaciones puntuales entre las
que existen aquellas que afectan el procesamiento del RNA mensajero (Higashi ef al.,
1988a; Lajic and Wedell, 1997}, mutaciones que cambian un aminodcido por otro
(Tusié-Luna et al., 1991} y mutaciones que generan codones de terminacion (Higashi e
al., 1988b; Tusié-Luna er al., 1991; 1990; Speiser er af., 1992b; Lajic and Wedell,
1997).

Para la mayoria de las mutaciones identificadas en los pacientes con deficiencia
de 21-hidroxilasa se conocen las frecuencias alélicas en distintas poblaciones,

inciuyendo poblacion Mexicana como se muestran en la Tabla 1.




Distintas mutaciones se han asociado a la expresién de distintos fenotipos

Las mutaciones que frecuentemente se asocian a la forma perdedora de sal son
aquéllas que abaten completamente la sintesis de la proteina o dan como resultade una
proteina inactiva, entre estas se incluyen: a) las eliminaciones parciales o totales del gen
CYP21, b) la mutacién del intrdn 2 que se localiza 13 bases antes del inicio del ex6n 3,
mutacion afecta el procesamiento de RNA mensajero y es la que se encuentra con
mayor frecuencia en pacientes con esta entidad clinica (Higashi ef af,, 1988b, 1991), ¢}
mutaciones que afectan el marco de lectura traduccional y que generan codones sin
sentido como la eliminacién de 8 pares de bases en el exén 3, el cambio en el exén 8
Glu 318 a coddn de terminacién. Por dltimo una mutacidn puntual que provoca un
cambio de aminoacido en el exdn 8 (Arg356 por Trp) situado en el sitio probable de
unién a sustrato (White, 1987b; Picado and Miller 1988; Chiou er af., 1990) y una
mutacion que cambia tres aminodcidos contiguos (1236-Val237, Met239 por Asn-Glu-
Lys) en el exén 6 conocida como mutacion en Cluster (Globerman ef af., 1988; Tusié-
Luna ef al., 1990; Speiser e al., 1992b).

La forma virilizante simple ha sido asociada con la mutacion de 1le172 por Asn
localizada en ex6n 4 (Tusié-Luna er al., 1990; Chiou er al., 1990}

La forma no clasica se ha asociado con la mutacidén Val281 por Leu en exén 7
(Speiser et al., 1988, 1992b), con la mutacién Pro30 por Leu localizada en el exdn |
(Tusié-Luna ef al., 1991) y con una mutacidn en exdn 10 Pro453 por Ser (Hemberg er
al., 1992).

Distintos reportes sugieren que hasta un 45% de los pacientes son heterocigotos
compuestos {distinlas mutaciones en alelo paterno y materno) y aproximadamente un
20% de todos los alelos en pacientes tienen mds de una mutacion, sugiriendo que el
rango tan amplio de expresién fenotipica es debido a la gran heterogeneidad de alelos
mutantes (Speiser ef al., 1992b; Wedell and Luthman 1993; Wilson et al., 1995b).




Localizacién Mutacidn Poblacién Referencias Poblacién
general Mexicana
El W22—Terminacion NR 0
E2 P30 17 {Tusié-Luna er 2., 1991) 8.5
[1 A->G NR v
2 AIC 5 G 26-42 (Higashi er al,, 1991; 479
Owerbach ef al,, 1990;
Wilson et al., 1995a)
E3 P105 > L NR 0
E3 Del 8 pb 7.5-10 {Wilson e/ al., 19954; 2.1
Carrera ef af., 1996)
Ed4 Nn72—N 7.5-10 (Higashi et al., 1991) 0
E6 Cluster 3 (Higashi et al., 1991)
1236 -»N
V237 3Q
M23% L
E71 V281 L 10.6 (Wilson et al., 1995a) 8.5
E72 Insercidbn de T 1 {Higashi er al., 1991; 1.0
Speiser ef al., 1992b)
7 CG NR 0
E8t G318 = Terminacion 3-7 (Globerman ef al., 1988; 4.2
Owebach ef al., 1990)
E82 R356>W 14 (Carrera ef al., 1996; 1.4
Higashi er al., 1991)
E9 W406 —»Terminacién NR 0
E10 P453— S NR 2.1
E10 R483—> P NR (Nikoshkov er af., 1998) 0
Del Delecion del gen 11-35 (Wilson er al., 1995a; 1.0

CYP21

Araujo er af., 1996;
Owerbach et al., 1990)

Tabla 1. Frecuencias alélicas de distintas mutaciones puntuales y la delecién del gen CYP21 en

poblacién Mexicana (Ord6fiez et af., 1998) y otras poblaciones. Se muestran las sustituciones de

aminoacidos y los cambios de base para las mutaciones intrénicas. NR = Frecuencia no reportada, Del =

Delecién del gen, E = Exdn, [ = Intrén, 0 = no se encontré la mutacién.



CONSECUENCIAS FUNCIONALES DE DISTINTAS MUTACIONES EN EL
GEN QUE CODIFICA PARA LA ENZIMA 21-HIDROXILASA

Ya que la enzima 21-hidroxilasa se expresa Gnicamente en corteza suprarrenal,
no es posible estudiar la actividad de distintas enzimas mutantes directamente ¢n sangre
de pacientes como se hace, por ejemplo, para estudiar la actividad de la enzima
fenilalanina-hidroxilasa en pacientes con fenilcetonuria (Okano et al, 1991). Sin
embargo, mediante estudios de expresidn in vitro, ha sido posible evaluar el efecto de
distintas mutaciones identificadas en pacientes. Utilizando ensayos de expresién en
células en cultivo con virus recombinantes de vaccinia, se demostrd que la mutacidn
Val281 por Leu conserva una actividad del 20-50% (para hidroxilar progesterona y 17-
hidroxiprogesterona respectivamente), comparada con la exhibida por la enzima normal
(Tusié-Luna es af., 1990). La mutacidén Ile172 por Asn se traduce en una actividad
residual del 2% (Tusié-Luna ef al., 1990; Chiou et al., 1990}, mientras la mutacién en
Cluster del exén 6 1le236-Val237-Met239 por Asn-Glu-Lys, y la mutante con la
sustitucién de Arg356 por Trp no mostraron actividad enzimética (Chiou ef al., 1990).
En otro estudio relacionado, se mostrd que la mutante Pro30 por Leu conservaba un
30% de la actividad normal (Tusié-Luna er al., 1991), mientras que la mutante Pro453
por Ser mostré reduccién de la actividad de la enzima hasta de un 50% para hidroxilar
17-hidroxiprogesterona y de un 20% para metabolizar progesterona (Helmberg ef al.,
1992).

Las mutaciones puntuales que frecuentemente se asocian a la forma perdedora
de sal, inhiben completamente la actividad de la proteina, como la mutacion en Cluster
en el exdn 6 1236-Val237, Met239 por Asn-Glu-Lys (Globerman et af., 1988; Tusié-
Luna er al,, 1990; Speiser er al., 1992b) y la mutacién Arg356 por Trp en el exén 8
situada en el posible sitio de unién a sustrato (White, 1987b; Picado and Miller, 1988;
Chiou et al., 1990).

La forma virilizante simple ha sido asociada con la mutacién de Ile172 por Asn
localizada en exdén 4, esta mutante conserva una actividad enzimética residual de 1-2%
(Tusié-Luna et al., 1990; Chiou et al., 1990). Por ltimo, la forma no cldsica se ha
asociado con la mutacion Val281 por Leu en exdn 7, la cual retiene entre un 20-50% de

actividad enzimatica (Speiser ef al., 1988, 1992b), la mutacion Pro30 por Leu localizada




en el exdn 1, que conserva entre un 30-60% de actividad enzimética (Tusié-Luna ef al.,
1991) v a una mutacién en el exdén 10 Pro433 por Ser, que al igual que la mutacion
anterior resulta en una actividad enzimatica disminuida entre un 30-60% de la actividad

normal (Hemberg et al., 1992).

SISTEMA DE EXPRESION PARA LA ENZIMA 21-HIDROXILASA

Entre los distintos sistemas que se han usado para expresar citocromos P450s de
mamiferos usando cDNA se pueden mencionar los siguientes: baculovirus para infectar
células de insecto en cultivo (Asseffa er al, 1989), levaduras (Saccharomyces
cerevisiae) (Wu et al., 1991, 1991; Hu ef al., 1996; Hsu er al., 1996), virus de vaccinia
para infectar ¢élulas de mamifero en cultivo (Tusié-Luna er al., 1990, 1991; Helmberg
et al., 1992), y distintos procedimientos de transfeccién de células COS-1 entre los que
se encuentran: fosfato de calcio, liposomas, electroporacion (Chiou ef al., 1990; Wu et
al., 1991, 1991; Hu er al., 1996; Lajic ef al., 1997; Nikoshkov ef al., 1997).

La expresion in vitro de las proteinas recombinantes de 21 hidroxilasa con el
sistema del virus de vaccinia y células COS-1, permite la expresién de niveles altos de
la proteina recombinante aproximadamente 2% de la protcina total (Tusié-Luna et al.,
1990). Este sistema, difiere de otros en que la transcripcion ocurre en el citoplasma de la
célula, y posee una autonomia de las funciones de la célula huésped (Mackett er
al.,1984). En el sistema de expresién de vaccinia empleado fue posible también
incrementar la cantidad de holoenzima mediante la adicién exdgena de precursores del
grupe hemo al medio de cultivo, como protoporfirina 1X y transferrina los cuales
incrementan la conversion de sustrato en un 15% (Tusié-Luna et al., 1990).

Las células COS-! ademas de Jlevar acabo la sintesis de proteina recombinante,
permiten la insercién de la proteina a la membrana de reticulo endoplasmico y su
asociacion con la NADPH reductasa (que se expresa endogenamente), conviertiendo la

proteina sintetizada en funcionalmente activa (Zuber ef af,, 1987, 1988).



ESTUDIOS DE CORRELACION FENOTIPO-GENOTIPO EN LA
DEFICIENCIA DE 21-HIDROXILASA.

Los pacientes con deficiencia de la enzima 2 1-hidroxilasa muestran una gama de
fenotipos clinicos, que van desde las formas mas severas con signos de virilizacién y
desbalance electrolitico en pacientes recién nacidos, hasta las formas aparentemente
asintomd4ticas presentes en adultos jévenes. Esta gran heterogeneidad en la presentacion
clinica se explica al menos parcialmente, por la gran heterogeneidad de alelos mutantes.
Distintos reportes sugieren que hasta un 45% de los pacientes son heterocigotos
compuestos (poseen distintas mutaciones en cada uno de los genes paterno y materno) y
aproximadamente un 20% de todos los alelos en pacientes tienen mas de una mutacidn
e.g. alelos con mutaciones maltiples, (Speiser et al., 1992b; Wedell and Luthman, 1993,
Wilson er af., 1995b).

Algunas mutaciones se han asociado més frecuentemente a un determinado
fenotipo clinico (e.g. mutaciones sin sentido se encuentran frecuentemente en pacientes
con el tipo perdedor de sal). Sin embargo, existen pacientes donde las mutaciones
identificadas no parecen correlacionar con el grado de afectacién clinica. Para algunos
de estos pacientes en donde las mutaciones identificadas dentro de la regién
codificadora y/o los intrones del gen predicen un fenotipo clinico atenuado, se ha
postulado que pudieran existir adicionalmente, mutaciones en la regién promotora del
gen que tuvieran un efecto negativo sobre la transcripcién del mismo (Wilson et al,
1995b). Por otro lado, en aquellos pacientes portadores de mutaciones severas que
afectan gravemente la funcién de la proteina y que no muestran un cuadro clinico grave,
se ha postulado la existencia de otre citocromo P450 expresado fuera de la gldndula
suprarrenal, que pudiera sustituir al menos parcialmente la funcién de la enzima 21-
hidroxilasa (Mellon et al., 1989).

Adicionalmente, se ha reportade que la combinacién de distintas mutaciones
parecen tener un efecto sinérgico sobre la alteracion de la actividad enzimdtica
(Nikoshkov et al., 1997). Esto sugiere que la combinacién, el nimero y tipo de
mutaciones presentes en un mismo alelo o bien en distintos alelos determina el grado de
actividad enzimdtica in vivo. Por lo tanto, estudios de expresién in vitro utilizando

cDNAs con mutaciones miltiples o bien estudios de co-expresion de distintas formas



mutantes podrian ser Gtiles para el establecimiento de la correlacién fenotipo-genotipo

en esta entidad clinica.

RELACION ESTRUCTURA-FUNCION DE LA ENZIMA 21-HIDROXILASA

Mediante el alineamiento de secuencia de cinco citocromos P450s bacterianos,
entre los que se encuentran: P450bm-3 (Ravichandran et al., 1993), P450cam (Raag et
al., 1993), P450terp (Hasemann et al., 1994), P450eryf {Cupp-Vicker and Poulos,
1995), y P450nor (Park et al., 1997), se propuso un modelo de estructura tridimensional
(3D) para la enzima 21-hidroxilasa de humano. Este modelo se basa en ¢l alineamiento
del citocromo P450bm-3, el que es més parecido estructuralmente al de los mamiferos,
compartiendo una identidad de secuencia de 22.7% con la enzima 21-hidroxilasa.

Estructuralmente, la molécula de 21-hidroxilasa puede dividirse en dos regiones:
la region amino terminal, con una identidad de secuencia del 15% v la region carboxito-
terminal de un 25% con respecto @l citocromo P450bm-3. La mayoria de los
aminodcidos conservados se localizan en la parte carboxilo-terminal, mientras que en la

parte amino se encuentran los cambios méis importantes en la secuencia de la proteina.

En este alineamiento se observa que coinciden perfectamente elementos de la
estructura secundaria, sin embargo existen regiones no conservadas entre las cuales se
encuentran: la hélice B, la regién carboxilo terminal de la hélice F y el extremo amino
terminal de la hélice G. Existen también diferencias entre las longitudes de las hélices F
y G asi como en la unién entre ambas (Gotoh, 1992). Las hélices B muestran distintas
orientaciones en los diferentes P450 y no siempre estan presentes (Poulos, 1995).

En base a la variabilidad de las secuencias de los citocromos P450s se definieron
seis regiones estructuralmente importantes (SRSs) cntre las que se encuentran: a) la
regidn SRS1 cercana a la hélice B, b) la region SRS2 que se localiza en el extremo
carboxilo-terminal de la hélice F, ¢) la region SRS3 se localiza en extremo amino-
terminal de la hélice G, d) la region SRS4 que se localiza en el centro de la hélice I, e) la

region SRSS se localiza después de la hélice K y la integra una parte de la cadena 4 de




la hoja 1y, por Gltimo, f) la regién SRS6 que se localiza en el giro entre [a cadena 1 de
la hoja 4 y el extremo de la hoja 6 (Gotoh 1892, Fig. 3},

Figura 3. Modelo de Ia estructura tridimensiona) de Ia proteina 21-hidroxilasa de humano. Se

muestran las hélices y los residuos afectados por algunas mutaciones. La regién de amino#cidos en donde

s¢ encuentra el residuo de Cisteina se muestra en color amarilto, y los residuos que participan en la

interaccion redox se muestran en color verde. Figura tomada de Mornet and Gibrat (2000).




Dominios especificos de la proteina

Dentro de los residuos conservados en la estructura tridimensional de la proteina
se encuentran Glu 351 y Arg 354 en la hélice K y Arg 408, asi como los residuos Tyr
295 y Glu 294 localizados en la mitad de la hélice I, que pueden ser importantes para la

catalisis.

El residuo Cys 428 es el que se une covalentemente al grupo hemo, pero se
necesitan cuatro residuos mds para que exista una coordinacion apropiada, entre los que
se encuentran el residuo Arg 426 (localizado en la hendidura Cys), los residuos Trp 116
y Lys 120 que se localizan en la hélice C (en ¢l caso de P450bm-3 Trp 96 e His 100
respectivamente) v, finalmente, un residuo cargado positivamente que en la mayoria de

los P450 es uno, pero que en 21-hidroxilasa son dos, His 365 y Arg 366.

En la tabla 2 se resumen las regiones y los residuos involucrados en el contacto
con e! sustrato, entre los que se encuentran los residuos de la hoja 1, especialmente

aqueltos que s localizan en las cadenas 2, 3 y 4 y los residuos pequefios de la hélice A.

Cadena pf1-2 R47, Y51

Cadena p1-4 P329, A330 SRSS
Cadena B!-3 M354

Hélice A . L29

Hélice B' L75, V78 SRS}
Hélice I 1263, A264 SRS4
Retorno B L437, T438 SRS6

‘Tabla 2. Residuos involucrados en contacto ¢con el sustrato de acuerdo a Li and Poulos (1997).

Por altimo, se ha propuesto que los extremos del giro entre las hélices F y G

puede ser la entrada al sitio activo.




Localizacion de las mutaciones reportadas en pacientes dentro del modelo

tridimensional de Ia proteina.

Para cada aminodcido conservado asi como para cada mutacién reportada en
pacientes con deficiencia de 2 1-hidroxilasa se identificé la localizacién del aminoacido
correspondiente en el modelo tridimensional {Mornet and Gibrat, 2000; Zurutuza ef af
.,1999), Este modelo permitié definir regiones funcionalmente importantes en la
molécula, entre las que se encuentran: 1) los aminodcidos vecinos al grupo hemo, 2} los
aminoacidos del sitio catalitico de la enzima, 3) los dominios de unién a sustrato y 4) el

grupo de aminodcidos que definen la interaccidn con el sisterna de oxido-reduccion.

La correlacidn entre los datos clinicos aunado al efecto funcional que provocan
distintas mutaciones, permitié proponer el posible efecto de cada una de estas
mutaciones sobre la estructura tridimensional v la funcién de la proteina. Dichos efectos
pueden explicarse por la localizacién del aminodcido en la estructura, y por la
naturaleza bioquimica de estos cambios, entre los que pudieran encontrarse rupturas de
enlaces de puentes de hidrgeno, la compactacién de la estructura tridimensional, y

cambios en la hidrofobicidad.

CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES Y FUNCIONALES DESCRITAS DE
MUTANTES DE LA ENZIMA 21-HIDROXILASA

Mutante [172N (Ile—Asn)

Esta mutacién se ha asociado con mds frecuencia a pacientes con el fenotipo
virilizante simple de HSC (Amor er ol,, 1988). Mediante estudios de expresién in vitro
con proteinas recombinantes se mostré que esta enzima mutante retenia entre el 1y 2%
de la actividad enzimadtica (Chiou ef al., 1990; Tusié-Luna et ai., 1990).

El residuo lle (Isoleucina) en la posicion 172, se encuentra conservado entre
citocromos P450s de distintas especies, lo cual sugiere que puede tener una funcién

importante en la estructura de la proteina (Nelson and Strobel, 1983). El residuc




correspondiente en el citocromo P4501IB forma parte de la sefial de anclaje a la
membrana (Monier ef al., 1988) y se ha propuesto que pudiera tener un papel similar en
la enzima humana (Amor et al., 1988; Chiou et al., 1990).

En estudios de expresién de la proteina mutante en células eucariontes en cultivo
se determind mediante fraccionamiento subcelular ¢ inmunodeteccion que esta proteina
se encontraba en el citosol (Tusié-Luna ef al., 1990).

En un estudio relacionado, al expresar la proteina mutanie en una linea celuiar
estable de rata, se demostr6 mediante inmunofluorescencia que la proteina se
encontraba unida a membrana de reticulo endoplasmico (Hsu et al., 1996).

A través de un ensayo de transcripcién-traduccidn in vitro, se evalud la
integracion a la membrana, la scparacién de las fracciones soluble e insoluble (unida a
membrana), se demostré que la proteina tiene una integracién eficiente a la membrana
(Hsu et al., 1996).

Al expresar la proteina en levaduras y purificarla parcialmente a parir de
microsomas, se demostré mediante digestién con proteinasa K la presencia de una
conformacién parcialmente desplegada de la proteina (Hsu ef al., 1996).

En dicho estudio se determind mediante inmunoprecipitacion que la cantidad de
apoproteina sintetizada es la misma que para la enzima silvestre, pero al cuantificarta
mediante espectroscopia diferencial se determiné que solo un 10% de la proteina se
encontraba como holoenzima (hemoproteina), lo cual permitié sugerir que tiene una
eficiencia disminuida para incorporar el grupo hemo. El efecto tan drdstico sobre la
actividad de la enzima se le atribuye al efecto combinado del cambio conformacional y

el menor contenido de holoenzima (Hsu et al., 1996).

Mutante V281L (Val—Leu)
Es la mutacién més frecuentemente asociada al fenotipo no cldsico de HSC.
Mediante ensayos de expresion in vitre con virus recombinantes se mostro que

conserva una actividad enzimatica del 25 y 50% (para hidroxilar progesterona y 17-

hidroxiprogesterona, respectivamente). Mediante fraccionamiento subcelular se
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demostré que esta proteina mutante se encontraba tanto en citosol como en membrana

microsomal (Tusié-Luna ef al., 1991).

En un estudio de expresion utilizando células de eucarionte, se determinaron los
niveles de heroproteina mediante espectroscopia diferencial, encontrédndose que solo el
20% de la proteina esta como holoenzima, por lo que se propuso que la perdida de
actividad enzimatica de esta mutante puede deberse a la reduccion en los niveles de

proteina funcional (Wu and Chung, 1991).

Mediante el modelo de estructura tridimensional propuesto recientemente para la
enzima 21-hidroxilasa, se le ha atribuido a esta mutacidn un posible efecto estructural,
modificando débilmente la orientacién de la hélice 1. Este efecto es similar al de la
mutante 172N, pero con consecuencias menos severas sobre la incorporacién del grupo
hemo (Momet and Gibrat, 2000},

Mutante en "Cluster” (Ile236, Val237, Met239 —Asn-Glu-Lys)

Esta sustitucion de tres aminoacidos contiguos en las posiciones 236-239 se
encuentra en el pseudogen (CYP21P) y se postula que estas mutaciones son transferidas
al gen funcional mediante eventos de conversion génica, ya que en pacientes siempre se
observan estas tres sustituciones juntas. (Tusié-Luna et al., [990; Speiser e al., 1992b).
Esta mutaciéon en Cluster se asocia frecuentemente al fenotipo perdedor de sal. En
ensayos de expresidn in vitro se demositrd que esta proleina no tiene actividad

enzimética (Tusié-Luna ef ai., 1990).

De acuerdo al medelo tridimensional propuesto, estas mutaciones se localizan en
la hélice G, la cual junto con la hélice F son importantes para el reconocimiento del
sustrato. Aunque la mutacion en Cluster se localiza lejos del sitio de unidn al sustrato y
estos aminodcidos no interactan directamente con él, estas sustituciones modifican
fuertemente la interaccion hidrofébico-hidrofilico de la hélice G por ser substituciones

que reemplazan amino4cidos hidrofobicos por polares. Por lo anterior, se propone que
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estas mutaciones podrian desestabilizar la hélice G y perturbar asi la estructura y la
funcién de la proteina (Mornet and Gibrat, 2000).

Mutante R356W (Arg—Trp)

Es una de las mutaciones mas comunes asociada al fenotipo perdedor de sal de
HSC (Chiou et al., 1990).

Mediante sistemas de expresin in vitro empleando células eucariontes en
cultivo se demostré que esta mutante no tiene actividad enzimatica (Chiou et al., 1990},
similar a lo que ocurre con la mutante en Cluster.

Adicionalmente, a Ja mutacién R356W, se han descrito en pacientes dos
sustituciones distintas en la misma posicion, R356P y R356Q. Mediante experimentos
de expresién in vitre se ha determinado el efecto de cada una de eilas sobre la actividad
de la enzima (0.15 y 0.65% de actividad enzimdtica residual respectivamente)
(Helmberg e ai., 1992; Wedell et al., 1992; Lajic et al., 1997).

La sustitucién R356W se localiza en una region altamente conservada en otros
citocromos que metabolizan esteroides, que incluye los aminodcidos 342-358, en donde
se requiere la presencia de un aminoacido cargado en la posicion 356. Inicialmente, esta
regién se habia propuesto que participaba como dominio de unién a sustrato (White
1987b: Picado and Miller, 1988). Sin embargo, de acuerdo a modelos mas recientes de
estructura del P450arom (bacteriano) y P450c17 {de humano), el sitio de unién a
esteroide se localiza en la parte opuesta a la superficie de la molécula, es decir en
contacto con la membrana microsomal (Graham-Lorence er al., 1995; Miller et ol
1997). Esto llevo a proponer que esta regién pedria interactuar con el sistema de oxido-
reduccion (Miller et al., 1997).

Mediante el alineamiento de secuencias de las regiones de aminodcidos 346-369
de la enzima 17o-hidroxilasa y 338-361 de 21-hidroxilasa (P450¢21) de humano, se
identificé un dominio que contiene cinco residuos de arginina (R) en la secuencia de
P450c17 en las posicicnes: 347, 349, 358, 362 y 364, de los cuales cuatro se conservan

en 21-hidroxilasa (Fig. 4). Ya que mutaciones que cambian un aminodcido por otro
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dentro de este grupo de residuos de argininas, tienen un efecto dréstico sobre la funcién
de la enzima, se propuso que los cuatro residuos de arginina presentes en este dominio
de 21-hidroxilasa (entre los que se encuentra R356) podrian participar de forma
semejante en la interaccién redox, mediante las fuerzas electrostaticas que aportan los

residuos de aminodcidos cargados positivamente (Lajic ef al., 1997).

R347TH R358Q
1 1
P450c17: DRNRLLLLEATIREVLRLRPVAPM

P450c2l: DRARLPLLNATIAEVLRLRPVVPL

T T
R339H R341W R356W
R356P
R356Q

Figura 4. Alincamiento de aminoAcidos 346-369 y 338-361 de las proteinas 17a-hidroxilasa
(P450¢c17) y 21-hidrexilasa (P450c21) de humano. Se muestran los residuos de Arginina { R )
conservados en ambas proteinas y ademés las sustituciones de aminodcidos como resultado de las

mutaciones identificadas en paciente.

Sin embargo, basados en el modelo de estructura tridimensional que se propuso
para la enzima humana, el residuo de R356 en P450c21, no podria estar involucrado
directamente en la interaccién redox, por lo tanto, se propenen otras explicaciones al
posible papel que pudiera jugar este residuo de la proteina: 1) tener efecto sobre la
estructura tridimensional de la proteina, 2) participar como dominio de unién a sustrato
o bien, 3) interferir con el flujo de electrones entre la reductasa y el hemo (Mornet and
Gibrat 2000).

En la siguiente tabla se resumen las caracteristicas estructurales y funcionales

propuestas para las distintas mutantes de la enzima 21-hidroxilasa
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CARACTERISTICAS

ESTRUCTURALES Y 1172N

FUNCIONALES

V281L

Cluster

R356W

Efecto sobre la
esfructura
tridimensional

Niveles de
hemoproteina %

Union a sustrato

Transporte de
electrones

Parcialmente
desplegada
(Hsu et af.,
1966)

Menos
compacta
(Hsu et al.,
1996)

Posiblemente
desestabiliza
ala hélice [,
provocando
un defecto en
la
incorporacién
del hemo
(Mormet and
Gibrat, 2000)

10

NE

NE

Probablemente

modifica
débilmente la

orientacion de

la hélice I,

provocando un

defectoen la
incorporacion
del hemo
(Mornet and
Gibrat, 2000)

20

NE

NE

Podria

desestabilizar la
hélice G, la cual

es importante
para el

reconocimiento

del sustrato
{Mornet and
Gibrat, 2000)

NE

Podria provocar

un efecto
indirecto sobre
la unién a
sustrato
(Mormnet and
Gibrat, 2000)

‘NE

Posible efecto
sobre la
estructura 3D
{aitamente
conservado en
los distintos
P450s (Mormnet
and Gibrat,
2000)

NE

Posible
participacién
(Mornet and
Gibrat, 2000)

Posible
interferencia
entre la
reductasa y el
hemo
(Momet and
Gibrat, 2000)

Tabla 3. Caracteristicas estructurales y funcionnles de las mutzntes de la enziman 2I-hidroxilasa, Se

muestran las caracterfsticas estructurales descritas para las distintas mutantes de la enzima 21-hidroxilasa.

NE= no se ha estudiado.
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Constantes cinéticas descritas dc la enzima silvestre y dos mutantes de 21-

hidroxilasa

Mediante el sistema de expresion de proteinas recombinantes con el virus de

vaccinia en células COS-1, se determinaron a partir del lisado celular y usando 17-

hidroxiprogesterona como sustrate las constantes cinéticas para la enzima silvestre y

dos mutantes de 21-hidroxilasa mostradas en la siguiente Tabla.

CARACTERISTICAS
CINETICAS WwT V281L I172N
Actividad % 100 50 2
Km (uM) 1.2 1.2 24
Vmax (pmol/min/mg) 53.0 27.7 0.6

Tabla 4, Caracteristicas cinéticas de las enzimas silvestre y mutantes de 21-hidroxilasa. Se

determinaron utilizando ensayos de expresién de protelnas recombinantes como se describe en Tusié-

Luna (1990).
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Planteamiento del problema

La HSC se debe a mutaciones en el gen de la enzima 21-hidroxilasa en més del
90% de los pacientes. Este padecimiento se hereda de forma autosémica recesiva donde
ambos padres son portadores de un alelo mutante. La expresion de la enzima 21-
hidroxilasa se restringe a la corteza suprarrenal. Por o tanto no es posible estudiar el
efecto de distintas mutaciones sobre la actividad enzimética directamente en pacientes
con HSC. Por ello, se han realizado estudios de expresion in vitro de distintas formas
mutantes de 1a enzima y con estos resultados s¢ ha correlacionado la actividad
enzimética con e! fenotipo clinico de las pacientes. En estos estudios se han identificado
pacientes donde el fenotipo clinico es mds severo del que podria predecirse por la
disminucién de ta actividad de las formas mutantes expresadas in vitro. Esto sugiere que
la combinacién de algunas formas mutantes podria tener un efecto mayor sobre el
abatimiento de la actividad enzimética, de lo que se anticipa en funcién de su expresion

de manera independiente.
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HIPOTESIS

Existen formas mutantes de la enzima 21-hidroxilasa con un posible efecto
dominante negativo.

OBJETIVOS

» Construccitn de! virus recombinante conteniendo el clon silvestre de la enzima
21-hidroxilasa.

s Evaluar el posible efecto de 1a combinacién de distintas formas mutantes sobre
la actividad de la enzima 21-hidroxilasa.
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Existen formas mutantes de la enzima 21-hidroxilasa con un posible efecto
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OBJETIVOS

¢ Construccién del virus recombinante conteniendo el clon silvestre de la enzima
21-hidroxilasa.
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la actividad de la enzima 21-hidroxilasa.
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MATERIALES Y METODOS

CONSTRUCCION DEL VIRUS RECOMBINANTE DE VACCINIA

Las lineas celulares COS-1 y Tk-143 se obtuvieron de American Type Culture
Cell collection (ATCC). Las células fueron crecidas en medio DMEM (fn Fitro,

México) y suplementadas 1X con; antibi6tico antimicético (Gibco BRL), L-glutamina

(In Vitro), aminodcidos no esenciales (In Vitro) y 10% de suero fetal bovine inactivado

{Gibco BRL). Los cultivos celulares se mantuvieron a 37 °C, en atmésfera de bioxido

de carbono. Ambos tipos celulares crecen en monocapa.

El virus recombinante de vaccinia se obtuvo a través de recombinacion

homéloga mediante la co-transfeccion del plasmido pC21-T7 linearizado (10 pg)

(conteniendo el cDNA de 21-hidroxilasa) y un virus nativo de vaccinia a una

multiplicidad de infeccién de tres virus por célula 3:1 (Fig. 5). Después de 48 horas,

las células se despegaron del plato con espétula, se recuperaron con el medio de cultivo

en un tubo cénico y se lisaron mediante tres ciclos de congelacién-descongelacion,

obteniéndose un lisado celular con las particulas virales.

Este lisado se analizd para determinar la presencia del virus recombinante (virus

con el fenotipo TK-) mediante la infeccion de un cultivo de células TK-143 crecidas en

presencia de 25 pg/ml de 5-bromodideoxiuridina (Amersham).
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(virus nativo de vaccinia) (Plismido}

l Vaccinia I I tk | I l PT7 cDNA 21-OH I It—kl

INFECCION TRANSFECCION
Células COS-1

RECOMBINACION HOMOLOGA

I_Vaccinia I [_Lk_” PT7 cDNA 21-OH I | k |

(virus recombinante de vaccinia conteniendo el cDNA de 21-hidroxilasa)

Figura 5. Introduccién del cDNA de 21-hidroxilasa (P450c21) dentro del genoma del virus de
vaccinia. El cDNA esta dentro del vector pC21-T7, se encuentra flanqueado por regiones del promotor
y terminador T7, las cuales son reconocidas por la T7 RNA polimerasa. El plésmido pC2IT7 se
transfecta en células COS-1 previamente infectadas con el virus nativo de vaccinia. Dentro de las células
se lleve a cabo ¢l proceso de recombinacién homdloga entre ¢l gen de timidina kinasa (tk) viral y la
porcién del gen tk del vector, lo cual da como resultado la incorporacién del cDNA P4350c21 dentro del

genoma viral.

IDENTIFICACION DEL VIRUS RECOMBINANTE

Ya que durante el proceso de seleccién con BrDu se obticnen virus con el
fenotipo TK- que corresponden a mutantes espontineas y no contienen el inserto de
¢DNA deseado, se realiza una segunda seleccién a través de amplificar a partir de

DNA viral secuencias especificas del cDNA de 21-hidroxilasa por medio de PCR.

Para ello se infectaron células TK-143 con distintas diluciones del lisado celular,
con el fin de identificar la dilucién a la cual se obtienen placas de lisis independientes
(Fig. 6). Se obtuvo crecimiento de placas independientes a la dilucién 1072 A esta
dilucién se infectaron multiples cajas para recobrar DNA viral de 48 placas

individuales (clonas).
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Posteriormente estas clonas (en series de 12) se amplificaron infectando células
TK-143, hasta tener una densidad que permitiera extracr DNA total por el método de
fenol. Este DNA se utilizé como molde para la amplificacion de un fragmento
especifico del cDNA de 21-hidroxilasa a través de PCR. El fragmento de amplificacion

corresponde a un segmento de los exones 3 al 3 y tiene una longitud de 323 pb.

Células TK-
+ BrDu

Amplificacién de las clonas
independigntes

# Células TK- *
+ BrDu
Extraccién

GCélulas TK- de DNA
+ BrDu

Figura 6. Procedimiento de identificacién del virus recombinante. Se probaron distintas diluciones
del lisado celular en células TK- en presencia de BrDu, posteriormente se aislaron cada una de las
clonas y se infectaron por separado con cada una de ellas miltiples cajas de cultive de células TK-, de

tas cuales se extrajo el DNA viral que se usé como motde para amplificar mediante PCR una region del

cDNA de 21-hidroxilasa.
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Extraccion de DNA viral a partir de los lisados cclulares

Coma controles de amplificacion se seleccionaron lisados celulares de células
infectadas con un virus de vaccinia que tiene integrado el gen de la T7 polimerasa
(vTF7, control negativo), asi como un lisado celular de células infectadas con un virus
recombinante de vaccinia conteniendo una mutante del ¢cDNA de 2l-hidroxilasa
(vC21-V281L, control positivo). Para llevar acabo la obtencion del DNA total se
infectaron células con los distintos virus (virus provenientes de las distintas placas a
seleccionar, vIF7 o vC21-V281L) y después de 48 hrs. las células fueron |avadas con
PBS frio y despegadas del plato con espétula. El lisado celular se centrifugé a 1,500
tpm por 10 minutos y se descarté el sobrenadante. La pastilla se congeld en etanol-
hielo seco por 30 segundos, se resuspendié en amortiguador hipoténico (Hepes 10
mM, KCI 10 mM, DTT | mM, pH 7.9) y se centrifugé a 3,500 rpm por 10 minutos. En
este paso en la pastilla quedaron proteinas nucleares y en el sobrenadante las proteinas

citoplasméticas a partir del cual se extrac el DNA.

Al sobrenadante se adicioné un volumen igual de la mezcla
fenol:claroformo:isoamilico (50:48:2), se centrifuga a 3,000 rpm por 30 minutos y se
recupera la fase acuosa a la cual se le afiade un volumen igual de cloroformo:alcohol
isoamilico (24:1), se centrifuga a 3,000 por 30 minutos, recuperando la fase acuosa a
partir de 1a cual se precipita ¢l DNA con acetato de sodio (0.3 M) y 2.5 volumenes de
ctanol absoluto frio mediante centrifugacién a 3,000 rpm por 30 minutos, La pastilla
de DNA se lavé con 50 pl de etanol al 70%, se resuspendié en amortiguador TE (Tris
10 mM-EDTA 0.1mM). Se cuantificé el DNA por espectrofotometria a 260 nm y se

almacend a 4°C hasta su utilizacién.

Amplificacién en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccién de PCR se realizo con el kit de PCR Ampligene de Perkin Elmer. La
mezcla de reaccién se hizo con 40 ng de DNA viral, 5 ul de amortiguador II para PCR
10X, 3 ul de MgCl, 25 mM, 1 p! de cada dNTPs 10mM , 1.5 pl de formamida, 0.5 ul

de albumina 0.1 mg, 1 ul de cada uno de los oligos E3s y E5a a una concentracion de
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50 ng/ul y 0.5 pl de Taq polimerasa 5 U/ul de Perkin Elmer. Las condiciones de
amplificacién fueron, una desnaturalizacidn inicial de 94°C 5 min. seguida de 35 ciclos
de desnaturalizacién (94°C x | min.), alineamiento {(57°C x 1.5 min.), extension {72°C
% 3 min.} y una extensién final a 72°C por 10 min, wtilizando un equipo de PCR
GeneAmp 9600 (Perkin-Elmer). El volumen final fue de 50 pl. Las secuencias de los

oligonucledtidos utilizados se muestran ¢n la siguiente tabla.

Secuencia Localizacién Fragmento de
amplificacién
S'TGTCCTTGGGAGACTAC ¥’ E3 323 pb

5S'CTGCACTAAGGGAAAGAGTCC Y ES

Tabla 5. Secuencia de los oligonuclebtidos empleados para amplificar la regién del gen de 2i-

hidroxilasa, Se indica la locatizacién y ¢l tamaiio del fragmento de amplificacién. E3 =rexén 3,

ES =exén 5.

Amplificacion y titulacién de las clonas virales.

Para llevar a cabo la amplificacion de las clonas virales (vC21 clona silvestre y
las distintas mutantes: V281L, 1172N, R356W y Cluster), se infectaron células COS-1
{20 a 25 cajas de 100 mm) sembradas a una confluencia de 85-90% con cada uno de
tos virus, después de 48 horas, las células se despegaron del plato con espatula y se
recuperaron junto con el medio en un tubo conico y se obtuvo un lisado celular

mediante tres ciclos de congelacion-descongelacion.

Para conocer ¢l titulo de cada uno de los lisados celulares (nimero de particulas
virales en cada uno de ellos) se infectaron células con diferentes diluciones, se conté el
namero de placas de infeccién en el plato de cultivo {previamente fijado con

formaldehido al 2% y tefiido con cristal violeta) y se utilizd la siguiente formula:

Namero de particulas virales (ml) = Nimero de placas de infeccién

dilucién
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VIRUS RECOMBINANTES DISPONIBLES CONTENIENDQ EL ¢cDNA DE LA
FORMA SILVESTRE Y LAS DISTINTAS MUTANTES DE LA ENZIMA 21-
HIDROXILASA

Se ticnen en el laboratorio 5 distintos virus recombinantes: 1} vC21 conteniendo
el cDNA de la forma silvestre o normal del cDNA, (el cual se obtuvo como uno de los
objetivos de esta tesis), 2) vC21-V281L que contiene una sustitucion de una G - T que
da como resultado la sustitucion de una Valina por Leucina en el codon 281 (Val
281— Leu, 3) vC21-1172N que contiene una sustitucién de una T —A que da como
resultado la sustitucién de una Isoleucina por Asparagina en el codon 172 (Ile 172 —
Asn), 4) vC21-R356W que contiene una sustitucion de una C -T que da como
resultado la sustitucién de una Arginina por Triptofano en el codon 356 (Arg 356 ~»
Trp) y 5) vC21-Cluster que contiene tres sustituciones de una T —»A que dan como
resultado sustituciones en los codones 236, 237 y 239 (lle-Val-Met— Asn-Glu-Lys).
Los altimos cuatro virus recombinantes se disefiaron y aislaron como resultado de un

trabajo previo, Tusié-Luna (1990).

EXPRESION DE LA ENZIMA 21-HIDROXILASA EN CELULAS EN
CULTIVO

La infeccion del virus de vaccinia a células en cultivo genera un sistema de
expresion transitoria, que s¢ basa en la sintesis intracelular de una T7 RNA polimerasa
codificada por un virus de vaccinia (VTF7) bajo el control de un promotor viral {p7.5).
La polimerasa T7 tiene una especificidad estricta por su promotor. La expresion del
¢DNA de 21-hidroxilasa esta dirigida por este promotor. Por lo tanto, la expresion de
la enzima 21-hidroxilasa (P450c21) ocurre solamente en células infectadas con ambos

virus recombinantes vC21 y vIF7 (Fig. 7).
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| P7.5 | Polimerasa T7 | | P17 | cDNA 21-hidroxilasa FT’I‘T|
virus (vTFT) virus (vC21)
CO-INFECCION | J

Células COS-1

v v
Electrotransferencia e Inmenodeteccion Actividad enzimitica
o
Inmunoprecipitacion

Figura 7. Expresion de la enzima 21-hidroxilasa en cultivo celular. Se leva a cabo en células COS-
|, mediante la coinfeccién det virus de vacciniz que codifica para la polimerasa T7 (vTF7) y el virus
que contiene el cDNA de 21-hidroxilasa bajo el control del promotor de la polimerasa T7 (vC21). La
sintesis de la proteina puede ser monitoreada por inmunodeteccidn o mediante un ensayo de actividad

enzimdatica.

ENSAYO DE ACTIVIDAD ENZIMATICA

Consisti6 en evaluar la actividad de la enzima 21-hidroxilasa en células COS-1
18 horas después de la infeccién. El virus vTF7 es introducide simultineamente con el
vC21 silvestre o con cada uno de los virus recombinantes conteniendo los cDNA de las
distintas mutantes V281L, R336W, I172N y Cluster, respectivamente, a una
multiplicidad de infeccién de 500:1 en el ensayo funcional de la clona silvestre o
500:0.25 para la co-expresion (vIF7: vC21). Después de 18 hrs. de infeccin, se
adiciona a las células medio que contiene 0.5 ul *[H]-17-hidroxiprogesterona (0.25
mCi/mmol de actividad especifica, New England Nuclear) y 2 pM de esteroide no
marcado, 10 pg/ml de protoporfirina IX y 18 pg/ml de transferrina, se incuba por6a §
hrs. El medio se colecta para extraer la fase orgénica con cloruro de metileno. El
sustrato y el producto son resueltos por cromatografia en capa fina en placas de silica

gel con indicador de fluorescencia, empleando como fase movil una mezcla de
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cloroformo:acetona 70:30 y como controles estdndares sustrato y producto no

marcados.

La actividad enzimatica se determiné como porcentaje de conversién de sustrato
a producto, al recortar de la cromatografia en capa fina el area que ocupan el sustrato y
el producto, cuantificando la radioactividad, empleando un contador de centelleo de

emisiones B modelo MINAXI B TRI-CARB 4000 SERIES (Packard).

Para considerar las variaciones intra-ensayo, tanto la co-expresion de diferentes
mutantes de la enzima como la expresion de manera independiente, se hizo por

duplicado en al menos tres procesos de infeccién independientes.

ENSAYO DE ACTIVIDAD ENZIMATICA CO-EXPRESANDO DISTINTAS
FORMAS DE LA ENZIMA ( SILVESTRE O MUTANTES}

Los ensayos de actividad enzimética para valorar el efecto de la co-expresién de
distintas mutantes se hizo en células completas. Para estos ensayos se probaron
distintas multiplicidades de infeccion asi como distintos tiempos de incubacidn con el
sustrato marcado, con el fin de seleccionar aquéllas condiciones experimentales que
nos permitieran determinar la actividad enzimdtica durante la fase linear de la reaccién,
como se muestra en las figuras 8 v 9. La multiplicidad de infeccion seleccionada fue de

0.25:1 (una particula viral por cada 4 células) y un tiempo de incubacién de 6 hrs.

El efecto de la co-expresion de las distintas formas mutantes sobre la actividad
enzimética se compard con la actividad exhibida por cada una de las formas de la
enzima (silvestre y mutantes) de manera independiente. Es decir, en un mismo
experimento se determina por duplicado la actividad de la enzima silvestre y de la
mutante (o bien de dos mutantes) cuando se expresa de manera independiente a
raultiplicidad de infeccién de 0.25, Simultineamente, se determina la actividad cuando
ambas enzimas se expresan en la misma célula a multiplicidad de infeccion de 0.25 por
cada una. Si la co-expresion de la enzima mutante no muestra ningin efecto sobre la

actividad de la enzima silvestre (o de otra mutante} el porcentaje de conversion de
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sustrato a producto no se madifica, es decir, este es similar al porcentaje de conversion
resultado de [a suma de ambas. Por el contrario, si la co-expresion de {a enzima mutante
con la silvestre (o con otra mutante) tiene algin efecto sobre la actividad enzimitica, el
porcentaje de conversién de sustrato a producto seré distinto 2 la suma de ambas cuando
son expresadas de manera independiente. Asurnimos que la presencia o ausencia de este
efecto refleja indirectamente la alteracién (estructural o funcional) de la proteina

mutante.
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Figura 8. Porcentaje de conversién de sustrate de la enzima silvestre (WT) a distintos tiempos de
incubacién, Las células COS-! se infectaron con el virus vIF7 como control negativo, (a una
multiplicidad de infeccién de 500 virus por célula) o simultineamente con los virus vTF7 y vC21
silvestre WT (a una multiplicidad de infeccidn de 500:1 vIF:vC21 por célule). El porcentaje de
conversién de sustrato (H 17-hidroxiprogesterona) a producto (1 1-desoxicortisol), se determin  las 2,

6 y & horas después de la adicidn del sustraio marcado.
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Figura 9. Porcentaje de conversién de sustrato de la enzima silvestre (WT) y V28IL utilizando
distintas multiplicidades de infeccién. Las células COS-1 se infectaron con ¢l virus vTF7 como
control negativo (a multiplicidad de infeccién de 500 virus por célula), o simultdneamente con los virus
vTF7 (a multiplicidad de infeccion de 500 virus por célula) y vC21 silvestre WT o vC21 V281L &
distintas multiplicidades de infeccion (0.25, 0.5 y 1}. La determinacién del porcentaje de conversidn se
hizo 6 horas después de [a adicién del sustroto. Las cflulas infectadas Gnicamente con el virus VTF no
muestran conversion de sustrato a producto. CIRCULOS Conversién de sustrato a producto por la

enzima silvestre Y CUADROS conversion de sustrato a producto por la enzima mutante V281L.
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RESULTADOS

IDENTIFICACION DEL VIRUS RECOMBINANTE DE VACCINIA
CONTENIENDO EL CLON SILVESTRE

De seis clonas analizadas, se identificaron dos clonas virales conteniendo el
inserto del cDNA de la enzima 21-hidroxilasa de un anélisis inicial de 6 clonas, por lo
que la eficiencia de incorporacién viral del inserto en el virus con fenotipo TK- se
calculé en un 30% (Fig. 10).

Wt 234 5 6 7 5 91

1857 pb -

929 pb -
383 pb -

« DNAde2i-OH

< (DNA de 21-OH

Figura 10. Productos de amplificacién de PCR para la identificacién de Ia clona viral conteniendo
¢} ¢cDNA silvestre de [a enzima 21-hidroxilasa. La amplificacién sc realiz6 como se describe en
materiales y métodos. Se corrid una alicuota (10u1) en un gel de agarosa al 1% teftido con bromuro de
etidio. En e carril 1 se observa un producto de amplificacién de 540 pb comespondiente al DNA
gendmico de 21-hidroxilasa que se encuentra dentro de un cdsmido, en el carril 2 se observa el control
negativo sin DNA, en el carril 3 la amplificacién del virus vC21-V281L, en el carril 4 el control de
DNA de células infectadas con vTF7, y en los carriles 5 al 10 las distintas clonas de virus con el
fenotipo TK-. M: marcador de peso molecular pBR322 DNA-Bst NI, de New England. Las flechas
indican la posicién de! producto de amplificacién del DNA gendmico {540 pb) y del ¢cDNA (323 pb) de
21-hidroxilasa. 21-OH= 21-hidroxilasa.
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ENSAYO FUNCIONAL DE LA CLONA SILVESTRE

Una de las clonas identificada como positiva fue amplificada y titulada para
determinar a través de ensayos de expresion la actividad enzimdtica. La actividad
enzimdtica de la clona silvestre fue comparada con la actividad de una de las mutantes
{V281L) con las condiciones que se describen en materiales y métodos. Este ensayo
nos permitia confirmar si la nueva clona silvestre construida en el laboratorio tenfa la
misma actividad que la ¢lona silvestre originalmente caracterizada (Tusié-Luna et ol
1990). En la figura 11, se observa el porcentaje de conversién de sustrato a producto
después de 8 horas de la adicién del sustrato. Para la clona seleccionada (vC21
silvestre 0 WT) se observé un 80% conversidn, el doble de la actividad mostrada por la
mutante V281L tal como se habia medido previamente (Tusié-Luna er al., 1990).
Como control negativo se utilizaron células que se infectaron (nicamente con el virus

vTF7.

Figura 11. Actividad enzimdtica de 1a clona vC21 silvestre (WT) en células COS-1. Se llevd a cabo
como se describe en materiales y métodos. Las barras representan el porcentaje de conversién de 17-
hidroxiprogesterona a 11-desoxicortisol (el porcentaje de conversién de sustrato se restd de la
conversidn que muestran células que se infectaron solo con vTF7). WT= v(21 silvestre, V281L=v(C21-

V281L. Estos valores se obtuvieron en dos determinaciones independientes por duplicado.
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ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LAS DISTINTAS FORMAS DE LA ENZIMA
21-HIDROXILASA

Se determinaron las actividades enzimaticas de cada una de las formas de 21-
hidroxilasa, utilizando tas condiciones de expresién empleadas para la co-expresion

(igual multipticidad de infeccién y tiempo de incubacién con el sustrato marcado).

La mutante [172N no mostré actividad enzimatica cuando se utitizé 0.25 de
multiplicidad de infeccion y Ja actividad se determing 6 hrs. después de la adicion del
sustrato, sin embargo esta mutante muestra un 2% de actividad cuando se utiliza una
multiplicidad de infeccion de 1:1 y la actividad se mide 8 horas después de la adicion
del sustrato, semejante a lo observado por Tusié-Luna ef af (1990). La mutante V281L
mostrd e 50% de actividad enzimatica con respecto a la enzima silvestre semejante a
lo descrito por Tusié-Luna er af (1990}, es decir utilizando estas condiciones de
expresion se observo un 24.3% vs. 48.9%. Las mutantes R356W y Cluster son

- proteinas que no muestran actividad enzimética bajo ninguna de las condiciones

experimentales probadas (Chiou er al., 1990; Tusi¢-Luna e al., 1990).

CO-EXPRESION DE LAS DISTINTAS FORMAS DE LA ENZIMA 21I-
HIDROXILASA

Co-expresion de Ya enzima silvestre (WT) con las mutantes V281L., I172N, Cluster
y R356W

La enzima silvestre (WT) se co-expresé con las mutantes V281L, 172N, Cluster
y R356W. Tres de ellas (V281L, 1172N y Cluster} mostraron un efecto negativo
(reduccién en el porcentaje de conversion de sustrato) de diferente magnitud. Por el
contrario la co-expresion de la enzima R356W con la enzima silvestre no mostré

ningiin efecto. Para la combinacién WT-V281L se observé un 30.6% de reduccidn,
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para la combinacién WT-1172N se observé una reduccion del 11.5%, mientras que
para la combinacion WT-Cluster se observé una reduccién del 34.7%, como se

muestra en la Tabla 6.

% DE
COMBINACION| % DE ACTIVIDAD | REDUCCION
3H17-OHP DE ACTIVIDAD
(+ DS)
WT 489
WT-V281L V281L 243 30.6 (2.837)
Co-exp. n=7
50.9
WT 48.9
WT-1172N 172N 0 115 (1.03)
Co-exp. =6
41.6
WT 48.9
WT-Cluster Cluster 0 34.7 (2.49)
Co-exp. n=3
296
- WT 48.9
WT-R356W R356W 0 SIN EFECTO
Co-exp. n=7
49.6

Tabla 6. Co-expresién de la enzima silvestre con las mutantes V281L, [172N, Cluster y R356W. S¢
muestran los porcentajes de conversion de sustrato cuando se expresan de manera independiente a
multiplicidad de infeccién de .25 las distintes formas de la enzima (silvestre y mutantes) y al co-
expresarse a multiplicidad de infeccién de 0.25 de cada una. Se muestra también el porcentaje de
reduccién en la actividad enzimética obtenido como se describe en materiales y métodos. n = nimero de
experimentos o determinaciones independienies. Los nitmeros entre paréntesis representan el valor de

desviacion estandar.
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Co-expresion de la enzima mutante V281L con las mutantes [172N, Cluster y
R3s5e¢wW

La enzima mutante V281L se co-expresd con las mutantes 172N, Cluster y
R356W, Dos de ellas (I1172N y Cluster) mostraron un efecto negativo sobre la
actividad de la mutante V281L (reduccién en el porcentaje de conversién de sustrato),
mientras que la co-expresion con la mutante R356W no mositrd ningin efecto,
semejante a lo observado cuando se co-expres6 R356 W con la enzima silvestre. Para la
combinacién V81L-I1172N se observd un 38.2% de reduccién, y para la combinacién
V281L-Cluster una reduccion de un 33.5%, como se muestra en la tabla siguiente
{Tabla 7).

% DE
COMBINACION| % LE ACTIVIDAD gg‘i‘gﬂ%"m
i (+ DS)
V28IL 243
V281L-1172N [172N 0 38.2 (1.83)
Co-exp. n=6
14.8
V281l 243
V281L-Cluster Cluster 0 33.5 (2.37)
Co-exp. n=3
15.9
V28IL 24.3
V281L-R356W R356W 0 SIN EFECTO
Co-exp. n=5
249

Tebla 7. Co-expresién de la enzima mutante V281L con las mutantes I17ZN, Cluster y R356W. Se
muestran los porcentajes de conversién de sustrato cuando se expresan de manera independiente a
multiplicidad de infeceién de 0.25 cada una de las mutantes y al co-expresarse & multiplicidad de
infeccién de 0.25 cada una. Se muestra también el porcentaje de reduccion en la actividad enzimdtica
obtenido como se describe en materiales y métodos. n = nimero de experimentos o determinaciones

independiente. Los nimeros entre paréntesis representan el valor de desviacion estdndar,
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DISCUSION

En este trabajo se examind ¢l efeclo de la combinacién de distintas formas
mutantes de la enzima 21-hidroxilasa sobre la actividad enzimatica. Estos datos pueden
arrojar informacién valiosa tanto para la correlacidén fenotipo-genotipo en aquellos
pacientes portadores de distintas mutaciones en ambos alelos (heterocigotos
compuestos) asi como para la comprension de la alteracion estructural de las distintas
formas mutantes y el funcionamiento del sistema de oxido-reduccién en el cual esta

enzima participa.

IMPLICACIONES DE ESTE ESTUDIO PARA LA CORRELACION
FENOTIPO-GENOTIPO EN LA DEFICIENCIA DE LA ENZIMA 21-
HIDROXILASA

Como se menciond anteriormente la correlacidn fenotipo-genotipo en pacientes
con mutaciones en el gen de la 21-hidroxilasa es compleja por tres razones
fundamentales: 1) la enzima se expresa de mancra tejido-especifica en la corteza
suprarrenal por lo que no es posible determinar la actividad enzimatica directamente de
la glandula suprarrenal del paciente, 2) mas del 45% de los pacientes presentan
heterocigocidad compuesta, es decir son pertadores de distintas mutaciones en cada uno
de los alelos {paterno y materno) y 3) aproximadamente ¢l 20% de los pacientes portan

mutaciones miltiples en cada uno de los alelos.

Los estudios de expresion in vitro con distintas formas mutantes han sido Gtiles
para establecer el efecto funcional de cada una de las mutaciones descritas en pacientes,
sobre la actividad de la enzima, principalmente aquéllas que causan la sustitucién de un
aminodacido (Tusié-Luna et al., 1990; Chiou ef al., 1990; Higashi et al., 199]; Wu et al.,
1991; Lajic er al., 1997; Nikoshkov et al.,, 1997). A través de cstos estudios se ha
podido entender como algunas mutaciones se encuentran con mds frecuencia asociadas

a un determinado fenotipo clinico. Por gjemplo, la mutacién R356W que en estudios de
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expresion in vitro no muestra actividad enzimatica, se asocia frecuentemente al cuadro
clinico mas severo (Chiou ef al., 1990), mientras que la mutacion de V28IL cuyo
efecto es el de reducir en un 50% la actividad enzimatica, se encuentra frecuentemente
en pacientes con ¢] fenotipo mas atenuado de la enfermedad (Speiser et al., 1988; Tusié-
Luna et al., 1990).

A pesar de que existe de manera general una correlacion entre el tipo de
Mutacién © mutaciones que presenta el paciente, en diversos estudios se reportan
pacientes cuyas mutaciones no parecen correlacionar con el fenotipe clinico que
expresan. Es decir, presentan combinaciones de mutaciones cuyo efecto individual
(determinado por ensayos de expresion in vitra) predice una actividad enzimética
residual, sin embargo, estos pacientes presentan el fenotipo clinico mas severo (Wilson
et al., 1995b). El hallazgo de estos pacientes ha llevado a proponer que pudieran existir
mutaciones adicionales en la region promotora del gen que abatieran su transcripeion.
E! probar esta hipdtesis, requeriria sin embargo, la determinacion de los niveles de RNA
mensajero directamente de la corteza suprarrenal de estos pacientes.

Una posibilidad adicional es que la combinacién de distintas mutaciones
(provenientes de cada uno de los alelos materno y paterno) pudiera tener un efecto
distinto sobre la actividad enzimética ir vive. Es decir, que algunas enzimas mutantes
pudieran tener un efecto dominante negativo. En este respecto, existe un solo articulo en
la literatura donde se reporta un efecto aditivo sobre ¢l abatimiento de la actividad
enzimética para dos mutantes de la enzima 21-hidroxilasa, cada una de ellas con
actividad enzimatica parcial (Nikoshkov et al., 1997). En este estudio la mutante P10SL
expresada in vitro tiene una reduccion de la actividad enzimética del 62% para
hidroxilar 17-hidroxiprogesterona, mientras que la mutante P4535 muestra una
reduccion de la actividad del 68%. Sin embargo, cuando ambas mutantes son co-
expresadas, la actividad se reduce hasta un 7%. Es interesante que ¢n este reporte no se

postule ninglin mecanismo que pudiera explicar este efecto.
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COMO EXPLICAR UN EFECTO DOMINANTE NEGATIVO PARA UNA
ENZIMA ACTIVA EN ESTADO MONOMERICO

La enzima 21-hidroxilasa es un citocromo P450 integrado a la membrana de
reticulo endoplismico que forma parte del sistema de oxido-reduccion que involucra
una reductasa dependiente de NADFH y el componente lipidico de membrana necesario
para el transporte de electrones. Ya que la enzima forma parte de un complejo
funcional, puede postularse que algunas formas mutantes pudieran ejercer un efecto
dominante negativo sobre la enzima silvestre (en un portador heterocigoto) o sobre otra
mutante {en un paciente heterocigoto compuesto) a través de al menos cinco
mecanismos: 1) competencia por la incorporacién del grupo hemo, 2) competencia por
la translocacion a membrana microsomal, 3) interferencia con la disposicion en
membrana, 4) competencia o interferencia por la captacion del sustrato y 3)

competencia o interferencia por la unién con la NADPH reductasa.

Mecanismos alternos que pudieran explicar el decremento en actividad enzimatica

cuando son co-expresadas dos variantes de la enzima 21-hidroxilasa

Aungue nuestros resultados pudieran explicarse por un posible efecto dominante
negative de algunas formas mutantes de la enzima 21- hidroxilasa a través de afectar
algunos de los cinco procesos arriba mencionados, es posible también postular
mecanismos alternos que pudieran alterar el proceso de transcripcion o traduccidn. En
este sentido se ha reportado una mutacion en la unién intrén-exén antes del inicio del
exon 3 en el gen TPO (trombopoyetina) en la enfermedad trombocitemia hereditaria.
Esta mutacién trae como resultado una mayor eficiencia traduccional del mensajero
(Cazzota and Skoda, 2000). Recientemente, se identifico también un polimorfismo en €l
intron 3 del gen de la calpaina 10, en pacientes con diabetes tipo 2. Este cambio de
secuencia provoca aparentemente una disminucion en la transcripeién del gen, siendo
este un posible mecanismo nuevo de regulacién a nivel transcripcional (Horikawa et a/.,

2000). Estos dos ejemplos sin embargo, involucran cambios de secuencia dentro de la
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regidn del intrén. No se tienen antecedentes de mutaciones puntuales dentro del exon
capaces de provocar un efecto similar.

Para los estudios de co-expresion que se realizaron en esta tesis se utilizaron
vectores virales que contienen el cDNA de las distintas formas silvestre o mutantes de
la enzima 21-hidroxilasa. Adicionalmente, en el trabajo previo realizado por Tusié-Luna
y col. (1990) se demostrd que existen las mismas cantidades de proteina silvestre y
mutantes de 21-hidroxilasa al expresarse de manera independiente. Esto excluiria la
posibilidad de que algunos mensajeros tuvieran una mayor eficiencia traduccional y que

a través de este efecto se abatiera la sintesis de proteina silvestre.

EL SISTEMA DE CO-EXPRESION DE DISTINTAS FORMAS DE LA ENZIMA
PARA ENTENDER LA EXPRESION DE FENOTIPOS CLINICOS VARIABLES

Nuestros resultados muestran que tres de las cuatro mutantes estudiadas (E172N,
V281L y la mutante en Cluster) muestran un aparente efecto dominante negative sobre
la actividad de la enzima silvestre, mientras que la mutante R356W no parece tener este
efecto. Es interesante también que la enzima 1172N tiene un efecto menor sobre la
reduccién de la actividad de la enzima silvestre (11.5 % en la reduccion de la actividad),
comparada con el abatimiento de la actividad ejercida por la mutante V281L y Cluster
(30.6 y 34.7% respectivamente, Tabla 6 y Fig. 12). De acuerdo a estos resultados un
individuo portador de la mutacion 172N de forma heterocigota (en uno de los alelos)
tendra una reduccién sutil de la actividad de la enzima normal, mientras que portadores
heterocigotos de las mutaciones V281L o ia mutacidn en Cluster, tendrn una reduccién
més significativa de la actividad de la enzima silvestre (Fig. 12). Estos hallazgos
podrian explicar la heterogeneidad observada en los niveles séricos de 17-
hidroxiprogesterona en heterocigotos obligados (padres de pacientes con deficiencia de
21-hidroxilasa, Fig. 13).
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ENZIMATICA

% DE REDUCCION DE LA ACTIVIDAD

WT-l  WT-v WT-C WIT-R V-l V-R v-C
COMBINACIONES

Figura 12. Porcentaje de reducctén en la actividad de 21-hidroxilasa al co-expresar formas de Ia
enzima. Se muestra ¢l porcentaje de reduccién en la actividad de la enzima silvestre al co-expresarla con
las mutantes: 1172N, V281L, Cluster y R356W, se muesira también el porcentaje de reduccion de la
enzima mutante V281L cuando se co-expresd con las mutantes [172N, R356W y Cluster. I= [172N, V=
V281L, C= Cluster, R= R356W, WT= enzima silvestre.
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Figura 13. Correlacién de In concentrncién de 17-hidroxiprogesterona en diferentes individuos. Se
muestran las concentractones de 17-hidroxiprogesterona determinados en ¢l suero de los diferentes
individuos, después de la estimulacién con ACTH. A = Heterocigotos, ¥ = Poblacidn general. Figura

modificada de White, 1987b.

De acuerdo a estos resultados es posible proponer también que la combinacion
de mutaciones en distintos alelos repercutira directamente sobre los niveles de actividad
enzimética in vive, existiendo combinaciones de mutaciones mas deletéreas que otras.
Por ejemplo, un paciente con la mutacién V281L en un alelo y la mutacin [172N en el
otro, tendra una actividad enzimética menor (de aproximadamente la mitad) que aguél
portador de la mutacién V281L acompafiada de la mutacién R356W en el segundo alelo

(14.8 vs. 24.3% de actividad enzimdtica, Tabla 7y Fig. 14). En este caso la correlacion
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fenotipo-genotipo  considerando Gnicamente la sumatoria de las actividades
determinadas de manera independiente sugiere que el paciente portador de la
combinacién V281L/1172N tendria una actividad enzimética mayor (50 + 2} que la de
un paciente portador de la combinacién V28IL/R356W (50 + cera), sin embargo
mientras que la mutante 1172N parece ejercer un efecto dominante negativo sobre la
actividad de la mutante V281L abatiendo su actividad en un 38.2%, la enzima mutante
R356W no medifica la actividad de esta enzima mutante V281L (Fig. 14).

Es posible entonces que la identificacién de la combinacién de mutaciones en
pacientes sea un mejor predictor del grado de severidad clinica. Por ejemplo, portadores
de la mutacion V281L generalmente presentan el fenotipo no clasico, pero algunos de
ellos son diagnosticados por esterilidad mientras que otros son clinicamente
imperceptibles. En este caso el grado de afectacién clinica se postula dependerd de la

mutacién presente en el otro alelo.
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Figura 14, Co-expresién de la mutante V281L con las mutantes 1172N y R356W. Se muestra cl
porcentaje de actividad de la mutante V2BIL al co-expresarse con las mutantes [172N y R356W. En las

barras vacias se muestran los velores esperados y en las barras ltenas los valores obtenidos.
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EL SISTEMA DE EXPRESION DE VACCINIA PARA EVALUAR EL EFECTO
DE LA COMBINACION DE DISTINTAS MUTANTES DE LA ENZIMA

El sistema de expresion de proteinas mutantes utilizando al virus de vaccinia
como vehiculo de transferencia de DNA ha resultado ser muy Gtil en la evaluacién del
posible efecto dominante negativo de algunas formas mutantes de la enzima 21-
hidroxilasa. A diferencia de otros sistemas de expresién transitorios en los que el cDNA
es introducido a través del tratamiento de las células con fosfato de calcio,
electroporacion o liposomas, el sistema de infeccién celular con el virus de vaccinia esta
mediado por receptores membranales que aseguran un menor grado de variabilidad en
la eficiencia de transfeccion (introduccion del cDNA) inter € intra ensayo. A pesar de
ello los resultados presentados son producto de al menos tres determinaciones
independientes donde la actividad enzimatica fue determinada por duplicado para cada
condicidn experimental.

Considerando que este €s un sistema de expresidn transitoria en el que la célula
es finalmente lisada por particulas virales nuevas, se determind a través de curvas dosis
respuesta, la dosis viral optima de infeccién, en la que la determinacién de la actividad

enzimdtica se realizé durante la fase linear de la reaccién (Figs. 8y 9).
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EL SISTEMA DE CO-EXPRESION DE DISTINTAS FORMAS DE LA ENZIMA
COMO HERRAMIENTA DE ESTUDIO DE LA ESTRUCTURA Y LA
FUNCION DE DISTINTAS MUTANTES

Nuestros resultados muestran que no todas las enzimas mutantes ejercen un
efecto dominante negativo sobre la actividad de la enzima silvestre y que este efecto es
de distinta magnitud en algunas mutantes. Esto sugiere que distintas formas mutantes
pudieran tener mecanismos distintos para abatir la actividad de la enzima silvestre y que
esto pudiera estar relacionado con la alteracion en 1a estructura o funcionalidad de cada
mutante. Por ejemplo, una mutacién que altera sustancialmente la estructura
tridimensional de la proteina podria tener efecto sobre la disposicién e interaccién de la
enzima silvestre en la membrana del reticulo endoplismico, mientras que una mutacién
que no alterara dramaticamente la estructura tridimensional de la mutante no tendria
efecto sobre la disposicién en membrana de la enzima silvestre. En este sentido es
interesante la correlacién del efecto en estructura a partir de modelos tridimensionales
para las distintas formas mutantes de la enzima 21-hidroxilasa.

Para las tres mutantes que mostraron cfecto dominante negativo sobre la
actividad de la enzima silvestre (1172N, V281L y Cluster) se ha pestulado un efecto
sobre la estructura tridimensional alterando ei plegamiento o la compactacion de la
proteina, mientras que para la mutante que nc mostré efecto dominante negativo
(R356W), la hipétesis més plausible de acuerdo a nuestros resultados, es la alteracidn de
la unién con el sustrato o en el transporte de electrones, efecto sugerido a través del
anélisis del modelo tridimensional {Tabla 3). En este sentido el sistema de co-expresién
de proteinas mutantes ha sido util para establecer el efecto funcional de esta mutante no
atribuible a la alteracién de la estructura tridimensional.

Adicionalmente, para dos de estas mutantes (172N y V281L) se ha demostrado
reduccion en los niveles de hemoproteina (Wu et al., 1991; Hsu et af,, 1996), lo que
sugiere que cambios estructurales pudieran alterar la incorporacion del grupo hemo en
estas enzimas mutantes, Asimismo, estos datos sugieren que el efecto dominante
negativo mostrado por estas dos mutanies ho puede ser explicado a través de una

competencia por la incorporacién de! grupo hemo.
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Para la mutante en Cluster donde se han propuesto posibles cambios
estructurales de la proteina, asi como un posible efecto sobre la unién al sustrato, los
estudios de co-expresion de distintas mutantes apoyan la hip6tesis de un cambio

estructural.
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CONCLUSIONES

En esta tesis se estudié el efecto de la co-expresion de distintas formas mutantes
de la enzima 2}- hidroxilasa utilizando un sistema de expresion transitorio con el virus
de vaccinia para infectar células eucariontes COS-1 en cultivo. Los resultados obtenidos
apoyan ¢l hecho de que algunas formas mutantes de la enzima (identificadas en
pacientes) y estudiadas como proteinas recombinantes, ejercen un efecto dominante
negativo sobre la actividad de la enzima silvestre y las mutantes, Esto representa un
hallazgo novedoso tratandose de una proteina funcional en su estado monomérico ya
que este fenémeno ha sido descrito dnicamente para proteinas diméricas (Tomura ef al.,
1999; Navas er al., 1999; Barroso ef al., 1999).

Estos resultados ayudan a explicar las diferencias fenotipicas exhibidas por
algunos pacicntes en donde el tipo de mutacion {es} encontrada (s) no explican el
fenotipo clinico basados (nicamente en la actividad enzimética determinada en
proteinas mutantes, a través de estudios de expresion in vitro de forma independiente.

Este modelo de estudio ha sido atil también para explicar posibles alteraciones

estructurales en algunas formas mutantes de la enzima 2 i-hidroxilasa.
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