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Resumo




Macedo FDB. Mutacdes inativadoras no gene MKRN3 sdo causa de
puberdade precoce central familial [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2016.

A maioria dos casos de puberdade precoce central (PPC) em meninas
permanece idiopatica. A hipdétese de uma causa genética vem se
fortalecendo apds a descoberta de alguns genes associados a este fendtipo,
sobretudo aqueles implicados com o sistema kisspeptina (KISS1 e KISS1R).
Entretanto, apenas casos isolados de PPC foram relacionados a mutagao na
kisspeptina ou em seu receptor. Até recentemente, a maioria dos estudos
genéticos em PPC buscava genes candidatos selecionados com base em
modelos animais, andlise genética de pacientes com hipogonadismo
hipogonadotréfico, ou ainda, nos estudos de associacdo ampla do genoma.
Neste trabalho, foi utilizado o sequenciamento exémico global, uma
metodologia mais moderna de sequenciamento, para identificar variantes
associadas ao fendtipo de PPC. Trinta e seis individuos com a forma de
PPC familial (19 familias) e 213 casos aparentemente esporadicos foram
inicialmente selecionados. A forma familial foi definida pela presenca de
mais de um membro afetado na familia. DNA gendmico foi extraido dos
leucécitos do sangue periférico de todos os pacientes. O estudo de
sequenciamento exdmico global realizado pela técnica ILLUMINA, em 40
membros de 15 familias com PPC, identificou mutag¢des inativadoras em um
unico gene, MKRN3, em cinco dessas familias. Pesquisa de mutagao no
MKRN3 realizada por sequenciamento direto em duas familias adicionais
(quatro pacientes) identificou duas novas variantes nesse gene. O MKRN3 é
um gene de um unico éxon, localizado no cromossomo 15 em uma regiao
critica para a sindrome de Prader Willi. O gene MKRN3 sofre imprinting
materno, sendo expresso apenas pelo alelo paterno. A descoberta de
mutacdes em pacientes com PPC familial despertou o interesse para a
pesquisa de mutacbes nesse gene em 213 pacientes com PPC
aparentemente esporadica por meio de reacdo em cadeia de polimerase
seguida de purificagdo enzimatica e sequenciamento automatico direto
(Sanger). Trés novas mutacbes e duas ja anteriormente identificadas,
incluindo quatro frameshifts e uma variante missense, foram encontradas,
em heterozigose, em seis meninas nao relacionadas. Todas as novas
variantes identificadas estavam ausentes nos bancos de dados (1000
Genomes e Exome Variant Server). O estudo de segregacgao familial em trés
dessas meninas com PPC aparentemente esporadica e mutagcdo no MKRN3
confirmou o padrdao de heranca autossOmica dominante com penetrancia
completa e transmissao exclusiva pelo alelo paterno, demonstrando que
esses casos eram, na verdade, também familiares. A maioria das mutacgdes
encontradas no MKRN3 era do tipo frameshift ou nonsense, levando a stop
codons prematuros e proteinas truncadas e, portanto, confirmando a
associagdao com o fendtipo. As duas mutagdes missenses (p.Arg365Ser e
p.Phe417lle) identificadas estavam localizadas em regidées de dedo ou anel
de zinco, importantes para a fungcdo da proteina. Além disso, os estudos in
silico dessas duas variantes demonstraram patogenicidade. Todos os
pacientes com mutacdo no MKRN3 apresentavam caracteristicas clinicas e



hormonais tipicas de ativagdo prematura do eixo reprodutivo. A mediana de
idade de inicio da puberdade foi de 6 anos nas meninas (variando de 3 a
6,5) e 8 anos nos meninos (variando de 5,9 a 8,5). Tendo em vista o
fendbmeno de imprinting, andlise de metilagdo foi também realizada em um
subgrupo de 52 pacientes com PPC pela técnica de MS-MLPA, mas nao
foram encontradas alteragdes no padrao de metilacdo. Em concluséo, este
trabalho identificou um novo gene associado ao fendtipo de PPC.
Atualmente, mutacdes inativadoras no MKRN3 representam a causa
genética mais comum de PPC familial (33%). O MKRN3 €& o primeiro gene
imprintado associado a disturbios puberais em humanos. O mecanismo
preciso de acado desse gene na regulagao da secrecdo de GnRH necessita
de estudos adicionais.

Descritores: puberdade precoce/ genética; gene MKRN3; sequenciamento
de nucleotideos em larga escala; mutagcao genética; impressao gendémica.



Summary




Macedo FDB. Inactivating mutations in the MKRN3 gene are cause of familial
central precocious puberty [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo”; 2016.

Most cases of central precocious puberty (CPP) in girls remain idiopathic.
The hypothesis of a genetic cause has been strengthened after the discovery
of some genes associated with this phenotype, particularly those involved
with the kisspeptin system (KISS1 and KISS1R). However, genetic defects in
KISS1 and its receptor are rare and have been identified in only a few
patients with CPP.over the past years. To date, most genetic studies in CPP
was based mainly on a candidate gene approach, including genes selected
in animal studies, human models of patients with hypogonadotropic
hypogonadism or in genome wide association studies. In the present study,
we used whole exome sequencing, a more advanced method of sequencing,
to identify variants associated with CPP. Thirty-six patients with the familial
form of CPP (19 families) and 213 apparently sporadic cases were initially
selected. The familial form was defined by the presence of more than one
member affected in the family. Genomic DNA was extracted from peripheral
blood leukocytes in all patients. Whole exome sequencing performed by
ILLUMINA technique in 40 members of 15 families with CPP, identified
inactivating mutations in a single gene, MKRNS3, in five out of these families.
Analysis of MKRN3 mutations performed by automatic sequencing in two
additional families (four patients) identified two novel mutations. MKRN3 is an
introless gene located on chromosome 15, in the Prader Willi syndrome
critical region, and it is expressed only by the paternal allele due to the
maternal imprinting. Following the initial findings, we searched for MKRN3
mutations in 213 patients with apparently sporadic CPP using polymerase
chain reaction followed by direct enzymatic purification and automated
sequencing (Sanger). Three new mutations and two previously reported,
including four frameshifts and one missense variant was identified in six
unrelated girls with CPP. All variants were not described in the two
databases (1000 Genomes and Exome Variant Server). The familial
segregation analysis performed in three out of these girls with apparently
sporadic CPP and MKRN3 mutations confirmed the autosomal dominant
inheritance with complete penetrance and exclusive transmission through the
paternal allele, revealing familial inheritance in apparently sporadic cases.
Most of these MKRN3 mutations were frameshifts or nonsense, leading to
premature stop codons and truncated proteins, thus demonstrating positive
genotype- phenotype correlation. The two missense mutations (p.Arg365Ser
and p.Phe417lle) identified were located within zinc finger motifs, regions
predicted to be essential for the protein function. Besides that, all missense
mutations were predicted to be pathogenic by in silico analysis. All patients
carrying MKRN3 mutations exhibited typical clinical and hormonal features of
premature activation of the reproductive axis. The median age of puberty
onset was 6.0 years in girls (ranging from 3.0 to 6.5) and 8.0 years in boys
(ranging from 5.9 to 8.5). In view of the imprinting phenomenon, methylation
analysis was also performed in a subgroup of 52 patients with CPP by MS-
MLPA technique, but no methylation abnormalities were detected. In



conclusion, our work has identified a new gene associated with CPP.
Currently, inactivating mutations in MKRN3 represent the most common
genetic cause of familial CPP (33%). MKRNS3 is the first imprinted gene
associated with pubertal disorders in humans. However, its precise
mechanism of action in the regulation of GnRH secretion needs further
studies.

Descriptors: puberty, precocious/ genetics; gene MKRN3; high-throughput
nucleotide sequencing; mutation, genetic; genomic imprinting.
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1 INTRODUCAO

1.1 DESENVOLVIMENTO PUBERAL NORMAL

A puberdade € um periodo de transicdo do desenvolvimento humano,
correspondente a passagem da fase da infancia para a adolescéncia,
circunstanciada por alteragdes enddcrinas, neurolégicas e comportamentais
2 Entre as modificagdes enddcrinas, destacam-se o aparecimento dos
caracteres sexuais secundarios, o estirdo do crescimento e a produgao dos

gametas maduros, resultando em maturagdo sexual e desenvolvimento da

capacidade reprodutiva.

No periodo fetal e nos primeiros meses apds 0 nascimento, ocorre
uma significativa secrecdo de GnRH decorrente da ativagdo do eixo
hipotalamo- hipofise-gonadal. Essa fase é seguida por um longo periodo de
relativa quiescéncia da produgcdo hormonal até o inicio da adolescéncia.
Nesse momento, a reativacdo do eixo hipotalamo- hipofise- gonadal e a
subsequente reemergéncia da secrec¢ao pulsatil do hormdnio decapeptideo
liberador de gonadotrofina (GnRH), de origem hipotalamica, marcam o inicio
da puberdade 3. Os pulsos de GnRH estimulam a producdo de
gonadotrofinas - horménio luteinizante (LH) e hormdnio foliculo-estimulante
(FSH) - pela hipdfise anterior que, por sua vez, promovem a produgao dos

gametas maduros e a sintese dos esteroides gonadais: testosterona nos

testiculos e estradiol nos ovarios.
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Os mecanismos envolvidos na supressao relativa da secrecao de
GnRH durante a infancia e subsequente reativacdo puberal ainda nédo sao
totalmente conhecidos. Atualmente, a hipétese mais aceita defende que o
inicio da puberdade é dependente de um mecanismo central, marcado pelo
aumento de estimulos excitatérios e concomitante redugdo dos aferentes
inibitérios sobre a secrecdo pulsati de GnRH, sendo este processo

independente da inibicdo exercida pelos esteroides sexuais %*.

Estudos experimentais e clinicos das décadas de 1980 e 1990
identificaram varios neurotransmissores e neuromoduladores envolvidos no
controle da secregdo de GnRH "*. O &cido gama-aminobutirico (GABA),
neuropeptideo Y (NPY), opioides enddégenos, [-endorfinas, peptideo
intestinal vasoativo (VIP), horménio liberador de corticotrofina (CRH) e a
melatonina sdo os principais neurotransmissores inibitorios, e a glicina,
glutamato, norepinefrina, dopamina, prostaglandinas, serotonina e fatores de
crescimento derivados da glia, tais como o fator transformador de
crescimento (TGF-a) e o fator de crescimento epidermal (EGF) séao

primariamente excitatdrios '°.

Além dos moduladores neuronais, diversos fatores endogenos,
ambientais, étnicos, nutricionais e genéticos interagem entre si para
determinar o inicio preciso da puberdade. A leptina, um horménio secretado
pelos adipécitos e também um dos primeiros responsaveis pela ligagao entre
o0 metabolismo e o eixo reprodutivo, tem desempenhado papel importante no
controle metabdlico da fertilidade ®°. A leptina exerce seu efeito diminuindo a

sinalizagao dos neurbnios secretores de NPY e é, atualmente, considerada



Introducéao 4

um fator permissivo que informa o hipotalamo sobre os estoques periféricos

de energia .

Algumas evidéncias apontam também para o importante papel da
genética na regulagao do inicio da puberdade: 1. Correlagdo entre idade da
menarca de méae e filha; 2. Variacao de inicio da puberdade entre diferentes
grupos raciais demonstrada em estudos populacionais; 3. Maior
concordancia dos eventos puberais em gémeos monozigoticos que
dizigdticos >'°. Nesses estudos, o calculo de hereditariedade sugeriu que
mais de 50- 80% da variagéo no inicio da puberdade podem ser controlados
geneticamente. A ampla variagdo na idade de inicio da puberdade segue
uma distribuicdo normal ou gaussiana que parece ser modulada por

I."" analisando 156

variagdes em muiltiplos genes °. Além disso, De Vries et a
pacientes com PPC idiopatica constataram uma prevaléncia de 27,5% de
casos familiares, sugerindo um papel dos fatores genéticos na patogénese
da PPC. Nestas familias, a andlise de segregacao sugeriu um modo de
heranga autossOmica dominante com penetrancia incompleta, sexo-

dependente .

Posteriormente, quatro estudos independentes de
associagao do genoma identificaram dois loci associados com a variagao na
idade da menarca: 6g21 (incluindo o gene LIN28B) e 9931.2 '*"°. Portanto, a

puberdade resulta, provavelmente, de uma complexa interacdo de base

genética com uma variedade de reguladores enddcrinos e ambientais.
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1.2 PUBERDADE PRECOCE

Classicamente, a puberdade precoce €& definida como o
desenvolvimento de caracteres sexuais secundarios antes dos 8 anos em
meninas e 9 anos nos meninos *'%'®. Esse intervalo normal para idade de
inicio da puberdade corresponde ao periodo no qual 95% das criangas
iniciaram o desenvolvimento dos caracteres sexuais '"'®. No entanto, esses
limites cronologicos de idade vém sendo objetos de intensa discussdao. Uma
diminuicao na idade média da menarca foi observada nos Estados Unidos
(EUA) e em alguns paises da Europa entre os séculos XIX e XX '°. Um
estudo com 17.000 meninas sugeriu um ajuste na média de idade da
puberdade nos EUA, uma vez que 27,3% das meninas afro-americanas e
6,7% das meninas caucasianas apresentaram inicio da puberdade aos 7
anos de idade #*. A quantidade de gordura corporal e a exposicdo a
desreguladores enddcrinos tém sido sugeridos como importantes fatores
associados com esta tendéncia de antecipacao do inicio da puberdade no
sexo feminino 2'. Mais recentemente, uma modificagdo de idade de inicio da
puberdade foi também observada nos meninos ?2. Herman Giddens et al.??
demonstraram que meninos americanos estao iniciando o desenvolvimento
sexual, em média de 6 meses a 2 anos, antes do esperado. A menarca
antes dos 9 anos em meninas pode também ser considerada um critério

adicional de precocidade sexual.

A idade de inicio da puberdade tem implicagdes substanciais para a
saude bioldgica, psicossocial e a longo prazo. A idade precoce da menarca é

um fator de risco para cancer de mama, doencas cardiovasculares,
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225 Em meninos, a

depressao, diabetes, obesidade e hipertensao
puberdade precoce é um fator de risco para cancer de testiculo ?°. Algumas
evidéncias sugerem também que criangas com puberdade precoce
apresentam maior risco de alteragdes de comportamento e disturbios
psicologicos na vida adulta quando comparadas a poulacéo geral %’.

A puberdade precoce tem prevaléncia estimada de 0,01 a 0,05% e é,
aproximadamente, 10 vezes mais comum em meninas do que em meninos
10.

Na populagdo dinamarquesa, a prevaléncia estimada de puberdade

precoce ¢é de cerca de 0,2% em meninas € menos de 0,05% em meninos 28

A precocidade sexual pode ocorrer como resultado da secregdo de
esteroides sexuais independentemente da ativagdo do eixo gonadotrofico
(puberdade precoce independente de gonadotrofinas ou puberdade
periférica- PPP) ou, mais comumente, por uma ativagao prematura do eixo
hipotalamo-hipdfise-gonadal, de forma semelhante ao desenvolvimento
fisiolégico, porém, em idade cronolégica inadequada (puberdade precoce
dependente de gonadotrofinas ou puberdade precoce central - PPC).
Clinicamente, as duas formas assemelham-se, sendo caracterizadas pelo
desenvolvimento precoce dos caracteres sexuais secundarios, aceleragao
do crescimento linear e avango da idade 6ssea, com consequente prejuizo

2930 Na PPC, os caracteres sexuais secundarios s&o

da estatura final
concordantes com o sexo do paciente (isossexual). Ao contrario, a PPP
pode levar ao padrao isossexual ou heterossexual (feminizagdo de meninos

ou virilizagdo de meninas), além da progressao desordenada dos caracteres

sexuais secundarios, podendo a menarca ser a primeira manifestacdo. Em
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ambas as formas de puberdade precoce, iso ou heterossexual, os esteroides
sexuais determinam a aceleracdo da velocidade de crescimento e da
maturacdo esquelética, culminando com a fusdo prematura das epifises
Osseas e o comprometimento da estatura final. A avaliagcao laboratorial € util
no diagndstico diferencial das formas de precocidade sexual. Os valores de
LH em condicdo basal e apds estimulo (teste com GnRH exdégeno ou
analogo de GnRH) confirmam a ativagdo do eixo gonadotréfico, sendo
fundamental para a distingdo entre PPC e PPP e na escolha correta do

tratamento.

1.2.1 Puberdade precoce central

A PPC é uma condicao rara, com incidéncia estimada de 1:5.000 a
1:10.000, mais frequente no sexo feminino, em uma proporgdao de 3-23

meninas: 1 menino 2%*'

. Varias alteragdes neurolégicas podem levar a PPC,
incluindo tumores, trauma, infecgdes, irradiagdo do SNC ou malformagdes.
O hamartoma hipotalamico- uma malformagao congénita nao-neoplasica,
representa a causa organica mais comum de PPC em ambos o0s sexos.
Exposicao cronica a esteroides sexuais, de fonte exdgena ou enddgena
como resultado de algumas doengas com producgao periférica de esteroides,
pode também causar ativacdo prematura do eixo hipotalamo- hipdfise-
gonadal ***. No entanto, a maioria das causas de PPC em meninas e cerca
de 50% dos casos em meninos nao apresentam alteragées detectaveis no

32,33

SNC e sao descritas como idiopaticas . Independentemente da etiologia

da PPC, organica ou idiopatica, a base do tratamento € o bloqueio da
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secrecao de gonadotrofinas com os analogos de GnRH, sendo a cirurgia
reservada para alguns tumores ou malformacgdes volumosas, com sintomas

neurolégicos de dificil controle 2.

1.2.2 A genética na puberdade precoce central

Ao longo dos ultimos anos, diversos genes (GNRH1, GNRHR, FSHR,
LHR, LIN 28B, GABRA-1, NPY-1, KISS1, KISS1R, TAC3, TACR3, EAP1,
TTF-1) foram implicados na regulacdo e fungdo do eixo reprodutivo, mas
poucos foram os defeitos moleculares, incluindo polimorfismos e mutagdes,
que mostraram associagao ao fenétipo de PPC (Tabela 1). Nessa area, as
principais descobertas estdo relacionadas ao sistema da kisspeptina, cujo
papel como estimulador da secrecdo de GnRH na puberdade foi
demonstrado nos Ultimos anos **. Inicialmente descoberto como um gene
supressor tumoral, o gene KISS1 é composto por trés éxons, mapeado no
cromossomo 1q32-g41 e codifica a sintese de uma proteina de 154
aminoacidos, a kisspeptina, que atua por meio de ligagdo a seu receptor
(KISS1R ou GPR54). O KISS1R é um receptor com sete dominios
transmembrana, composto por 398 aminoacidos e esta acoplado a proteina
G. O sistema kisspeptina- KISS1R vem sendo implicado na patogénese da
PPC desde 2008, quando Teles et al. * descreveram uma mutacdo
(p.Arg386Pro) no KISS1R, resultando em ativagdo nao constitutiva do
receptor, em uma menina brasileira adotada com PPC. Outros polimorfismos

foram encontrados no KISS1R, envolvendo criangas chinesas € uma menina
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coreana com PPC, porém apenas uma dessas alteragdes foi correlacionada

36,37 38

positivamente com o fendtipo Posteriormente, Silveira et al.
descreveram duas variantes na kisspeptina (KISS1), p.Pro74Ser e
p.His90Asp, em trés criangas brasileiras nao relacionadas com PPC. A
mutacado ativadora p.Pro74Ser foi identificada, em heterozigose, em um
menino com inicio muito precoce do desenvolvimento puberal (1 ano de
idade). Analises funcionais mostraram que, apés uma pré-incubagcido com
soro humano, a capacidade do vetor mutante em estimular a transducao de
sinal foi significativamente maior quando comparado ao vetor ndo mutado,
sugerindo uma maior resisténcia da kisspeptina mutada a degradacéao in
vitro e consequente aumento da biodisponibilidade dessa proteina . Por
outro lado, a variante p.His90Asp foi descrita em homozigose em duas
meninas nao relacionadas com PPC. No entanto, estudos in vitro dessa
variante ndao mostraram alteragcbes na atividade ou na resisténcia a

%  Embora a

degradacdo quando comparada a kisspeptina selvagem
identificacdo desses casos tenha contribuido para elucidar o papel do
sistema kisspeptina na regulagdo do desenvolvimento puberal, nenhum
outro caso de mutacado ativadora no KISS1R ou KISS1 foi descrito em

pacientes com PPC desde entdo, sugerindo que alteragcdes nesses genes

sdo raras ¥,

Em 2009, diferentes estudos de associagao do genoma identificaram
variagbes genéticas no cromossomo 6qg21, envolvendo o gene LIN28B ou
proximo a seu locus, associadas a idade de inicio da menarca '*"°. Esse

fato despertou o interesse pelo LIN28B em estudos do desenvolvimento
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puberal. O LIN28B é um homodlogo humano do lin28 do nematdédeo

Caenorhabtidis elegans *°.

Mutacbes deletérias no 1in28 resultam em
desenvolvimento precoce (passagem de larva para adulto) e transformagao
parcial do fenétipo sexual em Caenorhabtidis elegans *. As proteinas da
familia LIN28 sao potentes repressores pds-transcricionais da biogénese dos
micro-RNAs let7, os quais sdao microRNAs expressos de forma tempo-
especifica e que controlam o inicio do desenvolvimento sexual. Em 2010,
Silveira-Neto et al. *° descreveram uma variante nova no LIN28B
(p.-His199Arg), em heterozigose, em uma menina brasileira de 4 anos com
PPC esporadica, porém o estudo funcional in vitro demonstrou que essa

variante ndo alterou a fungdo do gene na regulagao da expressao do let-7

miRNA.

Posteriormente, um outro sistema foi também implicado na regulacao
do eixo reprodutivo: o sistema da neurocinina B (NKB). A neurocinina B é
membro da familia das taquicininas, que sao peptideos neurotransmissores
excitatérios. Em humanos, a NKB e seu receptor (NK3R) sao codificados
pelos genes TAC3 e TACR3, respectivamente. O papel do NKB no controle
da secrecado de gonadotrofinas e inicio da puberdade foi enfatizado a partir
da descricdo de mutagbes inativadoras nos genes TAC3 e TACR3 em
pacientes com hipogonadismo hipogonadotréfico normdsmico isolado,
representando atualmente 6% dos casos de hipogonadismo *1_No entanto,
0s mecanismos pelos quais esse sistema exerce seus efeitos no controle da
funcao reprodutiva ainda ndo sdo bem conhecidos. Em 2012, estudando o

. 42

papel desses genes na PPC, Tusset et a identificaram uma nova variante
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(p.Ala63Pro) na neurocinina B, em heterozigose, em uma menina brasileira
com PPC. Essa variante estava ausente nos controles e nos pacientes com
hipogonadismo hipogonadotréfico estudados. Entretanto, sua mae, também
heterozigota para a mutagao, apresentou desenvolvimento puberal em idade
cronolégica adequada, sugerindo falta de correlagdo gendtipo-fendtipo 2.

Mais tarde, Cukier et al.*3

estudaram dois fatores de transcricao
moduladores da expressao de GnRH- Thyroid transcription fator (TTF1,
também conhecido como NKX2-1) e enhanced at puberty (EAP1; também
chamado IRF2BPL, interferon regulatory factor 2 binding protein-like) em 71
pacientes com PPC idiopatica. Nenhuma mutacdo germinativa foi
identificada nesse grupo de pacientes. Entretanto, estudos in silico,
utilizando programas computacionais de interacdo génica, sugeriram que

TTF1 e EAPl1l sdo componentes importantes de uma rede de genes

envolvidos com o controle da menarca .

Dessa forma, a etiologia da maioria dos casos de PPC permanece
desconhecida (idiopatica), sugerindo que outros genes e/ou mecanismos,
ainda nao conhecidos, possam estar envolvidos. Na Tabela 1 estdo
sumarizados os principais genes implicados com a PPC e as variantes

encontradas.
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1.3 NOVAS METODOLOGIAS NA DETERMINACAO DAS BASES

GENETICAS DA PPC

Fendtipos especificos e complexos podem ser causados por
alteragbes cromossOmicas, como dele¢des e duplicagbes, em determinadas
regides do genoma. O desenvolvimento de técnicas de bandeamento
cromossOmico na década de 1970, seguido posteriormente pelos métodos
de hibridizacao in situ nos anos 1980 e 1990, permitiram 0 mapeamento de
genes e a deteccdo de rearranjos citogenéticos e aneuploidias. Exemplos
classicos dessas descobertas sdo as aneuplodias do cromossomo 21
(sindrome de Down), do cromossomo 18 (sindrome de Edwards), do
cromossomo 13 (sindrome de Patau), do cromossomo X (sindrome de
Turner e Klinefelter) e do cromossomo Y (sindrome de Jacobs), além da
translocagao 9/22, responsavel pela fusdo dos genes BCR/ABL, relacionado
ao Linfoma de Hodgkin ***°. Nesse contexto, foi também desenvolvida a
técnica de hibridizacdo gendbmica comparativa (CGH), baseada na
comparacao direta de dois genomas por diferengas no contetido do DNA “°.
No entanto, a baixa resolucao (detecta alteragdes de, aproximadamente, 5-
10Mb), a necessidade de confirmacéao pela técnica de hibridizacao in situ e o
intenso trabalho laboratorial limitavam o uso do CGH. Para reduzir essas
dificuldades, técnicas de microarray genémico foram desenvolvidas para
aplicagao por esse método. O CGH array baseia-se nos mesmos principios
do CGH convencional, exceto que sua analise envolve fragmentos de DNA,
como modelos para hibridizacéo *’. As aplicacdes clinicas do CGH array s&o

inumeras: cancer de mama, glioblastoma, rabdomiossarcoma, carcinoma
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nasofaringeo, cancer de ovario, tumores de bexiga, tumores adrenocorticais,
além de deteccbes de rearranjos no 1p36 e anormalidades em locus
selecionados do genoma. Esta técnica apresenta varias vantagens em
relacdo as descritas anteriormente: alta resolugcdo, boa sensibilidade, facil

compreensao e rapidez 8.

Outra metodologia que vem sendo desenvolvida e tem evoluido desde
a decodificagdo completa do genoma humano, permitindo avangos na area
da genética é o sequenciamento exdmico *°. O sequenciamento exdmico é
uma forma altamente eficaz de andlise genética, em que > 90% do DNA
codificador de um individuo (1% de todo o genoma) € sequenciado ao
mesmo tempo *°. Enquanto no sequenciamento exdmico, também conhecido
como “target exome capture”, sequencia-se toda a regido codificadora do
genoma, utilizando-se sondas especificas para cobrir todos os éxons do
genoma; no sequenciamento exdmico avangado, sequencia-se além da
regido codificadora as regides nao traduzidas proximas aos éxons (UTRs),
permitindo assim o estudo das regides promotoras dos genes e regides
intrdnicas intragénicas envolvidas na expressdo genética. Comparado ao
sequenciamento completo do genoma (whole genome sequencing), o
sequenciamento exémico permite uma abordagem mais custo-efetiva para
identificacdo de mutagdes e apresenta a vantagem de uma interpretacéo
menos complexa °'. No sequenciamento exdmico, a regido codificadora do
DNA é sequenciada, usando tecnologias de nova geragao e a sequéncia do
paciente € comparada com a sequéncia referéncia do genoma humano,

permitindo a identificagdo de variantes genéticas e possiveis genes
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candidatos pela analise de substituicbes de nucleotideos, rearranjos

estruturais e variagcdo nos nimeros de copias 2.

Em um estudo de sequenciamento exémico de oito individuos
controles (que fazem parte do projeto Hap Map) e quatro pacientes
portadores da sindrome de Freeman-Sheldon, que é uma doencga rara com
heranca autossémica dominante, foi demonstrado ser possivel identificar um
gene candidato associado a doengas monogénicas estudando um pequeno
numero de pacientes *°. Neste mesmo estudo, foi sugerido que, em doencas
mais complexas como doencgas oligogénicas, a mesma estratégia pode ser
utilizada com um numero maior de pacientes. No campo da Endocrinologia,
0 sequenciamento exdmico levou a grandes avangos na compreensao de
muitas doengas, incluindo os tumores adrenais em pacientes com sindrome
de Cushing, hiperaldosteronismo primario, disturbios do crescimento e
Diabetes mellitus tipo 2, bem como uma infinidade de raras sindromes
genéticas com envolvimento enddcrino importante °2. O principal beneficio
da exoma, em relacdo ao estudo de gene candidato, consiste na
investigagdo simultanea de 20.000 genes *°. No entanto, essa magnitude de
genes estudados resulta em um grande numero de variantes genéticas que
necessitam ser avaliadas cuidadosamente quanto a sua associacao positiva

ou negativa com o fenétipo.
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Tabela 1 - Genes candidatos relacionados a PPC e as variantes encontradas

Gene Locus Variantes raras na PPC Referéncias
GABRA1 5934 7 SNPs - nenhum relacionado com PPC Brito et al. JCEM (2005)
(156T>C; 1323 G>A; IVS2-712(GT)n;
IVS3+12A>T; IVS8+45T>G; IVS9+76T>G;
IVS10+15G>A.)
NPY-1R 7p15.3 p.K374T Freitas et al. Fertil and Steril (2007)
KISS1 1932.1 p.P74S Silveira et al. JCEM (2010)
p.H90D
GPR54 ou KISS1IR 19p13.3 p.R386P Teles et al. NEJM (2008)
LIN28B 6916-921 p. H199R Silveira-Neto et al. Horm Res Pediatr
(2012)
NKB 12913.3 p.A63P Tusset et al. ABEM (2012)
NK3R 4924 p.A449S
TTF -1 9934.13 - Cukier et al. Horm Res (2013)
EAP1 14923 p.E87E, p.A163A, p.Y415Y e p.C758C
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1.4 HIPOTESE

Pacientes com PPC, de origem familial e esporadica, poderiam
apresentar defeito em um ou multiplos genes, ainda nao estudados em
humanos, que exerceriam papel preponderante na regulagdo do eixo
reprodutivo e na determinagcédo do inicio da puberdade. O uso de técnicas
mais modernas de biologia molecular poderiam ser uteis na deteccao de
delegdes, duplicagdes e substituicbes de nucleotideos e, possivelmente, na

identificacdo de genes, ainda nao conhecidos, relacionados a PPC.

A abordagem desta hipétese compreende inicialmente a identificagao
de possiveis genes envolvidos na regulacdo do inicio da puberdade por
sequenciamento exdmico em um grupo selecionado de PPC familial. Caso
algum gene candidato seja identificado, os resultados serdao confirmados por
sequenciamento automatico, e o estudo ampliado para a populagdo com

PPC forma esporadica.

Com isso, visamos a um melhor entendimento da fisiologia do GnRH
e da regulacao do eixo reprodutivo, tornando possivel um aconselhamento

genético e acompanhamento mais adequado para esses pacientes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Analise clinica e genética de pacientes com PPC idiopatica:

2.1A- Analisar potenciais anormalidades no genoma de criangas
com PPC de origem familial por meio de sequenciamento exémico

global;

2.1B- Ampliar o estudo com a analise de genes selecionados em

pacientes com PPC esporadica;

2.1C- Correlacionar as novas variantes eventualmente encontradas

com o fendtipo dos pacientes com PPC,;

2.1D- Estabelecer o provavel mecanismo de agao das proteinas

codificadas pelos genes selecionados.
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3 METODOS

3.1 CONSIDERACOES ETICAS

Este estudo foi aprovado pela Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa (CONEP), aprovagao parecer n® 974.135. Consentimento Livre e
Esclarecido, por escrito, foi obtido de todos os pais ou responsaveis e
pacientes entre 6 e 10 anos (Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,
desenvolvido de acordo com sexo e faixa etaria), assim como

assentimento, por escrito, dos pacientes entre 2 e 6 anos.

3.2 PACIENTES

A casuistica de pacientes com PPC foi subdividida em dois grupos:
PPC- forma familial e PPC- forma aparentemente esporadica. Selecionamos
19 familias com PPC- forma familial (36 pacientes) e 213 pacientes com
PPC aparentemente esporadica. Os pacientes com PPC familial foram
selecionados no Ambulatorio de Endocrinologia do Desenvolvimento do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Séao
Paulo (HC-FMUSP), além de alguns casos provenientes de outros servigos
(Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Sao Paulo- SP, Hospital
das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais - MG e Nemours
Children’s Clinic, Jacksonville, Florida). Os heredogramas das 19 familias

pré selecionadas estao ilustrados no Anexo B. Os pacientes com PPC
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esporadica foram selecionados dos Servigos de Endocrinologia do Hospital
das Clinicas da Universidade de Sao Paulo em Sao Paulo (HCFMUSP- SP,
médico responsavel Dr. Vinicius Nahime Brito) ou Ribeirdo Preto
(HCFMUSP-RP, médico responsavel Dr. Sonir Roberto R. Antonini), do
Hospital das Clinicas da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP,
médico responsavel Dr. Gil Guerra Junior) e do Medical Faculty Skopje -

Macedobnia.

Os critérios clinicos e laboratoriais considerados para inclusdo dos
pacientes com PPC no presente estudo foram: inicio dos caracteres sexuais
secundarios antes dos 8 anos nas meninas e antes dos 9 anos nos meninos,
concentragbes de LH em condigao basal e/ou apds estimulo com GnRH
exdgeno ou com analogo de GnRH depot (Lupron ®) em niveis puberais,
ressonancia magnética (RM) do SNC sem anormalidades. A presenca de
mais de um membro da familia com histéria de desenvolvimento sexual

precoce caracterizou a forma familial de PPC.

A idade cronolégica (IC) média do inicio do aparecimento dos
caracteres sexuais secundarios foi de 5,65 + 2,2 anos (variando do
nascimento a 9,7 anos), e a IC média da primeira consulta foi 7,6 + 1,8 anos
(variando de 1,3 a 10,75 anos). O estadio de desenvolvimento mamario
variou entre 2 e 5 e o0 estadio dos pelos pubianos variou entre 1 e 5, de
acordo com os critérios de Tanner e Marshall '8, Os dez pacientes do sexo
masculino apresentavam diametro testicular superior a 2,5 cm ou volume
testicular maior que 4 mL ao diagnéstico. A idade 6ssea (I0) média foi 10 +

2,2 anos (1 — 13,5 anos), conforme os critérios de Greulich e Pyle **. Os
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pacientes apresentavam em média um avanco de IO de 1,7 anos em relagao
a IC. Trés pacientes tinham caracteristicas sindrobmicas. Os achados clinicos
e hormonais dos 213 pacientes com PPC estao resumidos no Anexo C.
Dois grupos controles foram utilizados em diferentes etapas deste estudo.
Para o sequenciamento exémico global, utilizamos como controles 50
amostras do 1000 Genomes, €, na analise de mutacdes na regido promotora
do gene MKRN3, foi usado um grupo controle constituido de 50 individuos
adultos de ambos o0s sexos, que nao apresentaram anormalidades no

desenvolvimento puberal.

Puberdade Precoce Central

y

Forma Familial Forma Aparentemente Esporadica
(19 familias: 36 pacientes) (213 pacientes: HCFMUSP-SP,
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Figura 1 - Estratificagcdo dos pacientes
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3.3 AVALIACAO HORMONAL

O diagndstico laboratorial dos disturbios do desenvolvimento puberal
foi baseado nas dosagens das gonadotrofinas (LH e FSH) e dos esteroides
sexuais (estradiol e testosterona). No periodo do estudo, foram utilizados
dois métodos de dosagens para as gonadotrofinas séricas: os ensaios
imunofluorométrico  (IFMA) (Perkin Elmer, Wallac, Finlandia) e
eletroquimioluminométrico (ECLIA) (Roche Diagnostics, Cobas €601

analyzer, Indianapolis, USA).

O teste de estimulo com GnRH de acado curta foi realizado pela
administracdao de 100 ug de gonadorelina intravenosa no tempo zero e
coleta de sangue nos tempos -15, 0, 15, 30, 45 e 60 minutos. O teste de
estimulo com GnRH de acado prolongada (depot) foi realizado pela
administracao de 3,75 mg de acetato de leuprolide (Lupron ®), intramuscular
ou subcutaneo, no tempo zero e coleta de sangue apdés 2 horas. Os valores
de referéncia de esteroides sexuais e de LH e FSH basais e apds estimulo

com GnRH ou analogos de GnRH depot estao descritos nas Tabelas 2 e 3.

Para o diagnéstico de PPC, foram consideradas concentracbes
puberais no sexo feminino: LH basal > 0,6 U/L ou ap6s estimulo com GnRH>
6,9 U/L e estradiol > 13 pg/mL para o IFMA *°, LH basal> 0,2 U/L ou apds
estimulo com GnRH >5 U/L e estradiol > 15 pg/mL para o ECLIA *°. No sexo
masculino, foram consideradas concentragcdes puberais: LH basal > 0,6 U/L
ou apoés estimulo com GnRH> 9,6 U/L e testosterona > 14 ng/dL para o

IFMA % LH basal > 0,2 U/L ou apds estimulo com GnRH> 5 U/L e
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testosterona >12 ng/dL para o ECLIA °°. Adicionalmente, LH > 10 U/L (IFMA)
ou LH > 5,0 U/L (ECLIA), dosado 2 horas apds a administragdo da primeira
ampola de acetato de leuprolida 3,75 mg, via subcutdnea, também foi

considerado como resposta puberal para ambos os sexos *°.

Tabela 2 - Valores normais de testosterona e LH no sexo masculino,
obtidos nos ensaios IFMA e ECLIA em criangas pré-puberes

Testosterona LH basal LH pico* )
Ensaio
ng/dL U/L U/L
Pré-puberes <14 <0,6 <9,6 IFMA
Pré-puberes <12 <0,2 <5,0 ECLIA

*apos 100 ug de gonadorelina i.v.

Tabela 3 - Valores normais de estradiol e LH no sexo feminino, obtidos nos
ensaios de IFMA e ECLIA em criangas pré-puberes

Estradiol LH basal LH pico* )
Ensaio
pg/mL U/L U/L
Pré-puberes <13 <0,6 <6,9 IFMA
Pré-puberes <15 <0,2 <50 ECLIA

*ap6s 100 ug de gonadorelina i.v.
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3.4 AVALIACAO MOLECULAR

3.4.1 Extracdo de DNA gendmico de leucdcitos de sangue periférico

DNA gendmico foi extraido de 12mL de sangue periférico colhido em
tubo com EDTA. O sangue foi incubado em solugédo para lise de glébulos
vermelhos (114 mM cloreto de amoénia; 1 mM carbonato de aménia) durante
30 minutos a 4°C. Apds este periodo, a amostra foi centrifugada a 3.000 rpm
durante 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o botdo de
células ressuspenso em solugcdo tampao constituida de 100 mM NaCl; 10
mM Tris-HCI pH 8;0; 1 mM EDTA pH 8,0, contendo 1% SDS e 0,2 mg/mL
proteinase K e mantido durante a noite a 37°C. No dia seguinte, a amostra
foi submetida a duas extragcbes com fenol: cloroférmio: alcool isoamilico
(25:24:1) e a uma extracdo com cloroférmio e alcool isoamilico (24:1). O
DNA foi precipitado com acetato de sédio 0,3 M em pH 7,0 e com dois
volumes de etanol absoluto gelado. Posteriormente, o DNA foi lavado em
etanol 70% por 5 minutos e ressuspenso em TE (10 mM Tris-HCI pH 8,0; 0,1

mM EDTA pH 8,0).

A concentracdo do DNA foi estimada com base na leitura da
densidade o6ptica por espectrofotometria com luz ultravioleta (Ultrospec IIl —
Pharmacia Biotech, EUA); o grau de pureza foi avaliado pela relagao
A260/280. A integridade do material foi verificada com eletroforese em gel de
agarose 1% e visualizagcdo por transiluminagdo com luz ultravioleta, apds
coloragdo com solucdo de brometo de etidio. As amostras foram

armazenadas a 4°C até sua utilizacao.



Métodos 26

3.4.2 Sequenciamento exdmico global

Neste estudo, o sequenciamento exdmico foi realizado no Broad
Institute (Cambridge, MA), usando a tecnologia de clonagem molecular
lllumina HiSeq 2000 (lllumina Inc, San Diego, CA). Por esta técnica, o DNA
genbmico extraido de leucocitos do sangue periférico dos pacientes
selecionados foi inicialmente quebrado em fragmentos com tamanhos
predeterminados e separados em fitas simples, por meio de enzimas
polimerases. Em  seguida, adaptadores com sequéncias de
oligonucleotideos universalmente conhecidas foram acrescentados as
terminacbes dos fragmentos de DNA. Esses adaptadores sao
complementares aos primers de PCR e oligonucleotideos imobilizados na
matriz sélida para a amplificagdo do DNA — amplificagdo em ponte. Durante
cada ciclo de sequenciamento, a adicdo de quatro bases de nucleotideos
marcadas (citosina, adenina, tiamina e guanina) e enzimas a matriz seguida
da estimulagdo com laser permitiu a leitura das bases complementares aos
diversos fragmentos de DNA dispersos na matriz sélida. As sequéncias
complementares obtidas foram alinhadas e comparadas com bancos de
dados de referéncia (Human Genome version 19), usando o Burrows-
Wheeler Aligner (http://bio-bwa.sourceforge.net/) para a detecgdo de
variantes genéticas (Figura 2). Posteriormente, foram aplicados o Genome
Analysis Toolkit (http://broadinstitute.org/gatk), o escore de qualidade de
recalibragcdo de cada base e o realinhamento indel. Os polimorfismos e as
variantes indel identificados foram genotipados comparando todas as

amostras simultaneamente, usando o escore de qualidade de recalibragao
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de cada variante. Para avaliagao do efeito funcional das variantes, foi usado

o SnpEff 2.0.5 (http://snpeff.sourceforge.net/).

Todas as variantes identificadas na regido codificadora do MKRN3

durante o estudo de sequenciamento exémico global foram confirmadas pelo

método de amplificacdo por reagdo em cadeia de polimerase seguida de

sequenciamento automatico convencional (Sanger).

Referéncia GAGCCGTTACCGTATGGTACTCCGA
TCTGGTACTCCGA

Paciente [
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Representagcdo esquematica do sequenciamento exémico
(ILLUMNA). A. Extragcdo do DNA de leucdcitos do sangue
periférico; B. Fragmentagcdo do DNA e ligagdo de adaptadores
especificos. Os adaptadores possuem sequéncia
complementar aos primers dipostos na matriz; C. Lavagem dos
fragmentos nao codificadores; D. Amplificacdo dos éxons em
ponte.; E. Sequenciamento com tecnologia de alto rendimento;
F. Comparacdo das leituras do paciente com a sequéncia
referéncia.
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3.4.3 Amplificag&o por reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

O DNA genbmico dos pacientes selecionados foi utilizado como
substrato para a amplificacdo das regides codificadora e promotora proximal
do gene MKRN3, por meio de reagdo em cadeia da polimerase (PCR),
utilizando-se pares de oligonucleotideos especificos (Tabelas 4 e 5). A
regidao promotora do MKRN3 compreende 1000pb, incluindo 750 pb da
regido 5 a montante do sitio de inicio de transcricdo *. As reagdes foram
realizadas em um volume final de 25 uL. Para cada reacao, foram utilizados
100 a 200 ng de DNA genbmico, 100 uM de cada desoxinucleotideo (dNTP),
10 pmol de cada oligonucleotideo, 1,0 U de enzima Go Taq DNA polymerase
(Promega, Madison, WI, EUA) e 5,0 yL do tampao 5X Green Flexi Reaction
Buffer (Promega, Madison, WI, EUA). A reacao de amplificagcao foi realizada
em um termociclador Veriti ®96- Well Thermal Cycler (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA) e consistiu das seguintes etapas: 1) Regiao
codificadora do gene MKRN3 - desnaturagao inicial a 95°C por 5 minutos,
seguida por 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 30 segundos, anelamento
a 58°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto e extenséo final a
72°C por 10 minutos; 2) Regido promotora do gene MKRN3 - desnaturagéo
inicial a 95°C por 10 minutos, seguida por 35 ciclos de desnaturagdo a 95°C
por 30 segundos, anelamento a 62°C por 30 segundos e extensdo a 72°C
por 1 minuto e extensao final a 72°C por 10 minutos. Todos os produtos de
PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1% e

visualizados por transiluminacdo em luz ultravioleta.
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3.4.4 Sequenciamento automatico direto (Sanger)

A concentracdo de DNA dos produtos gerados pela PCR foi
determinada com base na comparacgao da intensidade de sinal emitido pelos
fragmentos de um marcador de peso molecular de concentracdo conhecida
em gel de agarose. Posteriormente, os produtos de amplificacdo foram
submetidos a pré-purificacdo enzimatica, utilizando-se o produto comercial
EXO-SAP, contendo as enzimas Shrimp Alkaline Phosphatase e
exonuclease | (Affymetrix, USB Products, Cleveland, Ohio, EUA). As reacdes
de sequenciamento foram realizadas utilizando o produto comercial ABI
Prism™ Big DyeTerminator (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).
Para estas reacgdes, utilizamos também pares de oligonucleotideos internos,
tendo em vista o grande numero de pares de bases nos fragmentos
estudados (Tabelas 4 e 5). Os produtos destas reagcdes foram submetidos a
eletroforese em sequenciador automatico ABI Prism Genetic Analyzer
3130xL automatic DNA sequencer (Applied Technologies, Foster City, CA).
As sequéncias obtidas foram comparadas com as sequéncias depositadas
na base de dados do National Center for Biotechnology and Information

(NCBI).
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Tabela 4 - Oligonucleotideos usados para amplificacdo e sequenciamento
automatico da regido codificadora do gene MKRN3

Oligonucleotideos internos

Oligonucleotideos (PCR) (sequenciamento)

1F:5"GCCTCAAGCCCATAAAGAAAZ 1F:5"GCCTCAAGCCCATAAAGAAA3Z’
3R:5"GGGAAAACAGGCAATAGCAG3’ 1R:5’AGCCATCTGCTTCCTCTCAG3’

2F:5"GGCATTTGGACAAAGCAGA3’

2R:5"CACTGGGAATGACCAATTC3’

3F:5'CCAATTGCAACCATTCCTTC3’
3R:5"GGGAAAACAGGCAATAGCAG3S

Tabela 5 - Oligonucleotideos usados para amplificacdo e sequenciamento
automatico da regido promotora do gene MKRN3

Oligonucleotideos (PCR) Oligonucleotideos internos (sequenciamento)
P1F: 5°GAA ACA AAG GGC TGC CAT GA 3’ P1F: 5"GAA ACA AAG GGC TGC CAT GA 3’
P2R: 5'ATC TGG AGC AGC AGATTC CC 3’ P1R: 5°GGC AGT CCC TAAGTC CCTTC 3’

P2F: 5°CGC GAT CGG GCATTAAAAGA 3’
P2R: 5°’ATC TGG AGC AGC AGATTC CC 3’

3.4.5 Anélises In Silico

Todas as variantes missenses identificadas foram submetidas a
analises de predigao in silico. Para avaliacdo das substituicbes nucleotidicas
quanto ao impacto functional, foram utilizados os programas PolyPhen2
(Polymorphism Phenotyping, version 2), PANTHER (Protein Analysis through
Evolutionary Relationship) e/ou SIFT (Sorting Intolerant from Tolerant). Para

os programas PolyPhen2 e PANTHER, a variacdo de escores é de 0 a 1,0,
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sendo 0 (zero) indicativo de efeito neutro e 1,0, provavelmente deletério. Ja
no SIFT, escores < 0,05 sao preditores de promover alteragdo na fungao da
proteina. Todos os algoritmos desses programas estdo baseados na
homologia das sequéncias dos aminoacidos de proteinas contendo 0 mesmo
dominio functional, no grau de conservacido dessas sequéncias de
aminoacidos durante a evolugdo, e nas propriedades fisicas de cada
aminoacido. Assim, o impacto da alteragdo do aminoacido sobre a estrutura
da proteina e, consequentemente, sobre sua funcdo é avaliado, e esta é

classificada como potencialmente deletéria ou nao.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Para comparar as frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo
€.663C>T (rs2239669) no gene MKRN3 entre pacientes com PPC e
controles, foram considerados apenas individuos nao relacionados. Para
esta analise, utilizamos o grupo controle do banco de dados do Ensemble. A
distribuicdo genotipica e a frequéncia alélica entre pacientes com PPC e o
grupo controle foram avaliadas em tabelas de contingéncia, pelo teste exato
de Fisher ou pelo teste Qui-quadrado (x?). Para a anélise dos dados, foi
utiizado o programa SigmaStat v3.5 (San Jose, CA, EUA). Foram

considerados significantes os valores de p < 0,05.



Métodos 32

3.6 AMPLIFICACAO DEPENDENTE DE HIBRIDIZACAO COM
MULTIPLAS SONDAS PARA ANALISE DE METILACAO (MS-
MLPA): METHYLATION-SPECIFIC ~ MULTIPLEX  LIGATION-

DEPENDENT PROBE AMPLIFICATION)

Cinquenta e duas pacientes com PPC idiopatica (familial e
esporadica) foram selecionadas aleatoriamente para este estudo. Este
método permite avaliar o estado de metilagdo de multiplos genes,
simultaneamente com a deteccdo do nimero de copias *°. Baseia-se em
reacao por PCR e permite a detecgdo semiquantitativa de alteragbes no
DNA, na regido promotora de varios genes, em uma Unica reagdo °°. A
discriminagao entre as sequéncias metiladas e ndo metiladas foi efetuada
por meio de hibridizacdo de sondas contendo o local de reconhecimento
para a enzima sensivel a metilacdo, Hhal (Promega, Leiden, Holanda).
Todas as sondas de MS-MLPA sao sequéncias de copia unica e foram

% Neste

desenhadas e preparadas, como descrito por Schouten et al.
estudo, utilizamos o kit comercial: SALSA MS-MLPA Kit ME028, MRC
Holland, Amsterdam, Netherlands. Este produto comercial € constituido por
32 sondas para o locus 15q11, regido critica para a sindrome de Prader
Willi. Cinco dessas sondas sao capazes de reconhecer dinucleotideos CpG
na regidao promotora dos genes SNRPN (quatro sondas) e NDN (uma

sonda). Este produto comercial continha ainda 14 sondas referéncia e trés

fragmentos controle.

O protocolo de MS-MLPA foi consituido de cinco passos (Figura 3):

1) Desnaturagao de 20ng de DNA gendémico de cada paciente, 2) Reagéao de
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ligacdo e hidrélise realizada overnight por 16h, 3) Reacdo de PCR, 4)
Separacdao dos produtos de amplificacdo por eletroforese capilar no
Sequenciador ABI 3130 genetic analyzer (Applied Biosystems, Foster City,

CA, USA), usando o L1Z® size standard e 5) Analise dos resultados obtidos.

A anadlise dos dados foi efetuada usando o Gene Mapper Analysis
software V.5 (Life Technologies). Para compensar a diferenga na eficiéncia
do PCR de amostras individuais, a fracdo de cada pico foi normalizada pela
divisao do valor de pico de cada sonda amplificada, pelo valor combinado de
sondas de referéncia dentro da amostra. Desta forma, a porcentagem de
metilacado foi calculada pela divisdo das areas dos picos normalizados das
amostras metiladas (sujeitas a hidrdlise pela enzima), pela area dos picos
normalizados das amostras ndo metiladas (ndo sujeitas a hidrdlise pela

enzima de restricao).

Uma redugéo relativa de 35-50% no valor de pico (ou area) de uma
amostra nao digerida de uma sonda especifica era indicativo de uma
delecao heterozigética da regido correspondente do DNA genémico. Os
padrées de metilacdo foram determinados por comparacao do valor de pico
da amostra digerida de uma sonda especifica pela amostra nao digerida - a
auséncia de uma redugao do valor de pico, apds a digestdo indicava que
ambas as copias de DNA correspondentes a essa sonda foram metiladas (e,
assim, resistentes a digestao pela enzima Hhal), enquanto que uma redugao
de ~ 50% no valor do pico indicava que uma copia foi metilada, e uma perda
completa de um pico indicava que nenhuma cépia foi metilada . Amostra

de DNA de um paciente com sindrome de Prader Willi causada por dissomia
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uniparental materna (confirmado por analise de microssatélites) foi usada

como controle positivo para detectar anormalidades de metilagao.

i
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Figura 3 - Esquema ilustrativo do procedimento de MS-MLPA (Nygren et
al., 2005°®)

As sondas especificas para cada gene, que continham um local de
reconhecimento para enzima de restricdo Hhal, foram hibridizadas com o
DNA-alvo. Posteriormente, ocorreu ligacdo e hidrolise com esta enzima,

sensivel a metilacdo. As sequéncias nao digeridas (metiladas) foram
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amplificadas. Nas regides CpG nao metiladas, o complexo DNA/sonda foi
digerido e, consequentemente, ndo ocorreu amplificacdo. Para cada amostra

de DNA, o MS-MLPA foi realizado com e sem a hidrélise pela enzima Hhal.

3.7 HIBRIDIZACAO GENOMICA COMPARATIVA (CGH ARRAY)

Duas pacientes com PPC e caracteristicas sindrémicas foram
submetidas ao estudo de CGH array (Anexo C, Tabela C 1, Pacientes 61 e
71). Nessa etapa, o DNA genbmico extraido das pacientes selecionadas foi
misturado com uma amostra de DNA controle, ambos marcados com
diferentes fluorocromos. O DNA misturado foi colocado em uma placa de
microarray, contendo diversos clones de cromossomos humanos. A placa de
array esta disposta de modo que a localizagdo exata de cada fragmento
dentro de todo o genoma pode ser identificado. Apds hibridizagcado, imagens
de computador revelaram a propor¢gao do DNA (controle versus paciente)
para cada clone, tendo por base a fluorescéncia obtida, e estes dados foram
analisados por um software especifico e apresentados na forma grafica.
Para sequéncias onde houve uma duplicagdo na amostra do paciente,
havera mais verde do que a fluorescéncia vermelha e uma emissao verde
global. Por outro lado, delegbes irdo resultar em um nivel reduzido de
fluorescéncia verde em relagao a fluorescéncia vemelha da amostra controle
e uma emissao vermelha global (Figura 4). Este estudo foi realizado em
colaboragédo com a Prof. Carla Rosenberg no Instituto de Ciéncias Bioldgicas

da Universidade de Sao Paulo.
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Figura 4 - Representacdo esquematica do CGH array. A. DNA controle
(vermelho) e DNA do paciente (verde) marcados com diferentes
corantes fluorescentes. B. Placa de microarray imobilizada com
fragmentos de DNA clonados ou sintetizados, representativos
de todo o genoma. C. DNA controle e DNA do paciente co-
hibridizados em uma placa de microarray D. Scanner com
software especifico. E. Grafico mostrando regido de duplicagao

(verde) e delegao (vermelho).

Para a execucdo desta técnica, foram utilizados os dados de

hibridizagdo e leitura do Agilent 2x 400K CGH + SNP array, obtidos da

Agilent Technologies. A variagdo no numero final de coépias foi obtida por
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relatérios gerados no Agilent Genomic Workbench 6.5 software package

(Agilent Technologies, Santa Clara CA, United States).



4 Resultados
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4 RESULTADOS

4.1 Puberdade precoce central familial

4.1.1 Sequenciamento exdomico global

Sequenciamento exdmico realizado em 40 membros de 15 familias
com diagnéstico de PPC idiopatica identificou 304.930 variantes. Rigorosos
critérios foram wusados como filtros para selecionar as mutagoes,
provavelmente, causadoras do fendtipo de PPC (Figura 5). Cinco familias
apresentaram mutagdo no gene MKRNS, incluindo duas mutag¢des do tipo
frameshift (p.Arg213Gly*73, p.Ala162Glyfs*14), uma mutagcdo nonsense
(p.Tyr391*) e uma mutacdo missense (p.Arg365Ser). Uma mutagao
(p.-Ala162Glyfs*14) foi comum a duas familias. Todas as variantes foram

confirmadas por sequenciamento automatico.
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Familias selecionadas para estudo de
sequenciamento exdmico
(n=15)

NS

304.930 variantes identificadas

NS

Selecdo das 3 maiores familias com
padrao de heranga autossémico
dominante

NS

Selecao das variantes nao sinébnimas
heterozigotas

N/

Excluidas todas as variantes com FAM
>0,01% no 1000 Genomes e Exome
Variant Server

\

Excluidas todas as variantes
presentes em 50 controles do 1000
Genomes

N/

Identificados alguns genes candidatos:
4 na Familia A, 65 na familiaB e 3 na
familia F

N/

1 gene comum em 2 das 3 familias:
MKRN3

N

Estudo das outras 12 familias
(25 membros):
Identificacdo de mais 3 familias com
mutagcao no MKRN3

N

Confirmacéo de todas as variantes e
analise de mutagdes no MKRN3 em
mais 8 membros das 5 familias por

sequenciamento automatico (Sanger)

Figura 5 - Filtros usados para selec¢ao de variantes associadas ao fenétipo
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4.1.1.1 Variantes identificadas no sequenciamento exdmico

global

4.1.1.1.1 Variante Frameshift c.637delC p.Arg213Gly*73

A mutagao frameshift em heterozigose no MKRNS3, c. 637delC p.
Arg213Gy*73, foi identificada em trés irmaos com PPC pertencentes a uma
familia dos EUA de origem caucasiana (Familia B, Figura 6). Seu pai,
assintomatico, também era portador da mutacdo. O DNA da avo paterna nao
estava disponivel para a analise molecular. No entanto, sua histéria de
menarca precoce sugere que o individuo II.1, pai das criangas afetadas,
possa ter herdado a mutagdo de sua mée, mas nao tenha manifestado o
fendtipo de PPC por este gene ser expresso apenas pelo alelo paterno. O
caso indice (I1.1) apresentou histéria de telarca aos 5,7 anos e pubarca aos
6,6 anos. Sua irma (lll.3) teve telarca aos 6,6 anos e seu irméao (lll.2)
apresentou desenvolvimento puberal aos 8 anos. Todos os trés irmaos
afetados possuiam LH basal e/ou apds estimulo em niveis puberais e idade
O0ssea avangada ao diagnostico (Tabela 6). A delegdo de uma citosina na
posicao 637 do MKRN3 resultou em uma mutagao frameshift no aminoacido
213 da proteina e em um stop codon prematuro, gerando uma proteina

truncada com 286 ao invés de 507 aminoacidos.
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4.1.1.1.2 Variante Nonsense ¢.1171 1172insA p.Tyr391*

A insergdo de uma adenina na posicdo 1171 do gene MKRN3,
c.1171_1172insA p.Tyr391*, foi encontrada em duas irmas brasileiras com
PPC (lll.1 e 11.2), no pai afetado (11.2), na tia paterna (I1.3) e no avd paterno
(I.1) (Familia F Figura 6). As duas irmas afetadas apresentaram telarca aos
6,2 e 5,7 anos, respectivamente, além de niveis puberes de LH estimulado.
A insergao de uma adenina na posi¢cdo 1171 do gene MKRN3 resultou em
um stop cdédon nessa posicado, gerando uma proteina de 391 aminoacidos,

com perda do ultimo dedo de zinco.

4.1.1.1.3 Variante Missense ¢.1095G>T p.Arg365Ser

Uma mutagcdo missense nova, c¢.1095G>T p.Arg365Ser, foi
identificada em todos os trés irmaos com fendtipo de PPC de uma familia
caucasiana da Bélgica (Familia G, Figura 6). O caso indice teve telarca aos
6,2 anos (I1l.1) e sua irma (lI1.3) apresentou telarca e pubarca aos 5,4 anos.
Ao diagnéstico, ambas apresentavam avango na idade 6ssea e LH pubere
apo6s estimulo. O irmao (lll.2) apresentou avaliagdo médica aos 9,7 anos
com aumento peniano, IO avancada e pelos pubianos no estadiamento 3 de
Tanner. A data precisa do inicio das manifestacbes puberais no individuo
.2 ndo é clara. A mutacdo foi herdada do pai, que ¢é carreador
assintomatico da mesma alteracdo. A mae nao apresenta a mutacao
descrita. O aminoacido arginina (Arg) esta localizado na estrutura de anel de

zinco da proteina, que é altamente conservada entre as espécies.
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4.1.1.1.4 Variante Frameshift c.475_476insC p.Alal62Glyfs*14

A insercdo em heterozigose de uma citosina na posicao 475 do gene
MKRN3 gerou uma proteina truncada de 176 aminoacidos em membros de

duas familias com PPC de diferentes origens (Familias K e P, Figura 6).

A Familia K, de origem brasileira, apresenta dois irmaos com PPC. O
paciente 1.2 teve histéria de aumento peniano e pubarca aos 5,9 anos. Na
primeira avaliacdo aos 8,1 anos, apresentava IO de 10 anos, volume
testicular 10 mL bilateral (Tanner 3) e comprimento peniano de 9,5 cm. Os
exames laboratoriais eram compativeis com puberdade: LH basal e apos
estimulo puberes e testosterona elevada. O irmao (Ill.3) também teve
historia de desenvolvimento sexual prematuro, apresentando estadiamento 3
de Tanner para pelos pubianos e genitalia aos 9,6 anos. Ambos os irmaos
herdaram a mutacéo do pai, que é carreador assintomatico. A historia clinica

e 0 DNA da mae nao estavam disponiveis para esse estudo.

A outra familia (Familia P) identificada com essa mesma mutagao, de
origem caucasiana e proveniente dos EUA, apresenta dois irmdos com
histéria de PPC. O caso indice (Ill.1) teve aumento testicular e peniano aos
8,5 anos. Sua irma (lll.2) apresentou telarca aos 5 anos. Ao diagndstico,
ambos tinham 10 avancada e LH basal pubere. O pai, ndo afetado, é
carreador da variante em heterozigose e a mae assintomatica nédo é

portadora da mutacgao.
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Figura 6 - Analise de segregacao familiar das cinco familias com mutagao

no gene MKRN3 identificadas no estudo de sequenciamento
exbmico global. O caso indice esta indicado pela seta. NM
significa alelo ndo mutado, circulo sexo feminino, quadrado sexo
masculino, simbolo cheio membro afetado, simbolo com X
falecimento, simbolo com ponto de interrogacdo gendtipo
desconhecido e simbolo com ponto no interior carreador
assintomatico. O asterisco (*) indica que o individuo foi estudado
apenas por sequenciamento direto.
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4.1.2 Sequenciamento Automatico (Sanger)

Pesquisa de mutacdo no MKRN3 foi realizada pela técnica
convencional (sequenciamento direto) em duas familias (Familias R e S,
Figura 7). Duas novas variantes frameshift foram encontradas:

p.Pro161Argfs*10 (Familia R) e p.Pro161Argfs*16 (Familia S).

4.1.2.1 Variantes identificadas no sequenciamento direto

4.1.2.1.1 Variante Frameshift c.482_483delC p.Pro161Argfs*10

A delecdo de uma citosina na posicdo 482 do gene MKRN3,
c.482_483delC p.Pro161Argfs*10, foi encontrada em duas irmas brasileiras
com PPC (1.1 e 11.2) e em seu pai (I.1), carreador assintomatico (Familia R,
Figura 7). O caso indice (Il.2) apresentou telarca e pubarca aos 6,4 anos,
avancgo de idade 6ssea e LH em condi¢gao basal pubere. Foi tratada com
analogo de GnRH por 1,9 anos, com boa resposta, atingindo altura final de
168,5 cm (z-score: 1,05) e menarca aos 11,8 anos. Sua irma (ll.1), ndo
tratada, apresentou menarca aos 8,5 anos e tem altura final de 158 cm (z-
score: -0,7). A delegcdao de uma citosina na posi¢cao 482 do gene MKRN3
resultou em um stop coédon prematuro, gerando uma proteina truncada com

171 aminoacidos.
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4.1.2.2 Variante Frameshift c.482_483 p.Pro161Argfs*16

Uma mutacao frameshift, c.482 483 p.Pro161Argfs*16, foi identificada
na regiao codificadora do MKRN3 em uma paciente brasileira com fenétipo
de PPC (lll.1), em seu pai (1.2) e tia paterna (lI.1) (Familia R, Figura 7). O
caso indice teve telarca aos 6 anos e pubarca aos 6,3 anos (lll.1). Seu pai
(1.2) e tia paterna (Il.1) apresentaram também histéria de puberdade
precoce, embora a data precisa do inicio das manifestacbes puberais no
individuo 1.2 ndo seja clara. Por sua vez, a mae da paciente (I1.3)

apresentou menarca aos 12 anos e nao apresenta a mutagao descrita.

A insercdo de uma citosina na posigao 482 do MKRN3 resultou em
uma mutagao frameshift no aminoacido 161 e em um stop cédon prematuro,

gerando uma proteina truncada com 177 em lugar de 507 aminoacidos.

Familia R Familia S
1 2 1 2
NM/NM
I *
II. 1 2 3

M. p.Pro161Argfs*16/ NM NM/NM

1 7 P 4

p.Pro161Argfs*10/ NM p.Pro161Argfs*10/ NM 1

p.Pro161Argfs*16/ NM

Figura 7 - Analise de segregagao familiar de duas familias com mutacao
no gene MKRN3 identificadas por meio do sequenciamento
direto. O caso indice esta indicado pela seta. NM significa alelo
nao mutado, circulo sexo feminino, quadrado sexo masculino,
simbolo cheio membro afetado, simbolo com ponto de
interrogacao gendtipo desconhecido
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4.1.3 Correlacao genétipo- fenotipo

Todos os 19 pacientes (11 mulheres e oito homens) com PPC
causada por mutagbes no MKRN3 apresentaram caracteristicas clinicas e
hormonais tipicas de ativagao prematura do eixo reprodutivo, incluindo sinais
de precocidade sexual, como desenvolvimento das mamas e pelos pubianos
e aumento testicular, crescimento linear acelerado, idade 6ssea avancgada,
niveis puberes de LH basal e/ou apds estimulo. A mediana de idade de
inicio puberal foi de 6 anos nas meninas (variando de 5 a 6,5 anos) e 8 anos
nos meninos (variando 5,9- 8,5 anos). O tempo exato de inicio da puberdade
nao ficou claro em dois meninos, mas a avaliagdo clinica e laboratorial
confirmou o diagnéstico de PPC. A paciente indice da Familia B e seu irmao
apresentavam esotropia, que € um critério menor de diagndstico para a
sindrome de Prader Willi. Nenhuma outra caracteristica da sindrome de
Prader Willi fo identificada. Nos dados da Tabela 6 estdo sumarizadas as
principais caracteristicas clinicas e laboratoriais, bem como as mutacdes
encontradas nas cinco familias estudadas por sequenciamento exdmico
global e nas duas familias avaliadas exclusivamente por sequenciamento

direto.
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Tabela 6 - Caracterizagao clinica, laboratorial e molecular dos pacientes com PPC familial causada por mutacdo no MKRNS3.

Manifestacao Diagnostico LH
Fama e Clinicainicial Idade  Mamas/ 10 St T L R Mutagao MKRN3
. (idade em Anos  Genitdlia anos Basal ~ P6s pg/mL ng/dL DNA Proteina
origem anos) Estadio LHRH Basal
Tanner
B | Telarca (5,7) 6,5 2 77 08 136 38 25 - 637delC Arg213Glyfs*73
EUA I Gonadarca (8) 8,7 3 11 2,9 20 2,5 - 78 637delC Arg213Glyfs*73
I Telarca (8,5) 6,7 2 78 11 17 45 <15 - 637delC Arg213Glyfs*73
F | Telarca (6,2) 7,0 3 70 <06 36 1,1 13 - 1171_1172insA Tyr391*
Brasil I Telarca (5,7) 6,0 3 60 <06 37 1,1 11 - 1171_1172insA Tyr391*
5 G | GO g g 3 10 12 67 15 - 116 475_476insC  Ala162Glyfs*14
rasil pubarca (5,9)
Gonadarca e
I pubarca 9,7 3 9,7 1,6 11 0,8 - 548 475 476insC  Ala162Glyfs*14
desconhecidos
EE A | Suob”aarg:r(cg 56) 8,8 11 41 - 3,1 - 216 475_476insC  Ala162Glyfs*14
I Telarca (50) 6,5 8,3 7.4 13 - 475 476insC  Ala162Glyfs*14
P Gonadarca e
Bélgica | pubarca 9,7 3 12 2 19 4,4 - 67 1095G>T Arg365Ser
desconhecidos
I Telarca (6,2) 6,4 2 94* <01 7,3 7 49 - 1095G>T Arg365Ser
I Telarca (5,4) 5,7 2 85 05 12 36 <15 1095G>T Arg365Ser
Bgs“ | Menarca (8,5) 482 483delC  Pro161Argfs*10
I Telarca e 7.8 3 11 1,0 12 2,9 15 482 483delC  Pro161Argfs*10
pubarca (6,4)
e | ek T 3 93 27 166 65 47 482 483insC  Pro161Argfs*16
rasil pubarca (6,3)

10: idade 6ssea; E2: estradiol; T: testosterona; * |0 aos 7,4 anos.
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4.1.4 Analise in silico da variante missense ¢.1095G>T p.Arg365Ser

O possivel efeito da substituicdo de uma arginina por uma serina na
posicao 365 da proteina MKRN3 foi avaliado por diferentes programas de
predicao in silico (escore no PolyPhen2: 1,0 e escore no PANTHER: 0,95), e
sugeriu que essa variante poderia afetar a estrutura e, consequentemente, a

funcao da proteina.

4.2 Puberdade Precoce Central Esporadica

4.2.1 Pesquisa de mutagdes no gene MKRN3

A identificacdo do MKRN3, como novo gene candidato relacionado a
PPC familial por meio de sequenciamento exdmico global, despertou o
interesse em buscar novas mutacbes em pacientes com a forma
aparentemente esporadica de PPC. O DNA gendmico dos 213 pacientes
selecionados foi usado para amplificagcdo do unico éxon do gene MKRNS3.
Todos os produtos de PCR foram analisados pods-sequenciamento

automatico.

No grupo de PPC aparentemente esporadica, trés mutagdes novas e
duas ja identificadas anteriormente no grupo de PPC familial
(p.Pro161Argfs*10, p.Pro161Argfs*16) foram encontradas no gene MKRN3,
em heterozigose, em seis meninas nao relacionadas. Estas variantes,
incluindo quatro frameshifts e uma missense, estavam ausentes nos bancos

de referéncia 1000 Genomes e NHLBS EVS (National Heart, Lung, and
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Blood Institute Exome Variant Server). Todas as mutagbes frameshifts
(p.Pro161Argfs*10, p.Pro161Argfs*16, p.GIn226Thrfs*6, p.Glu256Glyfs*36)
estavam localizadas na regiao aminoterminal da proteina MKRN3, ao passo
que a mutacdo missense (p.Phe417lle) localizava-se em um dedo de zinco

na regiao carboxiterminal.

4.2.2- Correlagao genoétipo-fenétipo

As seis pacientes com PPC aparentemente esporadica causada por
mutagcdes no MKRN3 apresentavam quadro clinico e hormonal tipico de
ativacdo prematura do eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal, incluindo
aparecimento precoce e progressivo de caracteres sexuais secundarios,
aceleragcao da velocidade de crescimento, idade O0ssea avangada e niveis
puberais de LH basal ou pds-estimulo com GnRH. Uma paciente (Paciente
5, Tabela 7) apresentava caracteristicas sindromicas inespecificas, tais

como palato arqueado, anormalidades dentarias, clinodactilia e hiperlordose.

A idade de inicio puberal nas pacientes com mutagcdo no MKRN3
variou de 3 a 6 anos (média: 5,1 anos; mediana: 5,7 anos). As medianas do
LH basal e LH pds-estimulo com GnRH foram 1,7 U/L (variando de 0,3 a 6,1)
e 35 U/L (variando de 7,5 a 62,5), respectivamente. As meninas afetadas
foram tratadas com analogos de GnRH depot por um periodo médio de 3,4
anos. Um controle clinico e hormonal adequado foi obtido em quatro das
seis meninas, as quais atingiram altura final proxima a altura alvo prevista e

tiveram menarca em idade apropriada. Duas pacientes ndo aderiram ao
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tratamento. A caracterizagdo clinica e hormonal bem como o seguimento
das pacientes com PPC aparentemente esporadica e mutacdo no MKRN3

estdo sumarizadas na Tabela 7.
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Tabela 7 - Caracteristicas clinicas e laboratoriais de seis meninas com PPC aparentemente esporadica causadas por
mutacdo no MKRN3

Diagnéstico LH FSH S
Manifestacéo | (IU/L) (IU/L) - Seguimento
Paciente Clinica Inicial Estagio Estagio
Idade Tanner IMC 10 Pds- (pg/mL) Menarca
(Idade em anos) Tanner Basal Basal
(Anos) M Pelos (2) (Anos) GnRH (anos)
amas ;
pubianos
1 Telarca (5,4) 6,1 3 1 0,2 8,8 1,3 - 5 36 11,9
2 Telarca (6) 7,9 4 3 2,0 11 3,4 - 10 80 ND
3 Telarca (3) e 6,7 3 1 15 88 18 625 49 60 ND
pubarca (6)
Telarca (4) 6,8 4 3 1,3 12 6,1 - 4,7 62 10
Telarca e pubarca (6) 6,6 3 2 1,4 7,8 1,6 - 4,6 20 12
Telarca (6) 7,1 3 1 0,2 8,8 0,3 7,5 4.4 44 12

IMC: indice de massa corpoérea, 10: idade dssea; E2: estradiol; ND: ndo disponivel
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4.2.3 Analise de segregacdo familiar

Analise genética foi realizada em nove parentes de primeiro-grau de
trés das seis meninas com mutacdo no MKRN3, incluindo todos os pais (seis
individuos), dois irmaos (Familias 1 e 3) e uma filha (Familia 6). Os
parentes das outras trés pacientes ndo estavam disponiveis para o estudo
genético. A segregacao familiar demonstrou que o alelo mutado foi
transmitido pelo lado paterno em todas as familias avaliadas, sendo os pais
carreadores da mesma mutacao de suas filhas afetadas, enquanto as maes
nao apresentaram mutacdo. A irmad mais nova (4 anos) da Paciente 1
também apresentou mutacdo no MKRN3 (p. Pro161Argfs*16), porém, no
momento do estudo genético, ainda nao apresentava sinais de
desenvolvimento puberal. O seguimento clinico desta paciente revelou
aumento da velocidade de crescimento aos 6 anos, seguido de nivel basal
pubere de LH (0,4 mUl/ml) e telarca rapidamente progressiva (estagio
Tanner 1 a 3), entre 6,3 e 6,7 anos. Os heredogramas das trés familias com
PPC aparentemente esporadica e mutacdo no MKRN3 disponiveis para

estudo de segregacao estao representados na Figura 8 .
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Andlise de segregacgao familiar de trés das seis meninas n&o
relacionadas com PPC aparentemente esporadica e mutagao no
MKRN3. O caso indice esta indicado pela seta. NM significa
alelo ndo mutado, circulo sexo feminino, quadrado sexo
masculino, simbolo cheio membro afetado, simbolo com ponto
de interrogacao gendtipo desconhecido e simbolo com ponto no
interior carreador assintomatico
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4.2.4 Analise in silico da variante p.Phe417Ile

A substituicdo de uma fenilalanina por uma isoleucina na posicao 417,
localizada dentro de um dedo de zinco da proteina MKRN3, foi considerada
patogénica em quatro diferentes programas de predi¢ao in silico (Mutation

Taster, PolyPhen-2, SIFT e Panther).

4.2.5 Polimorfismos

Trés variantes polimérficas exdmicas, sinbnimas (c.663C>T,
c.402G>A, <c¢.798C>T) foram encontradas no gene MKRN3. Os
polimorfismos exémicos encontrados haviam sido previamente descritos
(SNP ID: rs2239669, rs149344478, rs145255803, ref seq CONTIG

NM_005664 www.ncbi.nlm.nih.gov). O polimorfismo rs2239669 foi frequente

na populacdo estudada, porém nao houve diferenca estatistica nas
frequéncias genotipica e alélica dessa variante comparadas aos controles do

1000 Genomes (Tabelas 8 e 9).

Tabela 8 - Frequéncia genotipica do polimorfismo c.663C>T (rs2239669)
no gene MKRN3 em pacientes com PPC e controles

Frequéncia Genotipica
Total
CcC CT/TT

PPC 157 (66,2%) 73/7 (33,8) 237
Controle 668 (61,2%) 368/56 (38,8%) 1092
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Tabela9 - Frequéncia alélica do polimorfismo ¢.663C>T (rs2239669) no
gene MKRN3 em pacientes com PPC e controles

Frequéncia Alélica

Total

C T
PPC 387 (81,4%) 87 (18,6%) 474
Controle 1.704 (78%) 480 (22%) 2184

4.3 PESQUISA DE MUTACOES NA REGIAO PROMOTORA DO GENE

MKRN3

A regiao promotora do gene MKRNS3 é reconhecida por ser sitio de
ligacao de potenciais fatores de transcricao (PEA3, SRE, SRF, C/EBP, AP2,
testis-R). Sendo assim, variantes nessa regido poderiam modular a
expressao génica e levar a PPC ou ao atraso constitucional do crescimento

e da puberdade (ACCP).

Com base nessa hipotese, nds selecionamos 61 pacientes com PPC
idiopatica e 28 pacientes com ACCP para a pesquisa de mutagdes na regiao
promotora do MKRN3. O grupo de ACCP foi constituido por pacientes
acompanhados no Ambulatério de Desenvolvimento do Hospital das Clinicas

da Faculdade de Medicina da USP.

Historia familiar de precocidade ou atraso puberal estavam presentes
em 28% e 32% dos pacientes, respectivamente. Mutacdes inativadoras na
regido codificadora do MKRN3 foram excluidas em todos os pacientes com

PPC.
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Uma variante rara, -150 -147TCAGdel, foi identificada na regiao
promotora do MKRN3 em uma paciente com PPC que apresentou inicio do
desenvolvimento sexual aos 7,6 anos. Sua mae, com histéria de menarca
aos 10 anos, nao apresenta a variante. O pai e os dois irmaos nao estavam
disponiveis para o estudo genético. Essa variante n&do esta descrita no
banco de dados do 1000 Genomes e também nao foi encontrada em 150
exomas estudados pelo pesquisador Anténio Lerario, na Universidade de

Michigan.
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Figura9 - Segrecao familiar da paciente com mutacdo na regiao
promotora do MKRN3 e eletroferograma mostrando a variante -
150 _-147TCAGdel, em heterozigose, na regido promotora do
gene MKRN3
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4.3.1 Andlise in silico da variante -150 -147TCAGdel na regido

promotora do MKRN3

O efeito da delegao de quatro nucletideos na posigao -147 a -150 em
relacdo ao sitio de inicio da transcricao (ATG) foi avaliado pelo programa in
silico Genomatix software suite. Nesse programa, a comparagdo da
sequéncia deletada com a sequéncia referéncia demonstrou a perda da
ligagdo de um fator de transcricdo chamado DREAM (downstream

responsive element antagonist modulator).

4.4 VARIACAO DO NUMERO DE COPIAS E ANALISE DE METILACAO

NO LOCUS 15q11-13

Dos 207 pacientes com PPC esporadica e 25 pacientes com PPC
familial, sem mutacdo no MKRNS3, foram selecionados 52 pacientes para
estudo do numero de cépias e anormalidades de metilagdo no locus 15q11
por meio da técnica de MS-MLPA. Nenhuma anormalidade foi encontrada

nos casos analisados (Figura 10).
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Figura 10 - Representagdo esquematica dos padrdes de pico obtidos no
estudo de MLPA do locus 15911, com e sem digestdo com a
enzima Hhal (coluna esquerda). Histogramas com dados
representativos de um individuo, normalizado para os resultados
de trés individuos (controles) e controles internos (coluna da
direita). Valores relativos normalizados dentro de um intervalo
de confiangca de 0.7 a 1.3, correspondem a presenca de duas
copias do gene
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Figura 10 - legenda

a. Quatro sondas SNRPN. b. Sonda MKRN3 (éxon 1; n&o digerido por Hhal). c. Sonda
NDN. O sitio reconhecido por esta sonda tem uma tendéncia para ser ‘overdigested’, e
pode, por conseguinte, ser apenas 30% metilado.

Controles positivos de digestao pela enzima Hhal.

AOQ. Individuo normal (ndo digerido). A1. Individuo normal (digerido com Hhal). Este exemplo
mostra uma reducao de cerca de 50% da altura (ou area) dos picos correspondentes as
quatro sondas SNRPN (a) e a sonda NDN (c), indicando a metilagdo de apenas um alelo,
como esperado. B. Paciente com a sindrome de Prader Willi, causada por dissomia
uniparental materna (digerido com Hhal). Esse individuo n&o apresentou uma reducao da
altura do pico das quatro sondas SNRPN, indicando que ambos os alelos foram metilados.
C. Individuo com PPC, sem mutagdo no MKRN3 (digerido com Hhal), apresentando uma
altura de pico semelhante ao individuo controle.

4.5 Hibridizacdo gendmica comparativa (CGH array)

Duas pacientes com PPC idiopatica associado a manifestacdes
sindrbmicas foram selecionadas para a pesquisa de dele¢des e duplicacdes
por CGH array. O estudo de hibridizagdo gendmica nao detectou ganhos ou

perdas de regides cromossémicas nas pacientes estudadas.
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5 DISCUSSAO

5.1 PUBERDADE PRECOCE CENTRAL

A puberdade precoce central idiopatica é um problema enddcrino
comum, especialmente, entre as meninas. Quando nao tratada de forma
adequada, a puberdade precoce pode resultar em baixa estatura, disturbios
psicologicos e comportamentais, além de risco aumentado para cancer de
mama e endométrio, doengas cardiovasculares, obesidade, Diabetes

mellitus e sindrome dos ovarios policisticos 23612,

Fatores ambientais, socioculturais e metabdlicos parecem
desempenhar papel importante na regulagcdo do inicio puberal, mas as
evidéncias sugerem que estes fatores encontram-se sob influéncia de uma

base genética 31",

Dessa forma, a busca por genes candidatos envolvidos no controle da
transcricdo génica durante o processo puberal vém despertando o interesse
de varios pesquisadores dedicados ao estudo do eixo reprodutivo. A selegao
dos genes candidatos baseou-se primariamente nos resultados de estudos
em pacientes com hipogonadismo hipogonadotréfico isolado congénito, em
genes envolvidos nos processos fisioldgicos de regulagdo da secregédo de
GnRH em modelos animais, ou ainda, nos estudos de associagao ampla do

genoma.
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Apesar dos varios genes estudados na ultima década, apenas raros
defeitos genéticos no KISS1 e em seu receptor, KISS1R, foram identificados

em pacientes com PPC até o momento 8,

Neste estudo, ndés usamos uma abordagem baseada no emprego de
novas metodologias como o sequenciamento exdmico global para identificar
variantes genéticas relacionadas a PPC. Utilizando-se dos avangos nas
técnicas de sequenciamento e de uma criteriosa selegcéo de pacientes com
PPC, especialmente das formas familiares, nds identificamos mutagdes
inativadoras em unico gene, MKRN3, em cinco das 15 familias com PPC
inicialmente estudadas. Mutacées no MKRN3 foram também encontradas
em duas familias analisadas posteriormente por sequenciamento

automatico.

Das mutagdes encontradas, 5 variantes eram do tipo frameshift ou
nonsense levando a stop codon prematuro e, consequentemente, resultando
em proteinas truncadas e uma mutagao era do tipo missense, localizada em

uma regiao de anel de zinco, importante para a fungao da proteina.

A analise de segregacao familiar demonstrou um padrao de heranga
autossdmica dominante, com penetrancia completa e transmissao apenas
pelo alelo paterno, de acordo com o fenédmeno de imprinting materno

esperado para este gene.

Em seguida, nés identificamos ainda mais trés novas mutagbes no
MKRNS3, incluindo duas variantes frameshifts e uma missense, em seis

meninas nao relacionadas com a forma aparentemente esporadica de PPC.
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O estudo de segregacao familiar realizado em trés dessas pacientes revelou
que esses casos ditos inicialmente esporadicos eram, na verdade, também
familiares, indicando que, muito frequentemente, a natureza familiar da

precocidade sexual ndo € reconhecida.

Todos os pacientes com PPC causada por mutagdo no MKRNS3
apresentaram caracteristicas clinicas e hormonais tipicas de ativacao
prematura do eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal. A mediana de idade de
inicio da puberdade foi de 6 anos nas meninas (variando de 3,0 a6,5) e de 8
anos nos meninos (variando de 5,9 a 8,5) ®*%°. Considerando-se o limite
inferior de idade para inicio da puberdade (8 anos nas meninas e 9 anos nos
meninos), observamos que o0s meninos com mutacdo no MKRN3
apresentam puberdade precoce em uma idade mais borderline quando
comparados as meninas, sugerindo que a deficiéncia do MKRN3 tem um
impacto menor no inicio da puberdade no sexo masculino. Possiveis
explicacbes para esses achados podem ser: a dificuldade na determinagao
da idade precisa de inicio da puberdade no sexo masculino, uma vez que o
aumento testicular ndo € tdo evidente quanto a telarca e a menarca nas
meninas e a possibilidade de fatores ambientais, nutricionais, étnicos

desempenharem impacto maior na puberdade em meninas que em meninos.

Posteriormente a nossos achados, outros investigadores também

reportaram mutacbes no MKRN3 em pacientes com PPC familial de

66-73

diferentes origens , contribuindo assim para expandir o espectro de

mutagdes nesse gene.
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Além disso, o importante papel do MKRN3 no inicio da puberdade em
humanos foi reforgcado, mais recentemente, pelos estudos de associagao
ampla do genoma e ensaios de genotipagem em 182.416 mulheres de
origem europeia (57 estudos), que evidenciaram 123 sinais em 106 loci

74

genbmicos associados com a idade da menarca '*. Trés desses loci

estavam localizados em regides de imprinting, incluindo o gene MKRN3 .

Atualmente, mutagcbes no MKRNS3 representam a causa genética mais

comum de PPC, sendo responsavel por 33-46% dos casos familiares %"

5.2 Um Novo Gene Candidato Associado a PPC: Gene MKRN3

O MKRN3 representa o primeiro gene imprintado associado com

disturbios da puberdade.

O gene MKRNZ3, inicialmente denominado ZNF 127 (zinc finger 127),
foi clonado pela primeira vez em 1999 por Jong et al. °” enquanto estudavam
a regiao critica da sindrome de Prader Willi (SPW). O MKRN3 esta
localizado no cromossomo 15q11-13 em humanos (cromossomo 7C em
ratos) em uma regido que contém diversos genes imprintados associados
com duas diferentes doengas neurocomportamentais: SPW e sindrome de
Angelman (SA) ®"". Mutacdes ou perda de expressdo em genes de
transmissao exclusivamente materna, como o UBE3A levam a SA, enquanto
a SPW parece ser causada por uma perda da expressao de multiplos genes

contiguos com heranga exclusiva pelo alelo paterno, incluindo o MKRN3 &3
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Apesar da localizagdo do MKRN3 em uma regido critica para a SPW, o

papel desse gene para a sindrome nao € conhecido.

O relato de dois pacientes com SPW e dele¢ao no locus 15911-13,
nao incluindo o MKRNS3, sugerem que este gene nao é essencial para o
desenvolvimento da sindrome, mas nao exclui que ele tenha papel em

algumas caracteristicas clinicas da SPW ™.

A expressao monoalélica diferencial do MKRN3 ocorre por meio do
silenciamento do alelo materno, que esta associado a metilacdo de ilhas
CpG localizadas nesse locus °"®. A explicacdo pela qual determinados
genes sofrem expressao diferencial ndo é conhecida, mas é sabido que este
processo € estabelecido ainda na fase do desenvolvimento das células
germinativas em 6vulos e espermatozoides e passa por varias alteragdes ao
longo da vida do organismo, incluindo metilacdo, demetilagdo e metilagao de

novo &',

A metilagdo do MKRNS3 e de outros genes imprintados localizados na
regido critica da SPW/SA no cromossomo 15 estdo sob regulacdo de um
centro de imprinting (Cl) que é subdividido em duas partes, o CI-SPW e o CI-
SA, relacionados a SPW e SA, respectivamente 8 O CI-SPW é formado por
uma sequéncia de nucleotideos envolvendo o promotor do gene SNPRN,
enquanto o CI-SA compreende uma sequéncia de 880 pb localizada a
montante do gene SNRPN "®%2. O mecanismo molecular do Cl ndo é bem
conhecido, mas estudos animais e em humanos sugerem que o CI-SPW é

83,84

regulado positivamente e ativa a expressao do alelo paterno , enquanto o



Discussao 67

CI-SA atua inibindo o CI-SPW, permitindo a expressao do alelo materno °”

85-87

Com base nesses conceitos, neste estudo, nds realizamos a analise
de metilacdo do locus 15g-11 por meio da técnica de MS-MLPA em um
subgrupo de pacientes com PPC idiopatica. O produto comercial utilizado
incluia cinco sondas para o estudo de metilagdo, sendo 4 delas destinadas a
metilacdo do gene SNPRN, importante componente do centro de imprinting
desse locus. Nenhuma alteracdo de metilagdo foi encontrada no subgrupo
de pacientes analisados. No entanto, em razdo da auséncia de uma sonda
especifica para metilagdo do MKRN3, ndo podemos excluir que uma

metilagao restrita a esse gene possa existir.

A participagdo de um mecanismo de regulacdo epigenética na
determinagao do inicio da puberdade foi sugerida também por Lominiczi et

al. 88

. Em 2013, esses autores identificaram um complexo proteico de
silenciamento transcricional conhecido como Polycomb, que reprime a
expressao do Kissl no nucleo arqueado do hipotalamo de ratas pela agao
de dois genes principais, Eed e Cbx7. A expressao hipotalamica dos genes
Eed e Cbx7 diminui antes do inicio da puberdade, e esta alteragdo esta
relacionada a um aumento da metilagdo do promotor desses genes,
resultando no aumento da transcricdo do Kissl, um dos principais
estimuladores da secrecdo de GnRH 28. A participacdo desse mecanismo

repressor de regulagdo epigenética no controle neuroenddécrino da

puberdade fornece um nova visdo sobre o inicio da puberdade em
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mamiferos . Entretanto, at¢é o momento, alteragdes de metilagdo e/ou

expressao nesses genes nao foram identificadas em pacientes com PPC.

5.3 ESTRUTURA GENICA E PROTEICA DO MKRN3

A regido codificadora do MKRN3 possui 2711pb e um éxon unico
(Figura 11). A traducdo de seu RNAm gera um peptideo de 507
aminoacidos denominado Makorin ring finger 3, pertencente a familia
Makorin, que se caracteriza pela presenca de 2 ou 3 dedos de zinco C3H na
regidao aminoterminal, um arranjo especifico Cys-His e um anel em dedo de
zinco (Figura 12) *’. A familia Makorin possui nove loci distribuidos ao longo
do genoma, mas apenas trés deles possuem fungao e foram identificados
em vertebrados até o momento- MKRN1, MKRN2 e MKRN3 %%, O MKRN1,
descoberto ha 80-90 milhées de anos, é o precursor dessa familia e parece
desempenhar papel na ubiquitinacéo, induzindo a degradacao proteinas do
capsideo viral, reguladores do ciclo celular p21 e p53, trancriptases reversas
da telomerase humana, além de regular a transcrigdo da RNA polimerase
tipo Il, enzima essencial para express&o génica %. O alto grau de homologia
nas sequéncias de aminoacidos entre as proteinas da familia Makorin,
particularmente nos dominios em dedos de zinco, permite inferir que os
outros membros dessa familia, como o MKRN2 e o MKRNS3, possam ter

mecanismos regulatérios semelhantes °.

Por sua vez, a regiao promotora do MKRN3 consiste em 1000pb

(-750 a + 350pb em relagdo ao sitio de inicio da transcrigdo) e é
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reconhecidamente uma regido de ligacdo de potenciais fatores de

transcricdo °’

(Figura 11) que podem desempenhar papel importante na
modulacdo da expressao génica. Sendo assim, nds investigamos também
mutacdes na regiao promotora do MKRN3 em um subgrupo de pacientes.
Uma variante rara, -150 -147 TCAGdelC, foi encontrada em uma menina
com PPC idiopatica. Sua mae, com histéria de menarca aos 10 anos, nao
apresenta a mutagdo, o que esta de acordo com o padrao de heranca
esperado para esse gene (alelo materno silenciado e transmissao apenas
pelo alelo paterno). Estudo de segregacdo nao foi possivel no pai e dois
irméos nao afetados. Interessantemente, o estudo in silico dessa variante
revelou a perda da ligacdo de um fator de transcrigdo conhecido como
DREAM. O DREAM (downstream responsive element antagonist modulator)
€ um fator de transcricdo de ligagao ao calcio e presente no SNC, musculos,
coracao, sistema imune e 6rgaos reprodutores. Tradicionalmente, o DREAM
€ um fator de repressao transcricional, porém, em alguns genes, pode
desempenhar também um papel de ativagcdo, como na regulagdo da
expressdo do GnRH °'. Leclerc GM et al.®’ demonstraram que o DREAM
exerce um papel na ativacdo do promotor do GnRH, permitindo uma
pulsatilidade na expressao e, consequentemente, na secrecdo do GnRH,
evento fundamental para o inicio da puberdade. Dessa forma, nos
especulamos que o fator de transcricaio DREAM possa também

desempenhar um papel de ativagcao no promotor do MKRN3 e, portanto, a

perda de sua ligacéo, levaria a uma diminuicao na expressao do MKRN3,
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resultando no inicio precoce da puberdade. Entretanto, estudos funcionais

adicionais serao necessarios para comprovar esta hipotese.

—
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Figura 11 - Representacdo esquematica do gene MKRN3. Retangulo verde

representa a regido codificadora do gene; retdngulo em preto
indica ilha CpG na extremidade 5'; em laranja, estao
representados possiveis fatores de transcricdo; regiao
promotora do gene esta representada pelos nucleotideos entre
as posicdes — 750 e + 350 em relagao ao ATG.
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Figura 12 - Representagdo esquematica da proteina MKRN3, contendo 507 aminoacidos e constituida de dois dedos de
zinco C3H na regiao aminoterminal, um arranjo Cys-His especifico, um anel de zinco C3HC4 e um dedo de
zinco na porg¢ao carboxiterminal. Zn, zinco; NH3, amino, COOH, carboxi
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5.4 PAPEL DO MKRN3 NA REGULACAO DO EIXO REPRODUTIVO

Até o presente estudo, nenhuma associagdo do MKRN3 com o eixo
hipotalamo- hipdéfise- gonadal havia sido descrita, € 0 mecanismo preciso
pelo qual a deficiéncia desse gene leva a reativacao precoce da secregao de
GnRH ainda nao é totalmente conhecido. A presenca de residuos de
cisteina (Cys or C) e histidina (His or H) em arranjos caracteristicos nos
dedos de zinco C3H vém sendo identificada em proteinas de ligacdo ao RNA
929394 Além disso, evidéncias sugerem que o anel de zinco C3HC4 é um
dominio de reconhecimento para E3 ligases, enzimas importantes no
processo de ubiquitinagdo proteica ®. Uma andlise recente de purificagdo
por afinidade de células HEK293T co-transfectadas com MKRNS3 e ubiquitina
marcada (UB-His) detectou o MKRN3 no complexo proteico (Ub-His)
imunoprecipitado, sugerindo um papel do MKRN3 no processo de
ubiquitinagao °.

Uma outra hipétese sugere que o MKRN3 poderia atuar como fator de
transcricdo, regulando diretamente a secrecdo de GnRH ou indiretamente
por meio da inibicdo de fatores estimulatérios, tais como kisspeptina,
neurocinina, etc (Figura 13). A evidéncia de uma significativa reducéo dos
niveis de RNAmMm do mkrn3 no nucleo arqueado de camundongos

imediatamente antes da puberdade °*

, corroborado pela demonstragao
recente da coexpressdo do mkrn3 em neurdnios de Kiss1 e GnRH no nucleo
arqueado de camundongos em estudos de RT-PCR %, fortalecem os

achados de que o MKRNS3 parece atuar como um fator inibitério da secrecao

de GnRH durante a infancia.
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Estudos adicionais, in vitro e in vivo, sao fundamentais para

esclarecer a fungcao desse gene na regulagdo do eixo hipotalamo-hipdfise-

gonadal.
A. Infancia B. Puberdade
OLIGE ’ (@) mkrN3
H @ : \\\:7‘
? NKB L Y NKB
s KISS1 e KISS1
P I
O~ v OL ./@
Hipotalamo GnRH @GnRH
i@ - @
b v
Hipofise  LH,FSH @LH FSH
v L 2
Gonadas Gonadas
Figura 13 - Representagdo esquematica do mecanismo de agédo do

MKRN3 (adaptado de Abreu AP et al. J Mol Endocrinol, 2015).
Estudos em humanos e camundongos sugerem que o MKRN3
seja um fator inibitério da secre¢ao de GnRH durante a infancia
(diagarama A) e que a reducdo de sua expressao esteja
associada com o aumento de fatores estimulatorios
(kisspeptina, neurocinina B, etc) e/ou GnRH, resultando no
inicio da puberdade (diagrama B). NKB: neurocinina B; -

inibiggo; + estimulacao; & aumento: © diminuigéo.
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6 CONCLUSOES

1. Mutagdes inativadoras no gene MKRN3 representam atualmente a
causa genética mais comum de PPC familial, respondendo por um

terco dos casos estudados (33%);

2. Pela primeira vez, alteracbes nesse gene foram associadas ao

quadro de precocidade sexual,

3. O MKRN3 é o primeiro gene imprintado relacionado a disturbios

puberais;

4. A andlise de segregagao familiar demonstrou um padrdao de
heranga autossbmica dominante, com penetrancia completa e

transmissao apenas pelo alelo paterno;

5. A mediana de idade de inicio da puberdade foi de 6 anos nas
meninas e 8 anos nos meninos. Diferengas clinicas e hormonais
significativas entre pacientes com PPC com e sem mutagdo no

MKRN3 nao foram observadas;

6. Uma variante rara, -150 -147TCAGdel, em heterozigose, foi
identificada na regido promotora do MKRN3 em uma menina com
PPC idiopatica. O papel dessa variante na etiologia da PPC

necessita de estudos adicionais;
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7. Com base em um estudo de expressdo do mkrn3 em hipotalamos
de camundongos, o MKRN3 parece desempenhar um papel
inibitério na secrecao de GnRH, mas o mecanismo preciso pelo
qual a deficiéncia do MKRN3 leva ao fenétipo de PPC permanece

indeterminado.
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ANEXO A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICACAO DO PARTICIPANTE DA PESQUISA OU
RESPONSAVEL LEGAL

LN OME . . ittt e e oot e e e e e e a et ee e e e e e e rn e e e e e e e e e nnnneees
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ....ooiiiiiiiiiieeiiee e SEXO: MoFo
DATA NASCIMENTO: ........ I [.....

ENDEREGCO......coiiiiiii e [\ R APTO.......
BAIRRO: ... .ottt CIDADE.......ccoiiiiieeieeeee e
CEP: e TELEFONE:DDD(............ ) ettt
2.RESPONSAVEL LEGAL.......oiuiuiiiiieinicie sttt
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etC.)..........cccouveiiiiieiiiiiiiiiiiiieeee e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :......ccoooeiiieeeiee e SEXO:MoFo

DATA NASCIMENTO.: ...... [oieiid ...

ENDEREGO: ..ot N APTO: ...........
BAIRRO: ...t CIDADE: .....cooiiiiieeieeee e
CEP: o TELEFONE: DDD (............ ) et e

DADOS SOBRE A PESQUISA

1.TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: NOVAS PERSPECTIVAS NO
ESTUDO GENETICO DA PUBERDADE PRECOCE CENTRAL
IDIOPATICA.

PESQUISADOR : Dra Francisca Delanie Bulcédo de Macedo

CARGO/FUNCAOQ: Médica Pesquisadora INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N°
130982

UNIDADE DO HCFMUSP: Laboratério de Horménios e Genética Molecular/

Disciplina de Endocrinologia e Metabologia

3. AVALIAGAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO x  RISCO MEDIO o
RISCO BAIXO o RISCO MAIOR o
4. DURACAO DA PESQUISA : 4 anos

Rubrica do participante de pesquisa ou responsavel

Rubrica do pesquisador
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA EACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO-HCFMUSP

Vocé esta sendo convidado a participar deste estudo que tem como objetivo
tentar esclarecer a causa de vocé ter desenvolvido mamas e/ou pelos pubianos (se
for menina), aumento dos testiculos, barba e/ou pelos pubianos (se for menino)
antes do tempo (ou seja, antes dos 8 anos nas meninas e antes dos 9 anos nos
meninos). Quando este quadro ocorre é dito que a puberdade esta se iniciando
precocemente (puberdade precoce). Essas alteragdes quando nao tratadas
adequadamente podem interferir com a funcdo reprodutiva, estatura final e
comportamento psicolégico. Algumas poucas alteragbes em genes (que sao
estruturas presentes em todas as células do corpo e que déo as caracteristicas as
pessoas) foram identificadas como causa desta doenga. Entretanto, suspeita-se
que outros genes, ainda desconhecidos, possam também participar como causa.
Por favor, leia este termo e pergunte ao seu meédico qualquer duvida que vocé tiver.

A decisao de participar neste estudo é sua.

Vocé sera acompanhado em consultas e vai realizar os exames de rotina
necessarios ao seu tratamento, nenhum deles é experimental. Este estudo implica
na coleta adicional de 3 tubos pequenos de sangue (+ 12 mL) através de uma
picada na veia do antebrago com agulha estéril e descartavel para a obtengéo do
material genético (DNA). Essa coleta sera realizada por um profissional treinado e
devidamente habilitado para sua realizagdo. Nao € preciso estar em jejum e nao é
necessaria a ingestdao de nenhum medicamento para a coleta de sangue. Os riscos
e desconfortos desses procedimentos serdo minimos. O desconforto da coleta de
sangue € a dor da picada e eventualmente o aparecimento de um pequeno
hematoma (mancha arroxeada em torno da picada) que desaparecera em menos
de 7 (sete) dias. Este estudo também inclui a coleta de informagdes contidas no seu

prontuario hospitalar (ou registro médico).

Este estudo pode nédo trazer beneficios diretos para vocé, mas o seu
resultado pode ajudar outros pacientes e seus familiares a terem um diagnéstico
mais precoce. Uma melhor compreensao das causas da puberdade precoce pode

também conduzir ao desenvolvimento de novos tratamentos no futuro.
Rubrica do participante de pesquisa ou responsavel

Rubrica do pesquisador
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Nao ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo,
incluindo exames e consultas. Também ndo ha compensacdo financeira
relacionada a sua participacdo. No entanto, este estudo assegura ao participante de
pesquisa € ao seu acompanhante (quando necessario) o ressarcimento de
despesas, tais como transporte e alimentagcao nos dias em que for necessaria sua

presencga para consultas ou exames.

Vocé tem acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para
esclarecimento de eventuais duvidas em qualquer fase do estudo. A principal
investigadora é a Dra. Ana Claudia Latronico que pode ser encontrado no endereco
Av. Dr. Enéas de Carvalho 255, 2°. Andar, Bloco 6, Telefone(s) (0xx11-2661.7512).
Esse estudo foi revisado e aprovado pela Comissdo de Etica para Analise de
Projetos de Pesquisa. Os comités de Etica sdo 6rgdos oficiais e independentes que

asseguram que seus direitos sejam respeitados.

Se vocé tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa,
entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de
Campos, 225 — 5° andar — tel: 2661-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 2661-6442
ramal 26 — email: cappesg@hcnet.usp.br. Horario de funcionamento: das 7:00 as
17:00h.

O material biolégico e as informagbes obtidas nesse estudo poderédo ser
analisadas por grupo especializado no exterior (Universidade de Harvard, Boston,
MA, Estados Unidos) e serdo estudadas em conjunto com outros pacientes, nao
sendo divulgada a identidade de nenhum paciente. Vocé sera mantido atualizado

sobre os resultados parciais e finais da pesquisa.

Vocé, ou seu representante legal, podem retirar o consentimento de guarda
e utilizacdo do material biolégico armazenado pelo pesquisador a qualquer tempo e
sem quaisquer 6nus ou prejuizos, valendo a desisténcia a partir da data de
formalizacao desta. A retirada do consentimento sera formalizada por manifestacao,
por escrito e assinada, pelo participante da pesquisa ou seu representante legal,

cabendo-lhe a devolugao das amostras existentes.

Rubrica do participante de pesquisa ou responsavel

Rubrica do pesquisador
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O seu material genético (DNA) podera ser armazenado para futuras
pesquisas, pois com o surgimento de novas tecnologias poderemos
continuar estudando o seu caso e descobrir a causa genética da sua
doenca. No entanto, para realizacdo de uma nova pesquisa com O seu
material genético, vocé sera obrigatoriamente contactado e, se vocé desejar
participar, um novo termo de consentimento livre e esclarecido sera
necessario, bem como sera realizada uma nova analise por meio do sistema
de Comissdo de Etica em Pesquisa (CEP). O tempo de armazenamento do
material sera de acordo com o cronograma da pesquisa (2 anos), sendo que

0 prazo maximo € de 10 anos.

Informamos também que este termo de consentimento sera elaborado
em duas vias igualmente validas, assinadas e rubricadas em todas as suas
paginas, sendo uma retida com o pesquisador responsavel e outra com o

participante da pesquisa.

Rubrica do participante de pesquisa ou responsavel

Rubrica do pesquisador
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Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das
informagdes que li ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo
"NOVAS PERSPECTIVAS NO ESTUDO GENETICO DA PUBERDADE
PRECOCE CENTRAL IDIOPATICA®.

Fui bem orientado pela Dra. Ana Claudia Latronico e a Dra. Francisca
Delanie Bulcado de Macedo e declaro a minha decisdo em participar nesse estudo.
Ficaram claros para mim quais sdo os propdsitos do estudo, os procedimentos a
serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e
de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participagédo é
isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando
necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o
meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem
penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido,

ou no meu atendimento neste Servigo.

Assinatura do participante/ representante legal Data [/ /

Data [/ /

Assinatura da testemunha

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores
de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido
deste paciente ou representante legal para a participagédo neste estudo.

Data A

Pesquisador responsavel
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DO ESTADO
DE SAO PAULO

INFORMACOES AO PARTICIPANTE DE PESQUISA E TERMO DE
ASSENTIMENTO
PARTICIPANTES DE PESQUISA DE 2 A 6 ANOS INCOMPLETOS

DADOS DE IDENTIFICACAO DO PARTICIPANTE DA PESQUISA OU
RESPONSAVEL LEGAL

L N OME : .ot e et e e et e e e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO: ..o SEXO: Mo F o
DATA NASCIMENTO: ........ R /......
ENDERECO.....oiie NO .o, APTO:....ccovven.
BAIRRO ... CIDADKE :..... e
CEP: e TELEFONE: DDD (............ ) e
2. RESPONSAVEL LEGAL. ...t
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, cuidador, etC): ..........iciiiiiieneeeeeennnn.
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO: ..o SEXO: Mo F o
DATA NASCIMENTO: ........ R /......
ENDERECO.....iieeeeeee [} S APTO:.....uueee.
BAIRRO: ... CIDADE ... .o e
CEP:eeee e, TELEFONE: DDD (............ ) e

DADOS SOBRE A PESQUISA

1.TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: NOVAS PERSPECTIVAS NO
ESTUDO GENETICO DA PUBERDADE PRECOCE CENTRAL IDIOPATICA.

PESQUISADOR: Dra Francisca Delanie Bulcédo de Macedo

CARGO/FUNCAO: Médica Pesquisadora

INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 130982

UNIDADE DO HCFMUSP: Laboratério de Horménios e Genética Molecular/

Disciplina de Endocrinologia e Metabologia

3. AVALIAGAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO x  RISCO MEDIO o
RISCO BAIXO o RISCO MAIOR o

4.DURACAO DA PESQUISA : 4 anos
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CONFIDENCIAL

INFORMACOES AO PARTICIPANTE DE PESQUISA
PARTICIPANTES DE PESQUISA DE 2- 6 ANOS INCOMPLETOS
(AMBOS OS SEXOS)

O meédico val perguntar se vocé quer participar de
um estudo. O papai e a mamae ja sabem disso.

O quevai acontecer ?

O médico vai examinar VOcé.
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Vocé va coletar exames de sangue.
Para isso, va ser uma agulha
pequenininha na veia de seu brago (ou
mM&0). 1sso pode deixar uma manchinha
roxa pequena e pinicar um pouco. Vocé
val sentir apenas 0 desconforto da
picadinha da agulha, mas isso vai ser
bem rgpido. Esse € o0 Unico exame que
vocé val fazer para esta pesguisa.

Depois disso, vamos estudar o seu
sangue para descobrir a causa de vocé
estar se desenvolvendo antes que seus
coleguinhas. Os resultados desse estudo
poderdo também agjudar outras criangas!

O participante da pesquisa é incapaz de ler o Termo de Assentimento,

porém, as informagdes foram verbalmente explicadas a ele, que forneceu

verbalmente sua aceitagao para participar do estudo.
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICACAO DO PARTICIPANTE DA PESQUISA OU
RESPONSAVEL LEGAL

LN O .ttt ettt ettt et ettt na et en bt e e enae e e anne e e anreeean
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ..o SEXO: MoFo
DATA NASCIMENTO: ........ [o..... l.....

ENDEREGCO......coiiiiiiiiiieiee et N, APTO:.........
BAIRRO: ..ottt CIDADE.......cooiiiiiiieeee e
CEP:ooiieiee TELEFONE:DDD(............ ) s
2. RESPONSAVEL LEGAL ....oouieeeeeeeeeeeeeee e
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etC.)...........cccuvieiiieeiiiiiiiiiiieeeeee e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :......ccoooiiiieeaiiee e SEXO:MoFo

DATA NASCIMENTO: ...... [oiiid o

ENDEREGCO:... ... NO. i APTO: ..
BAIRRO ...t CIDADE:.......coiiiiiie e
CEP: e TELEFONE:DDD (............ )t

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: NOVAS PERSPECTIVAS NO
ESTUDO GENETICO DA PUBERDADE PRECOCE CENTRAL IDIOPATICA.

PESQUISADOR: Dra Francisca Delanie Bulcao de Macedo

CARGO/FUNCAO: Médica Pesquisadora
INSCRIQAO CONSELHO REGIONAL N° 130982
UNIDADE DO HCFMUSP: Laboratéorio de Hormbénios e Genética Molecular/

Disciplina de Endocrinologia e Metabologia

3. AVALIAGAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO x RISCO MEDIO o
RISCO BAIXO o RISCO MAIOR o

4. DURAGAO DA PESQUISA : 4 anos

Rubrica do participante de pesquisa ou responsavel

Rubrica do pesquisador
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CONFIDENCIAL

INFORMAGCOES AO PARTICIPANTE DA PESQUISA
PARTICIPANTES DE PESQUISA DE 6 A 10 ANOS COMPLETOS
(SEXO FEMININO)

O médico ira perguntar se vocé quer participar de uma pesquisa que
pode ajudar a entender a causa de vocé ter desenvolvido aumento dos
testiculos (“bolinhas”) e/ou “pelinhos” antes dos seus colegas e outros

meninos da sua idade. Seus pais ja foram informados sobre isso.

O QUE ACONTECERA COMIGO SE EU RESOLVER PARTICIPAR DO
ESTUDO?

Seu médico ira examinar vocé.

Rubrica do participante de pesquisa ou responsavel

Rubrica do pesquisador
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Vocé precisara colher exames de sangue com uma agulha
pequenininha na veia de seu braco (ou mao). Isso pode deixar uma
manchinha roxa pequena e pinicar um pouco. Vocé vai sentir apenas o

desconforto da picadinha da agulha, mas isso vai ser bem rapido.

O QUE ACONTECERA DEPOIS?

Se vocé concordar com o estudo, o médico ira utilizar o seu sangue
para fazer pesquisas e descobrir a causa de vocé ter desenvolvido aumento
dos testiculos (“bolinhas”) e/ou “pelinhos” antes do tempo. Esse estudo

podera também ajudar outras criangas com o mesmo problema.

Rubrica do participante de pesquisa ou responsavel

Rubrica do pesquisador
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VOCE NAO PRECISA ACEITAR O QUE SEU MEDICO ESTA OFERECENDO.

Um grupo de pessoas chamado Comité de Etica aprovou esse estudo e vai
conferir tudo que vao fazer durante o estudo para garantir que tudo seja feito com

muito cuidado e que seu médico tome conta de vocé.

Caso vocé tenha qualquer duvida, seu médico esta pronto para lhe ouvir e
responder o que quiser saber. Vocé decide se vai participar ou ndo e sua decisao

sera respeitada.

Caso vocé queira participar, escreva seu nhome aqui:

COM QUEM DEVO FALAR SE EU TIVER DUVIDAS?

Vocé pode procurar seu meédico ou alguém da equipe da Unidade de
Desenvolvimento da Disciplina de Endocrinologia, Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (HC- FMUSP). Av. Dr Eneas
Carvalho Aguiar, 44, Cerqueira César, Sao Paulo, Brasil. CEP: 05403-000.
Telefone: (11) 2661-7512.

Vocé pode procurar também o comité que aprova as pesquisas em Comissao de
ética para analise de Projetos de Pesquisa (Av. Dr Eneas de Carvalho Aguiar, 255
Cerqueira César- 05403-000/ Sao Paulo — Brasil) pelo telefone (11) 2661-6442
Ramais 16/17/18/20.

Assinatura do representante legal Data / /

Assinatura do responsavel pelo estudo  Data / /
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICACAO DO PARTICIPANTE DA PESQUISA OU
RESPONSAVEL LEGAL

LN OIME . ettt ettt
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ..o SEXO: MoF o
DATA NASCIMENTO: ........ [ [.....

ENDEREGCO......coiiiiiiii e NO. i APTO.......
BAIRRO ... e CIDADE........ooiiiieeeeeeeeeee
CEP:..e TELEFONE:DDD(............ )t

2. RESPONSAVEL LEGAL ....coouiieeeeee et
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etC.)...........cccveeiiiieiiiiiiiiiiiieeeeee
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :......ccoooeiiiieeeiee e SEXO:MoFo

DATA NASCIMENTO: ...... loiiiid ...

ENDEREGO:.. ... NO. i APTO: ..o
BAIRRO: ... CIDADE:.......coiieeeiieee e
CEP: e TELEFONE:DDD (............ )

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: NOVAS PERSPECTIVAS NO
ESTUDO GENETICO DA PUBERDADE PRECOCE CENTRAL IDIOPATICA.

PESQUISADOR: Dra Francisca Delanie Bulcao de Macedo

CARGO/FUNCAO: Médica Pesquisadora
INSCRIQAO CONSELHO REGIONAL N° 130982
UNIDADE DO HCFMUSP: Laboratéorio de Hormbénios e Genética Molecular/

Disciplina de Endocrinologia e Metabologia

3. AVALIAGAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO x RISCO MEDIO o
RISCO BAIXO o RISCO MAIOR o

4. DURAGAO DA PESQUISA: 4 anos

Rubrica do participante de pesquisa ou responsavel

Rubrica do pesquisador
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CONFIDENCIAL

INFORMACOES AO PARTICIPANTE DA PESQUISA
PARTICIPANTES DE PESQUISA DE 6 A 10 ANOS COMPLETOS (SEXO
FEMININO)

O médico ira perguntar se vocé quer participar de uma pesquisa que
pode ajudar a entender a causa de vocé ter desenvolvido “peitinho” e/ou
“‘pelinho” antes das suas colegas e outras meninas da sua idade. Seus pais

ja foram informados sobre isso.

O QUE ACONTECERA COMIGO SE EU RESOLVER PARTICIPAR DO
ESTUDO?

Seu médico ira examinar voceé.

Rubrica do participante de pesquisa ou responsavel

Rubrica do pesquisador
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Vocé precisara colher exames de sangue com uma agulha
pequenininha na veia de seu brago (ou mao). Isso pode deixar uma
manchinha roxa pequena e pinicar um pouco. Vocé vai sentir apenas o

desconforto da picadinha da agulha, mas isso vai ser bem rapido.

O QUE ACONTECERA DEPOIS?

Se vocé concordar com o estudo, 0 médico ira utilizar o seu sangue para
fazer pesquisas e descobrir a causa de vocé ter desenvolvido “peitinho” e/ou

“pelinho” antes do tempo. Esse estudo podera também ajudar outras criangas
com 0 mesmo problema.

Rubrica do participante de pesquisa ou responsavel

Rubrica do pesquisador
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VOCE NAO PRECISA ACEITAR O QUE SEU MEDICO ESTA OFERECENDO.

Um grupo de pessoas chamado Comité de Etica aprovou esse estudo e vai
conferir tudo que vao fazer durante o estudo para garantir que tudo seja feito com

muito cuidado e que seu médico tome conta de vocé.

Caso vocé tenha qualquer duvida, seu médico esta pronto para Ihe ouvir e
responder o que quiser saber. Vocé decide se vai participar ou n&o e sua decisao

sera respeitada.

Caso vocé queira participar, escreva seu home aqui:

COM QUEM DEVO FALAR SE EU TIVER DUVIDAS?

Vocé pode procurar seu meédico ou alguém da equipe da Unidade de
Desenvolvimento da Disciplina de Endocrinologia, Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (HC- FMUSP). Av. Dr Eneas
Carvalho Aguiar, 44, Cerqueira César, Sao Paulo, Brasil. CEP: 05403-000.
Telefone: (11) 2661-7512.

Vocé pode procurar também o comité que aprova as pesquisas em Comissao de
ética para analise de Projetos de Pesquisa (Av. Dr Eneas de Carvalho Aguiar, 255
Cerqueira César- 05403-000/ Sao Paulo — Brasil) pelo telefone (11) 2661-6442
Ramais 16/17/18/20.

Assinatura do representante legal Data / /

Assinatura do responsavel pelo estudo  Data / /
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ANEXO B - Heredograma das 19 familias estudadas.
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ANEXO C (1-3). Dados clinicos e hormonais dos pacientes com PPC provenientes de diferentes centros
C 1 - Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo (HCFMUSP- SP)
Paciente  Sexo IC inicio IC inicio E 10 IE DP peso Mamail pp EA LH FSH E2 T LHpés LH2hpos
puberdade tratamento (cm) (anos) (anos) (kg) pénis (cm) (UL) (U/L) (pg/mL) (ng/dL) GnRH lupron

1 F 6 7,3 129,5 9 8,7 1,31 38,2 3 3 157,5 <0,6 14 <13 8,1

2 F 4 5,2 116,5 6,8 6,3 1,8 19,6 3 1 158,5 <0,6 2 <13 16,9 13,4

3 F 6 8,7 141,5 12 10,7 2,3 33,2 4 4 153,5 1,2 3,7 19,8

4 F 0 2,7 100,5 6,8 4 ND 18,3 3 2 168,7 2,6 4.5 26 41 28

5 F 0,7 1,6 83 2 1,7 0 12,4 3 3 144,5 1,1 4,3 60,4 <14 21* 13,1

6 F 3,1 3,4 106 7,6 5 2,26 19,1 4 1 149 5 9,8 <13 89.7

7 F 6,25 6,66 124 10 8 1,43 25,7 2 1 ? 0,7 45 75

8 F 2,33 7,25 136,4 11 10 3,13 37,7 3 2 155,5 0,9 <13

9 F 2,33 4,75 118,8 8,8 7 3,3 24,7 4 1 160 0,7 1,5 19,1 18,8

10 F 6 6,42 123,1 8,8 7,2 0,73 26,6 2 2 adotiva <0,6 55 <13 9,5

11 F 5,8 9,66 134 12 9,7 0,08 385 4 3 153,5 <0,6 1,7 <13 13,2

12 F 6,5 8,08 136,8 12 10 2,05 33,6 3 3 159 <0,6 3 45 7,5 31

13 F 6,4 7,83 141,5 11 10,5 3,05 32,8 3 4 161,5 1 5,9 15 12

14 F 3,2 5,17 129,4 12 8,8 3,5 30 4 3 148 4,9* 14* 23,7*

15 F 6,8 7,3 125,5 10 9,5 0,9 35,4 3 2 156,5 1,4 1,8 <13 20 23

16 F 6,8 7,8 125,5 8,8 8,2 -0,1 27,9 3 3 153,5 3,8* 1,6 <10* 41*

17 F 4 6,8 136 12 9,5 3,22 31,3 4 3 153 6,1 4,7 62

18 F 2,3 7,6 140,3 12 10,5 3,23 34,4 2 3 161,5 2,2 6 21 9,8

19 F 2 4.8 115 8 57 2,4 23,3 3 1 ? 3,8* 16.3* 23* 28,8*

20 M 2,3 5,1 129 13 8,5 4,36 27,9 4 4 178,5 1,1 1,1 92 17,7

21 F 6 8,7 157,2 12 10,5 1,86 39,7 B 4 157,2 1,5 5,9 62,2 13,5

22 F 6 8,25 128,6 12 8,7 -1,5 30,7 3 2 152,2 <0,6 2,7 13,4 53 12

23 F 7 8 136 12 10 1,9 35 4 3 157,5 1,2 4.1 20,5 50,4

24 F 7 8,7 135,4 11 9,8 0,9 32,6 4 4 154,5 1,2 1,8 13,1 19

25 F 7 8,9 135,3 11 9,8 0,78 29 3 4 155,5 <0,6 2 40 8

26 F 6,8 7,1 130,8 8,8 9 1,9 33,8 2 2 167 0,9 3 <13

27 F 7 8,4 146,7 12 11,8 2,1 51,5 4 B 155,5 5,4 4.4 53,4

28 f 2,8 4,25 106,6 6,8 4,8 1,16 19,5 4 1 156,2 0,6 4,2 18,2 13,5

29 f 6 9,8 129 11 8,8 -1 27 4 3 147 0,8 3,5 22,2

30 f 7,5 8,5 141,8 12 10,8 2,38 42 3 3 adotiva 1,1 5,6 35 10,3

31

32 f 6,8 7,5 129,5 8,8 8,8 1,3 30,8 3 1 157,3 1,2 3,9 15 27,6

continua
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C 1 - Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sédo Paulo, Sdo Paulo (HCFMUSP- SP)
(continuacao)
Paciente  Sexo IC inicio IC inicio E 10 IE pp Peso Mamaﬁ/ PP EA LH FSH E2 T LHp6s LH 2h pés
puberdade tratamento (cm) (anos) (anos) (kg) pénis (cm) (UL) (UL) (pg/mL) (ng/dL) GnRH lupron

33 f 5 7.5 1337 11,5 9,5 21 271 4 1 148,5 1,6 28 26,8 29,4

34 f 6 7.8 143 11 11 35 302 3 3 168 <06 1.2 <13 6,9 7,7

35 m 8 10,8 150 13,5 125 14 432 3 4 1665 1,7 18 312

36" f 6 6,7 120,1 8,8 7,2 05 27,1 3 2 1565 1,6 46 20

37 f 7 9,7 135 11 9,8 0 289 4 3 160 3,7 36 16

38 f 6 8,25 142,6 12 11 27 365 3 3 1745 21 1,2 15

39 f 5 9,1 143,2 12 111 1,92 396 3 3 1705 09 4.1 22 27,8

40 f 6 8,5 141 10 10,8 2,24 30 4 3 1582 <06 3 <13 24

41 f 6 7.5 129 11 85 032 286 3 2 149 <06 <1,0 14,4 33 4.4

42 f 7,6 7,75 1322 8,8 93 142 336 3 2 1635 1 53 69,9

43 f 3 7.5 1333 11,5 9,5 2 333 2 2 1605 08 5,4 33 4,1 8,6

44 f 8 8,5 121 7.8 73 11 24 3 1 1492 <06 3,1 242 16,3

45 f 7 9,1 1425 11 11 18 436 4 2 1632 07 3,6 30 5,1 9,7

46 f 7.4 8,1 1295 11,5 8,8 07 278 3 1 ? 0,6 35 46

47 f 0 7.4 126 7.8 82 074 241 4 1 158,5 1,3 3 14,6 15,1

48 f 6,5 10,2 151 12 127 21 422 4 4 1635 2,6 24 92

49 f 7.9 7.9 139,3 1 10,5 42,2 3 1 160,5 <06 2,8 22 20,4 8,3

50 f 2,5 3,9 106,1 6 20,8 3 1 ? 3,8 7.8 <13 15,3

51 f 7.3 7.8 142 11 10,9 314 407 3 3  160,5 2 6,8 13

52 f 6 7.9 137,5 11 102 23 278 2 3 161 <06 14 <13 11,3

53 f 7.2 7.9 138,5 1 10,3 252 41 3 3  166,5 1,2 3.4 35,2

54 f 0 5,1 1137 41 6 114 18 4 1 149 057 45 15,9 11,37

55 f 55 7.4 135,1 11 9,8 23 332 4 3 1605 21 438 16

56 f 1,3 23 92,7 25 3 15 132 4 1 168 17 23 12 8,8

57 f 6,5 6,9 1256 7,8 8,1 115 26,8 4 3 1605 07 42 34,6 6,9 15

58 f 6 7,6 144 10 12 37 32 4 4 1575 207 45 14,6 36,2

59 f ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

60 f 5 7,6 135,5 11 98 219 33 3 3 ? 0,1 1 <13 9,4

61% F 7.4 8,9 1258 8,8 8,1 06 23 4 4 1525 04 36 18 15,3 13

62 F 6 9 146 11 115 256 38 3 3 153 3,9 6,2 38

63 F 5 7 1265 7,8 8,2 28 2 2 153 <06 16 13 21,1

64 F 8,4 9,9 145 12 11,3 1,8 48 4 4 163 2,8 6,1 17

65 F 7.5 9,6 137,1 11 10 30,6 4 3 163 ND ND 42 19,6

66 F 6 9 133 1 9,3 04 355 4 3 158 ND ND 24 6,5

continua
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C 1 - Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sédo Paulo, Sdo Paulo (HCFMUSP- SP)
(concluséo)
Paciente  Sexo IC inicio IC inicio E 10 IE DP peso  Mamas/ PP EA LH FSH E2 T LH p6s LH 2h pés
puberdade tratamento (cm) (anos) (anos) (kg) pénis”® (cm) (UL)  (U/L) (pg/mL) (ng/dL) GnRH lupron

67 F 8 8,8 137,8 10,5 10,1 1,36 33,3 3 3 152,5 1,5 5,5 69 30,1

68 F 1 5,3 126,2 8,8 8,3 3,47 30,6 3 3 167 4 8 ND 45,3

69 F 7,9 8,4 131,5 10 9,1 0,6 30,4 3 1 160,5 0,7 6,7 46 40,6

70 F 6,7 7,8 133 12 9,5 1,75 37,3 3 3 ND 1 5,8 50 5 18

715 F 1 2,8 94 3,5 3,2 ND 13 3 1 ND 0,2 6,9 15 9,1

72 F 6 ND ND 8 ND ND ND 4 4 146,5 1,8 6,4 41,6 11,5

73 F 6,5 7,2 ND 11,5 ND ND ND 2 2 152 2 4,3 ND

74 F 3 4,9 126,6 8,3 7,8 3,72 25 3 3 160 5,8 8,8 ND

75 F 5,9 75 132,2 10,8 8,7 1,24 37,3 3 3 153 6,5 1,4 47 16,3

76 F 2 4 ND 6,8 ND ND ND 3 1 158,6 ND ND ND 35,1

77 F ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

78 F ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

79 F ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

80 F 7,5 8,5 135 10 9,7 1,22 27,8 4 1 164,5 0,4 4,4 32,5

81 F 6 7,7 129,6 11 8,8 1,15 30 4 3 155 24 9,2 53 26,9

82 F 6 6,1 8,8 3 1 30,3 13,2

83 F 6,5 7 10 3 2 48 37,5

84 F 6,2 7 11 3 1 20 48,4

85 F 71 7,8 11 3 2 23,6 25,7

86 F 7,5 7,9 9 3 1 14,3 18,9

87 f 5 53 119 7 7 225 255 3 2 159,5 2,9 57 34 30

88 F 7 7,6 125,5 9 0,58 25 2 1 174 0,13 0,85 0,99 9,3

89 F 5,6 5,8 116,6 6,7 6,7 072 21,7 3 1 159,5 <0,1# 1,5 <15

90 F 6 9,5 12 11,7 2,19 37,3 4 4 158,5 1,2 2,1 <15

91 F 7 8,5 134,4 11 9,7 1 36,7 4 4 152,5 0,5 24 70 12,1

92 F 7.1 8 130 8,8 9 0,86 40,8 3 1 160 3,6 6,3 457

93 F 1 53 126,2 8,8 8,3 3,47 30,6 3 3 167 4 8 40,6

94 f 7,5 8,6 136 11 10 1,39 40,7 3 4 160 2,7 4,5 46

95 f 7 8 128,2 12 8,7 0,71 41,1 5 4 161 6,6 5,6 17

96 f 7,5 8,9 147 11 12 2,57 40,7 3 3 168,5 1,8 6,4 49 13,7

97 f 6,1 6,2 119 9,8 22,3 2 1 164,5 0,69 1,75 20

IC: idade cronoldgica; E: estatura; 10: idade déssea; IE: idade estatural; DP: desvio padrao de estatura; PP: pelos pubianos (estadio segundo critérios de Tanner); EA: estatura alvo; E2:
estradiol, T: testosterona, # mamas: estadio segundo critérios de Tanner, pénis: comprimento em cm; ND: ndo disponivel; &: Pacientes com caracteristicas sindromicas. * Exames
realizados por radioimunoensaio (RIE). Os demais exames foram realizados por IFMA ou ECLIA
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C 2 - Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto (HCFMUSP- RP)

Paciente  Sexo IC inicio IC inicio E 10 IE DP peso Mamas/ EA LH FSH E2 T LH p6s
puberdade tratamento (cm) (anos) (anos) (E) (kg) pénis# (cm) (MU/mL) (mU/mL) (pg/mL) (ng/dL) GnRH

1 F 4,8 52 9 1,6 2 1 0,1 2,2 <20 8
2 F 7,9 8,1 10 0,5 2 3 1 4,2 <20 26,3
3 F 7,8 8,4 10 1,6 3 1 0,1 5,8 131 23,3
4 F 7,5 8,5 2,2 4 3 2,7 9,4
5 F 2 5,8 8,8 1,1 4 1 1 1,6 24

6 F 7 8,5 12 1,6 3 3 1 2,3 <20

7 F 7 8 10 0,8 3 2 0,4 26,8 17,2
8 F 7 9 12 1,7 3 2 2,2 5 23,3 10,3
9 F 6,8 6,9 9 2,1 2 2 4,8 3,4 66,1

10 F 5 6,1 11 3 1 0,1 4 <20 21
11 F 6 8,2 11 1 4 2 5 39,9 42
12 F 0,5 0,8 -0,3 3 2 0,1 2 33,6 55
13 F 6,9 7,2 7,8 -0,4 3 3 1,9 3 <20

14 F 6 7,9 11 1,2 4 1 1,7 3,2 139

15 F 6,4 7,1 8,8 0,5 3 2 47
16 F 6 7 10 2,1 4 1 0,1 2,5 24,5 8
17 F 1,2 1,9 25 3 1 0,1 4,7 25 4,7
18 F 7,5 8,5 12 0,5 3 3 57 11,9
19 F 7.5 8 11 0,7 3 1 0,1 1,2 57,5 5,6
20 F 4 5,1 ND 2 2 2 0,9 1,9 48,9 3,2
21 F 7,5 7,9 9,8 1,2 3 2 0,7 <20 7,9
22 F 5,4 6,1 ND 1,6 3 1 1,3 5 36,4

23 F 3 4,2 5,7 3,5 3 1 0,1 2 78 3,7
24 F 7,3 8,3 13 1,5 4 2 1,2 1,1 48

25 F 7 8,9 12 1,1 3 3 2,7 55 <20

26 F 6 7,5 8,8 4 1 3,4 17,2
27 F 7.3 8,3 8,8 -2 2 1 0,7 1,2 <20

28 F 7,8 8,6 11 0,2 3 3 0,3 7,6 47,3 6,5
29 F 7 8,7 11 2,7 4 3 3,5 8,5 147

30 F 7,2 7,6 10 -0,1 3 1 0,5 4,6 22 14
31 F 7,3 7.4 8,8 2,1 3 3 0,1 1 108 5,6
32 F 7,5 8 8,8 0,9 3 3 4,9 41,2 23,8

continua
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C 2 - Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto (HCFMUSP- RP)

(continuacao)

Paciente  Sexo IC inicio IC inicio E 10 IE DP peso Mamai/ EA LH FSH E2 T LH po6s
puberdade tratamento (cm) (anos) (anos) (E) (kg) pénis (cm) (MmU/mL) (mU/mL) (pg/mL) (ng/dL) GnRH

33 F 5,8 6,3 7 0,8 3 1 2,2 6 73 13,4
34 F 7,7 8,7 11 0,8 3 3 5,6 7,4 43,9
35 F 55 8 10 0,2 3 2 0,1 1,2 61,6 17,7
36 F 5 5,4 8,8 1,7 2 4 25,9* 17 48,5*
37 F 7,5 8,2 11 1,7 2 1 0,9 9,3 <20 7.5
38 M 9 9,8 ND 0,7 2 3 0,7 1 75,7 18
39 F 0,4 3,3 7 2,7 4 4 1,3* 4 52,4 200,9
40 F 6,7 7 11 2,4 2 2 1,5 2 78,4
41 F 6 71 ND 0,9 3 1 0,2 4,4 42,9 6,9
42 F 6 7,9 8,8 -0,4 2 2 0,3 3,9 25 23,7
43 F 2 2,7 2,5 -0,4 3 1 1,3 3,8 52 6,7
44 F 6,5 7 11 2,1 3 2 2,9 4 45 48,5
45 M 8 10,4 13 0,6 3 4 25 1,3
46 F 1 3 ND -0,5 3 1 2,8 8 <20 17,1
47 F 6,5 7.5 8,8 1,7 4 2 1,7 2,8 30,9
48 F 6 6,5 7,8 1,4 2 1 1,3 2 76,1 3,3
49 F 7 7,7 10 1,5 3 2 0,7 57 42,2 6
50 F 7 11,7 ND -0,5 4 4
51 F 8 71 7.8 0,9 1 2 0,6 2 <20 6,7
52 F 6,7 7 8,8 2 3 1 1,3 3 29,2
53 F 55 7,2 8,8 -0,5 3 1 0,3 5,6 29,6 13
54 F 8 8,8 11 0,9 3 3 0,6 54 33 42,8
55 F 0,7 4,2 5 2,2 2 2 0,7 0,6 <20 7
56 F 8 9,3 10 1,8 4 4 3,4 4,1 28,6
57 F 4 8,3 10 3 4 7.5
58 F 6 7,9 ND 2,3 4 3 3,4 10 80
59 F 7.4 7,8 ND 04 2 2 0,1 8,9 27,7 29,6
60 F 5 8,4 12 2,1 4 3 7 6,0 131,5
61 F 7,5 8,5 11 0,6 3 2 0,6 7.5 <20 10
62 F 1,0 1,6 2,5 1,1 3 1 0,1 3 33,8 6,8
63 F 7 9,2 11 0,6 4 3 1,4 3.4 31 14,8
64 F 7.4 8,1 11 0,3 1 2 0,1 2,8 <20 9,3

continua
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C 2 - Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto (HCFMUSP- RP)
(concluséo)

Paciente  Sexo IC inicio IC inicio E 10 IE DP peso Mamail EA LH FSH E2 T LH po6s
puberdade tratamento (cm) (anos) (anos) (E) (kg) pénis (cm) (mU/mL) (mU/mL) (pg/mL) (ng/dL) GnRH

65 F 7,5 7,7 10 3.4 2 2 0,6 7,9 14,8
66 F 6 8,5 11 1,4 3 3 0,6 3,2 56,2 3,9
67 F 7 9,5 13 1,5 4 4 4,5 7,3 105

68 F 5 8 11 1,1 3 2 2 7,2 43,7

69 F 6 8,9 11,5 1,4 4 3 1,9 1,4 40,4

70 F 6,8 7,2 8,8 1,2 3 2 1 4,2 <20 9,4
71 F 8 8,4 11 0,8 2 1 1,5 3 20

72 F 8 8,7 ND 4 3 29,7* 6,2 20,7 47,9*
73 F 2 5,1 6,8 1,1 3 1 0,2 23 31,3 14,6
74 F 54 6,3 9,5 0 2 1 0,1 4,5 <20 9
75 F 8 10,4 13,5 0,3 4 5 2,9 2,9 69,7

76 F 5,9 6,9 7,8 -0,2 3 3 0,7 1,3 50,9 39,2
77 f 6,5 8,7 11 2,3 4 1 1,7 2,3 31,6

78 f 7 8,3 11 1,3 3 2 0,1 2,5 38,1 10,6
79 f 7.4 7,2 7,8 0,1 2 3 0,1 3,2 <20 32
80 f 6,9 7.9 10 0,9 &) 2 0,1 4 36,1 17,8
81 f 5 8,4 11 1,6 3 3 0,4 2,5 32,7 33
82 f 6,1 6,3 57 0,3 2 1 0,2 4,5 64,7 9,5
83 m 7 8,7 8 2,4 2 1 1,2 2,5 91 33,4
84 f 5 8,5 12 1,5 4 2 <20 16
85 F 6 6,2 8,8 1,5 2 3 24 1,2 39,9 22
86 F 7.8 8 10 2,5 4 1 0,1 2 29,1 6,6
87 F 3 6,7 ND 1,6 3 2 1,8 4,9 59,6 62,5
88 F 0,7 1,7 2,5 2 1 0,8 2,5 38,4 23,4
89 F 6 7,9 11 2,7 3 4 0,2 2 20,5

IC: idade cronoldgica; E: estatura; 10: idade 6ssea; IE: idade estatural; DP: desvio padrdo de estatura; PP: pelos pubianos (estadio segundo critérios de Tanner); EA: estatura alvo; E2:
estradiol, T: testosterona, # mamas: estadio segundo critérios de Tanner, pénis: comprimento em cm; ND: ndo disponivel. Exames realizados por IFMA ou ECLIA
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C 3 - Medical Faculty Skopje (Macedobnia)
Paciente  Sexo IC inicio IC inicio E 10 IE DP peso Mamail pp EA LH FSH E2 T LH p6s
puberdade tratamento (cm) (anos) (anos) (kg) pénis (cm) (UL) (UL) (pg/mL) (ng/dL) GnRH
1 F 6,2 ND ND ND ND ND ND 2 1 ND ND ND ND 6,1
2 F 6,4 ND ND ND ND ND ND 2 1 ND ND ND ND
3 F 2 ND ND ND ND ND ND 2 1 ND ND ND ND 9,9
4 F 5,9 ND ND ND ND ND ND 2 1 ND ND ND ND 9,4
5 F 4,1 ND ND ND ND ND ND 3 1 ND ND ND ND
6 F 4,6 ND ND ND ND ND ND 2 1 ND ND ND ND 13,5
7 F 7,9 ND ND ND ND ND ND 2 2 ND ND ND ND 10,6
8 F 6,9 ND ND ND ND ND ND 2 2 ND ND ND ND
9 F 8,8 ND ND ND ND ND ND 3 2 ND ND ND ND 13,8
10 F 0,9 ND ND ND ND ND ND 3 1 ND ND ND ND 13,6
11 m 6 ND ND ND ND ND ND 2 2 ND ND ND ND
12 f 5 ND ND ND ND ND ND 3 2 ND ND ND ND 17,4
13 f 6,2 ND ND ND ND ND ND 3 2 ND ND ND ND 4,1
14 f 1,3 ND ND ND ND ND ND 3 2 ND ND ND ND
15 f 4,1 ND ND ND ND ND ND 3 1 ND ND ND ND
16 f 5 ND ND ND ND ND ND 2 2 ND ND ND ND 6,1
17 f 6,2 ND ND ND ND ND ND 2 1 ND ND ND ND 10,3
18 f 6,2 ND ND ND ND ND ND 2 2 ND ND ND ND 27,6
19 f 1,6 ND ND ND ND ND ND 2 2 ND ND ND ND
20 f 2,3 ND ND ND ND ND ND 2 1 ND ND ND ND
21 f 6,9 ND ND ND ND ND ND 2 2 ND ND ND ND 5,1
22 f 7,7 ND ND ND ND ND ND 3 2 ND ND ND ND
23 f ND ND ND ND ND ND 2 2 ND ND ND ND
24 f 8,9 ND ND ND ND ND ND 2 1 ND ND ND ND
25 f 6,2 ND ND ND ND ND ND 3 2 ND ND ND ND 13,1
26 f 8,5 ND ND ND ND ND ND 3 1 ND ND ND ND
27 f 9 ND ND ND ND ND ND 2 2 ND ND ND ND

IC: idade cronoldgica; E: estatura; 10: idade dssea; IE: idade estatural; DP: desvio padrédo de estatura; PP: pelos pubianos (estadio segundo critérios de Tanner); EA: estatura alvo; E2:
estradiol, T: testosterona, # mamas: estadio segundo critérios de Tanner, pénis: comprimento em cm; ND: n&o disponivel. Exames realizados por IFMA ou ECLIA
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AEETRACT

BACEGROUND
The onset of poberty is finst detectesd 25 an increzse n polsatile secretion of gonado-
tropinrreleasing hormone (GnEH). Early activation of the hypothal amdc—pito iary-
gomadal avis resnlts in centml precocions poberty. The tming of pobertal develop-
ment i driven in part by genetic Grtors, bot only a few, mre molembr defeds
assnciated with central precodoos pobenty have been idenkiffed.

METHODS
We performed whole-=ome saqoencing in 40 members of 15 families with central
precocions pobenty. Candidate varianis were oo fimmed with Zanger segoencing. We

dlzn performed quantiative real-tme polymemse-chain-reaction assays o determine
levels of messenger EHA (mBWA) in the hypothalam? of mice at differsnit ages.

REFULTS
We identified foor novel heterozypoos muotations m MERNT, the gene encoding
makorn RIHfmger peotzin & m 5 of the 15 families; both smes were affected.
The mutations mduded three frameshift moations, predicted to encode tron cated
proteins, and one missenss motation, predicted to dissopt protein foncton. MERNI
is 2 pairmally expresesd, imprimied gene located n the Pradee-Willi syndrome cot-
@l region chromosome 151115 All affected pemsons mherted the motatons
from their Gthers, 2 finding that indicates perfect with the maode of
inheritance e percted for an imprinted gene. Levels of Mim? mENA were high in
the aroate noclens of prepobertal mice, decreased immediziely before poberty, and
remained low after poberty.

COMCLUSIONS
Deficency of MERN S canses centra] precocioos pobenty in homans. (Fonded by the
Hathonal Instimtes of Health and others)
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NE OHEET OF FIFREETY I5 FIRST DETRCT:
ed @ an increase in the amplitode and Fre-
quency of polses of gonadotropin-releas-

ing hormone (GnBH) after a guiescent perod
durimg childhood. The reemergence of polstile
Gn BH secretion leads in increases in the secre-
tiom of the gonadotropns, lokenzng hormome
and follide-stimolating hormaone (FEHL by the
pitgitary gland and the consagoent activation of
gonadal fmction.! Eady actiation of the hypo-
thalamic-pitnitagy—ponadal axis resolts m go-
nadotropin-dependent precodous puberty, also
Imown as central precocions puberty, which is
dinically defined by the development of sec
ondary s=ual chamcterstics befors the age of
& years in gids and 9 pears in boys. Pobertal tim-
ing is mfluenced by complex nteractions among
enonomic faciors %3 The timing of poberty is as-
socized with rsks of snbesguent disease: sarlier
age of menarche in gids i associated with in-
creased rzks of breast cancer, sndometrial can-
cer, ohegity type I diabete, and cardiovascolar
digease 4 Central premocions puberty has aleo
bemn associated with an moreased incidence of
condoct and behavior disorders doring adoles-
cence*

Compelling evidence of the nfloence of g
netic faciors on poberizl tmng has besn poo-
vided by popolation siodies # The role of genetic
factors is also Muostrated by the sfmilar age =t
menarche in mothers and daoghters and among
members of an ethnic groop and by a greater
conooedance of pobertal iming in monoeygotic
than m dfzypotic twins.> Familial segregation
analysis has shown that I7 %% of cases of cen-
tral precocions poberty are familial and sogpests
mtnsomal dominant tmnsmission with noom-
pleir se-dependent penstrance® [espite the
daia soggesting that age at the ms=t of poberial
devel opment is primarily doven by genetic e
tors, the genetic determimamits of the tmmg of
loman pobertal development and, in particolar,
central precocions poberty are largely onlmown.

Ixtensve efforts have been made to Socidate
the mechanisms that reactivate polsatile GnBH
secretion at the tme of poberty. [n the past de
cade, several genes hawe been identified in the
complex network of nhibitory, stimulatory, and
permissye negmendocrine factors imrakeed
thie oomiral of poberty onset. Smdies n modents
and primates have shown that an enhancement

of mcitatory inpots and a redoction m inhibitoey
factors contribote to GnREH secretion and the
mitiation of puberty.'*' On the basis of this
knrwledge several stodies in homans have nsed
a candidate-gen= approach in an abtiempt to de
tect genes associated with poberizl disorders.
However, dlthough an moressing momber of
fmes haee been implicaied in conpenial iso-
lated hy pogonadotropic hypogonadism and the
Kallmarn smdromef> mly a fes, @=ee mo-
leoular defects hawve been identified i patients
with central precocions poberty, and no strong
aszocition has been proved. " ** nly two mota-
tions — one mutation in the gene sncodm g kiss-
pepitimr]l (K55I and one m the gene enoodingg iis
receptor [KESIR] — have heen assoctated with
ceniral precocions poberty, despite screening of
a relativedy large cohort of pathents for motations
m these genes, mdicatimg that fsolaied ootz
tions in KESI and KISSIE gees are onoommon
cames of central peecocioos puberty.'®*® Wea
therefore sooght to identify genstic cases of
central premcioos poberty by performing an
mome saqoence analysis in 1% Gmilies with
ceniral precocions poberty.

METHODE

PATIEMTS
We selected for oor stody 15 probands with cen-
tral precocions poberiy and their affectsd and
nnaffected family members (Fig. 1; and Fg. 51 in
the Supplementary Appendix, available with the
foll text of this artice at HEM.orgl. Whole
exame saquencing was performed for 40 mem-
bers of these Gmilies, 32 with central pracocioos
puberty (I females and 5 muales) and £ with nos
mal poberial tming (5 females and 3 males).
Central precocions poberty was diagnosed on the
basis of dinical signs of e pobertal de-
velppment before the ag= of E pears n gids and
5 years m boys; poberial basal lobsmizmg hoe-
mme lewels, GnRH-stmobied loirmizmg hoe
mime lewels, or hoth; advanced bone age (deter
mined with the use of the Graplich and Pyle
method™), and normal resalis on magnetic reso-
nance imaging of the central nerroos system
(Tahle 1, and Tahl= 31 in the Sopglementary Ap-
pendix). The ancestries of the families with MERNZ
defects wers established by means of verbal e
port ko clmical freestigatons (Tahle 1) The probo-
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Palo University. Written mformed oonsent was ab-
tained from all participants. The last two mthorms

vouch for the aommg and completeness of the
data and the fidel ity of the study to the protooo] .

HOEHONE ASEATE
Serom levels of loteinizing hormone, FSH, tes-
insterone, and estradiol were determined with
the ose of immmmoch=mil minometric assys. 22
The miterassay coefficent of variation was 5% ar
less fior all assays.

Durng the GniH stimolation test, serom
levels of loteinizing hormone and FSH were
measared 15 minotes before the mirmvenoos
administration of 100 ug of GnEH, at the tme
of administration, and 15, %0, 45, and &0 min-
mies after administration. In both seves, haxal
Ioteinizing hormone levels higher than 015 U
per liter were considered to be pobertal larels,

H IMCL | W e

and peak CenEH-stimmlated loteinizing hormone
levels higher than 5.0 U per liter were considered
to be pobertal responses ** Basal estadio] laneds
higher than 15 pg per milliliter and hasal testos-
teron e levels higher than 12 ng per decliter were
considered i be pobental levels.

GEMETIC ARALYSIS

Genomic [A wes eviracted fiom peripheral-
Hood leaknoytes. Whole-=wome sagoencing was
performed for selected patients Gt the Eroad [n-
stitotel as previously described?? (s=e the Sopple-
menitary Appendiz for details). We confirmed the
identification of variants m the codmg region of
MKRNT with the use of polymemss-chain-resc
tion (FCR) amplification fiol loewed by ssgnencing
of the prodocts with the nse of the comrentional
Sanger method. For comparisons of the preva-
lence of truncatmg variants m the amilies and
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the exome varant seper (hosted by the Hational
Heart, [ong, and Hood Institotell we ased Fsh-
er's =act test io compare the nomber of frame
shift or nonsmse motsifon camies, coming
each family member in the mome variant server
ance and counting both parents in each Gmily to
acorant for muotation searches across omltple
affspring. Par the analysis of onigoe varfanis, we
incloded only one pemsom (o one pair of pareis)
pervarant in the analysis.

ASTATE M KICE
BHA wa= extractsd from the aronats modens of
the hypothalamms of three male and thres fe
male mice at posmatal days 10 12 15, 18, T2,
Xy 50, and 45. Pobertal development ocoarred
between days 15 and 50 m thess mice, as md-
caited by the mcrease i the expression of hypo-
thalamic Ta? (or neoroktinin B) messenger BHA
[mEHAL*™ BEEHA was reversetranscribed, and
guantitatie rea-tme PCR analysis was then per-
formed o measare Mired mEHA larels, normal-
ized to ribosomal protein L19 (s=e the Sopple
mentary Appendix].

REEULTE

SEQUERCE AMALYSIS
Whole-=ome saquencing performed in 400 mem-
hers of 15 families with central precocioos po-
berty identified 304,550 varants. Kigoroos crite
ria were used o flier the wariants and identify
the mutations likely to be cansative of the pheno-
ty pe for centtral precocioos poberty. We first ana-
lzad mome-ssqoeor data from 2 total of 15
that were comsistent with a domimant mode of
inheritance (i.e., thoss Gmilies having affeced
members in mokiple genemtions]. Among the
per=ons who ondersent sinme saguencing, we
identified hetemeygous nonsynomymouns vao-
antx that were present in affected Gmily mem-
hers and absent in unaffected family members.
Given the dommant inheritance pattern and rar-
ity of pressniation of familial precocions pober-
tr. we sxduded all varfanis with 2 minor allede
fregquency of more than 0UN% in either the 1000
Genomes database?s or the suome variant sers
er# In addition,, we sucloded all potatieevaranis
that were also present in 50 of the 1000 Genomes
cmmtrol samples mdoded in the variant c@llng

e
FARIENGEN Y14 MIT

—i— -

pArgT11GkE =TS

Th I3 X W HI =

TR

W & m

Fgure 1. WKRN3 Domans and e Muabons dentificd i tha Sy

MERN] bax four zine-finger demaina: three CIH metif [Hug] and one
CIHCH BNG metif [red], which i respenmaible for ubdquitin Fpas sctivity.
The MERN-specfic Gra—Hin domain [green s of wncertain unction. The
mumbery coemapond to the sming scid posigion: inthe protein. Bue mois-
Eon lbsda and arrown indicebe the lzexbon of Famexh B mutstons; the
red mutstion and srrow indicste the leostion of 8 mbsonae mutstion.

process. [n applying these criteria, we identifed
candidate genes within each Emily # in Family A,
5 in Family B, and ¥ in Family F). The reason
why a larger mumber of candidate genes were
identified in Family B was that swome data were
available for only ¥ members of this fAmily, as
compared with & members each for Families A
and F Omne gene MERNT (BN SGOMMNMNTO455,
pene identification nomber TGE1], was hdentified
in 2 families. Ho single gene was identifisd in all
3 families. Families A and B had nove] frameshitt
mratation variants in MERN? (pArg 218Gk E¥7E
and p.Tyr30 5%, respectivedy] (Fig. 1 and 3.

We then samined exome data from the addi-
tional 35 members of the other 12 families in the
stondy and found another novel frameshift ootz
tion in MKEN3 (pARMMdyfE*14) in Families [
and H. A novel missense variant [pArg36sSer)
was identified in Family C (Fig. 1 and 3. This
missense variant s predicied to be *probably dam-
aging™ (liesdly to disropt protein fmiction] on the
basiz of a Polymorphism Phenotyping, version 2
(PolyPhend) scoee of 100 and a Protein Analysis
throngh Beolotionary Eelationship [FANTHER)
zonee of .95 for the probability of being delete-
rias. (The mnge forboth soores is 0 fo 1.0, with
0 indicatimg that a change is predicded o be
nagtral and 1.0 indicating that it & most THedy
to be deleterivns) We confirmed all vadants
with the nees of Sanger saguencing and tested for
oosegregation between the variant and central
precocions poberty in an additional & members
from Families A through Ewho did not ondergo

H Ao wee jEIE WEjeeoss  pusE T, a0
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mOme saumong. MERNT is an imprinted gene
that is expressed 'y from the paternal allel= *
i1l affected fmily members mherited their mo-
tations from their fthers, indicating perfect
segregation in accordance with the imprinted
maode of inheritance. The one heteroeygoos car-
rier kniown to hawe inherited his motation. from
his modher (Batient 11 m Family Al was onaf
fected, as sxpecied. The remaming 10 fAmilies
did mot have any deteciable mre coding variants
in MERNZ The prevalence of troncating variants
{4 varianis, % of which were nnigos, m 15 Gmi-
lies) i= mmch greater than that s==n in popaolz-
tom-tased dashaces (5 variants, 4 onigoe, in
approximately (5 pemsoms in the some vao-
antt server] (Pueb.0e100* for the prevalence of all
variants, and P2 61l for the prevalence of
mnigue varfanis]. Purthermore, the segregation
with precocions poberty in the precise mammer
predicied for this imprinted geme prrvides ad-
ditiona! stromg and ndependent evidence that
the MERNZ frameshift mortions identifiad 1=ad
o precocioas puberty in these Gmilies.

GENOTFPE- FHERDTYPE OOERELATION
In intzl, we identified 15 patients (2 female pa-
tents and 7 male patienis) with central preoo-
dmos poberty who carried motations in MEEN3I
that are pradicted to be loss-oFfinotion or dam-
aging mmtations. Each of thess patientx had clin-
ical and hormonal fesmres that are prpical of
prematnre activation of the reprodoctve xis, i
duding early pobertal signs, soch 2= breast devel-
apment or testion lar en largement and pobic hair,
advanced limear growth and bone age and el
vated hasal loteinizing hormone levels, slevated
Gn BH-sttmuo lated loteimizing hormone levels, or
both. The median age a the onsst of pobery in
the girs was 575 years, mngmg from 5.0t 6.5
years [Table 1). In boyswith mot=tions in MERS3,
the median age at the onset of poberty was E.1
years, Engmg from 5.9 o 85 pears (Table 1). The
precise time of onset of poberty was not clear in
two boys, ot clinical and 1abomatory assessment
confirmed the diagnosi=s of central precocioons
puberty. The proband in Family A and her broth-
er (Fatients [ and 1IFF in Fg- 1) have esotm-
piz, which is a minor diagnostic criterion for the
Prader-Willi syndrome *= The boy also has a =
nal cyst. Heither child has any other feamres of
the smdmme, nor do amy of the other affected

patients. Additional details are zvailable m the
Sopplementary Appendix.

HEERY mERA LEVELS IH THE MURIME ABCUATE
MECLEUT

The hypothalamic arcoate moclans is the site of
expression of several genes Imown to be impor-
tant for poberty, ndudmg Eied and Tacz ¥ Tg
aszems Mired mEHA levels n the arcoate noclens
of mice, we performed guantitative reabtme
PCR. (Fg. 5. In both male and female mice
Mirn? mEHA levels were highest on posimatal
days 10 and 12, began to dedine on day 15, and
reached 2 nadir by days 1E to 22 2t which tme
Mirn? expression was 10 o 3Fe of the lewls
dizterted at 10 days. The timimg of the decline m
Mirn? expression comrelated with the ages at
which aronate Kissf and Ta? expression have
bern chown to meresse hemlding the onset of
poberty** The expression of Mim3 remained
low themogh day 45, the oldest age at which the
mice were tested (Fig. 5]

DISCUSESION

How puberty s initizied is an snigma that still
n;:bﬂtlmmm!hlf-ufﬁem:mtﬂm:u
m mor understanding of the medhanizms -
vahed in reactivation :-fﬂ1-|:'|1:|r|;u:-ﬂ1=.'hmi'-:'-pitn-
rary—gonadal, or reprodoctive axis at poberdy
havwe bern osed on the chamactertzation of ge-
metic muotation s associated with reprodoctive dis-
orders in homans. The majority of the motations
tn date were idantiffed n patents with isolated
hypogonadatropic hypogonadism, a disorder that
s moch less common than central precocions
poberty. 2 Genomewide association stodiss
hazve identiffed moliple loci assocated with po-
bertal timing,* bot aside from [INZEE (@ hetero-
chronic regolator of davdopmental tmingl * it
has been diffimk to implicaie specific novel
genes within thess associzied lod. [espite no-
mens efforts to identfy genes asociated with
the prematore activation of poberty, muly o
rare mutations in candidate genes have been
hden tified in patients with central precocioos po-
berty.'** To por kmowledge, no strong evidenice
for additional cansal moiations has besn pre-
senind.

In oor analysiz of whole-=ome-ssguencng
data in 40 members of 15 Gmilies with cental
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mic srouis nuclous of male and femals mice xt the gges indicxbed
|rearrizer of doyn after birth)l and Mibrad mAMA wax quantified with the use of l-time poly memae-chain-resction
show the mlatie change in mENA lrads in fermalke mice and male mice, an compared with e
lovel oo portnstal duy 10 [ Hack ban], normal e e bevda of
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were mevneed by e of 0 one-wsy sy ofveroneewith 8 pord hos Tubey muk iple-

rikoezmal protein L1 mREMA. l.l-nl:im

precodous poberty, we identiffed a single gene,
MERNF, encoding the makorm RINC-finger
protein &, with vadanis predicted to be dester-
ous m 5 families. MERNZ is an mironless gene
located on chromosome 15q11.2, in the Prader-
Willi syndrome critical region.®® This pene is
maternally imprinted, and only the paternal al-
lHe is spressed ® The makorin protem family
is distinguished by a chamcteristic combination
af zmc-finger motifs; these proteins mdode twa
ar three copies of 2 C3H motif in the H-termi-
nal, follewed by @ novel Cys-His con figomation,
a CSHC4 RING zinc finger, and a final CEH
maoti £ CiH zmo-fmger motifs have besn impli-
cted m BWHA binding, whereas the RING zmic-
finger motif & foond m most E¥ ohigoitn 1-
ga=es and is respomsible for ohiguoitin-ligase
af the makorin protein family soggests that it
plys one or more vital roles in cells, with high
levels of evpression in the developng nersoos
sysiem * MKRNI, on the other hand is con-
served only in theran mammals, and its precise
fanction has not yet been determined ™

The deetion of chromosome 15311918,
which esncompasses MERN3, contribotes o the
Prader-Willi smdrome, bot it is not yet known
which specfic genes in this region are relaied to

the smdrome.** Analyees of balanoed translom-
tions in patients with the Prader-Willi syndrome
have implicated the SNURF-58RAY loos, which
is telomeric b0 MERNZ. One report described
I patienis with all the featores of the Prader-
Willi syndrome who did not have a deletion of
MERNI, suggesting that MERN? deletion is not
necessary in cmose the syndrome?®* This report
glzn described a patient with a paternal del=tion
of MERNZ MAGEZ, and NDN who had only 2
few featnres of the Prader-Willi smdromes: obe-

gity, developmenta]l delay, and a high pam
threshald. This patient aleo had signs of poberty

at the age of 7 years & months, with advanced
bone age. The patient receved a diagnosis of
ceniral precocions poberty, which was sopported
by her response o treatment with inpiorelm.®
Given oor data, the deletion of MKRNT is prob-
ably the canse of sarly puberty in this patient.®
It is oncertam whether the obesity, devel opmen-
tal delay, and high pain threshald in this patient
were attribotahle to the MKREN3 deletion. We have
detailed dinical and hormonal data from 12 of
the 15 persons with loss-offunotfon motations
MKENZ. In this series of 12 patients, ¥ had esotro-
pia. which is a mimor diagnostic oiterion for the
Prader-Willi syndrome.2* Other feamres of the
symdmme wene not reported. The esotropia can-
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mot be definitwely attriboted to MERNI deletion,
bezmse esotropia can be present in op to e of
the atihon. M

Three of the foor muotatons identiffed
MERN? In our series were frameshift mo@tions
resn lting in prematore sinp oodons, wheneas the
foorth, 2 miss=nse variant (pArg 355, & pre
dicted to interfere with protein fanctian (Fig. 2L
The argmine at position 365 is located m the
CIHCA RING domain responsible for the obig-
mitin. ligase actirity and is evolstionarly highly
consereed [Fig. J). Definitvwe confirmation that
this miszmse variant cmzes lom of fonocton
awaits the smilability of a fanctonal assay. A-
though the fmction of MEENS is not well on-
derstood, and the mechanism by which MEEN3
mutations resa ki in early activation of the central
reproductive axis are notyet kmown, oor genetic
data are sufficiantly compellmg and statistically
strong to imvokee 2 camsative mle for MEENS in
central precocions poberty.

The inheritance pattern in the affectsd fam-
lies is consistent with the expression of MEXENI
from the patemnally inherted alldle only. For
aample, Pattent [ in Family & inherited the
mutant MERNT allde from his modher; becanse
this allel= was silencesd, he did not haee the con-
tral precocions poberty phenotype. Patients [F1
mFmﬂru-E,[hndEm:wnm‘:ﬂr:qmp—
tomatic hetermeygons camriers of de eterions
MERNT muistons, bot snoe we were anable to
obiain relfabe pubertal histodes or DHA from
thefr parmix, the parentz] source of their oot
tions is mnlmown. (OFf the 15 patients with e
itral precocous poberty and MEENI muiations,
7 were male; this neardy aqoal sex distribotion
contrasts with the striking predomimance of
central precocious poberty in gids that has been
reporied previoosly.™ The similar mcdence of
central precocous poberty moassodation with
MERN? mutations i the two s=es in the aF
fected Gamilies is consstent with the aotosomal
pattemn. of mheritzmce. In omirast, m the W
families without motations in MERNZ, all aF
fectsd members wers female, an incidenoe that
is similar to that reported previoosl™ (Fig. 51
and Tahl= 51 in the Supplementary Appendix].
Ecreenimg for motations of MERNZ m sporadic
cases 0f central precocons poberty, which aF
fects: primarily gids, will add information aboot

HImEL | Win JEESE HEjMLCED

the role of this gene in pobertal tming. The
identification of motations in MKRNI in fami-
liex of diverse amcestry shows that the effects of
MFERNT mutations in central precocions poberty
are penerdl izable and are not restricted to 2 spe-
cific ethnic groop. & is possible that Families I
and E are distantly related; we have neither con-
firmed nor evcloded this possibil ity

MERHS i= assocated with protein whigui-
tination, in which a ubiguitin modety is attached
to a protein, thos Eggmg it for movement o the
proteasome, where it is degraded Ubiguitinz-
tion @n aleo be an mdicator for signal tramsdoc
tion, cellcple regulation, differsntfation and
morphogenssis, and other nonprotenlytic Gies.
The predse mechanism by which the delstion of
MERNT leads in the eady reactivation of pols-
tile GnRH seorefion remains to be elocdated.
We foond moreased levels of Mim3 mBEHA at
youmg agess in the arooate mock=s of male and
female mice, with a sirildng redoction i levels
immediately before poberty and low lavels
adnlthood (Frg. 5. The armate moclms s con-
sidered to ply @ key mole in paberty contral in
mice* and the pattem of Mim? mEHNA sxpres-
sion oorrelates with an inhibéitory =ffect on the
mitiation of poberty in these animals. These
data are in agreement with the identification of
a loss-oFfonction mmiation m pathents with cen-
tral precocions puberty, commobomating the view
that the motation has am inhibitory effect on the
gzcretion. of GnBH. The initizthon of poberty is
thooght to resnkt from a decrease in Gctors that
imhihit the redezse of GnEH combined with an
increzse m sttmuolatory Gctors. Stodies of hypo-
panadotropic hypogonadism have led to the
idmtification of genes enmdmg faciors that
have stimmlatory inpoti293 [n contrast, MEERS
szems i0 have an mhibitory role in homans.
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Debrie 8. Macedo,* Ana Fauls Abreu,* Ana Claudla 5 Rets, Ludana R. Montenagro,
Andrew Dauber, Da@re Beneduzd, Priscdlla Cuber, Letics F. G Shvelm, Milena G. Teles,
Rona 5. Caroll, Gl Guesta Junior, Guiharme Gueragna Alha, Toran Gucey,

o I P, Amhold, Margaset de Casio, Ayrion C. Monsim, Carcs Eduendo Martinell i,
Joed M. Hirschhom, Berenice: B. Mendonca, Vinkdus M. Brito, Sonir B Arvonin,
Ursula 8. Kaser,* and Ana Claudls Latronico®

Uridade de E dio Demarwchimenio & Labovaideio de Homidnie: o Gondibica
MokodaA iz, Dicpling de Endorinologia (DBM, AFA, LEM, DB, PO, LFGS, MGT,
IJPA BEM VHEB, ACLE I'II:EFI'I:I das Cinics: da Faoskdads de Medicing da Universdades de 530

Paulo, 530 Paulo, 5P, Brasd, 0540 3-900; Dopartamnto det Pusriculiura & Padiatria WO SR, MO,
AT kL, CE M, SAA) Faukdade de Medonag de Ribeirdo Fredo, da Unisrsidads de S0 Paulo,
Ribairdo Pisdo, 5F, Brail, 18040900 Division of Erﬂi:mrﬂiuml_ Diabarles, and Hypartansion APa,
RE.C, UE K} Brigham and Women's Hospital and Harvand Medical School and Dision of

E rr:l:ln'l'i-:-l-:-;g'. .0 ) WH] Boston Childrens Hl:q:lllﬂ. Boston, Mesachusats 07115, Frogram in
Mﬂﬂmﬁmmm@mbuu..m.m.um Mamachusets 2147

Unidade: de Endooinologla Fediatrica 6.6, GGF), Universidade de Campinas, 5P, Brasll, 13084-970;
ard Modical Faoulty Soopje (7 G0, 50 Divirija BA, 1000 Skopje, Macedonla

Comtart: Loss-of-fundion mautations in makorin ring finger 3 [BMERNF, an iImprinted gens lozted
on tha long arm of dwomosoma 15, have been recognitzed recently 25 3 @usa of familial cntral
precociows puberty (CPFI In humans. MERN T has a potential inhibHory effedt onGnRH seoration.

Dbjectivas: Tha ohjsdise of tha sudy wes to ImesSigarin potonial MFRN S sequanic varations = wall =
cofry numibar and mrathyiation sbnomralities of tha 1511 loos injpatients with apparently spoadic (PR
Sgtting and Farticipans: W shudled 215 urrelated children (207 girk and eight boys) from threa
unikvarsity media |l oanters with 2 diagnosis of CPP. All but o of these patients (213 @ses) reported
reo family history of premature semuz] development. First-degree miatkves of patiamts with den-
tifiad MERNI wariants wers induded for genetic anahysk.

M ain Duftcome Measures All 715 CPF pationts were soreaned for MERANT mutations by automatic
soquancing. Multiplar ligztion-dopandant proba amplifiaSonwas performed In 2 partially ovor-
lapping cohort of 52 paticnts.

Rasults:'% o identified fira nowel hateronegous mutations in MERMT In eight unrelated gids with
CFF. Four warg frame shift mefations predicted 1o encode truncated proteins and one was a
missensa mutaiion, whichwas suggested to be delateriows by In dlico anakes. All patients with
MEAN 3 mutations had dassical features of CFPwithia median age of orset 2t & years. Copry nusmiber
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amdotropin-dependent precodous puberty, ako

kenowen s central precocious puberty (CPP), s clin-
ically defined by the development of seopndary s=xmual
chamacteristios before age B yeam im girls and ¥ years in
hoys. CMP has a siriking, predomimance in girls. 1t resulis
from premature resctivation of the hypothalamic- pits-
itary-gonadal axis with pubertal levels of gomadoatropins
and comsequent gonadal stmulation (1, 2. Affected dhil-
dren hawe premahsre and progressive sexmal devel opment
psmociated with aoceleration in limear growth and ad-
vancemeent in bone age. Mo hypothalamic tumors or le-
sioms are detected in the great majority of CPP patients,
supgpesting a different umderlying mechan®m such as ge-
netic, epigenetic, andlor environmental factors (1, 3).

Despite efforts b establish a genetic canse for CPP only
rare genetic varianis had been demonsirated until recently
(4-E). Gene selection m previoes studies was based
maimnly on a candidate gene approach, induding genes in-
valved in physiological proceses regulating GnBEH secre-
thon im amimal studies a5 well as genes implicated in the
eticlogy of congenital molated hypogomdotropic hypo-
gonadism. To date, mutations associated with CFP have
been identified in only two genes, KI881 and KISSTE (4,
5. Wery recently, using whaole exome sequencing as a hy-
pothesis-free approach to identify genetic varants, we
wereable to identify loss-of-function mustations in 2 single
geme, MERNT, encoding the makorin ring finger protein
3,im § af 15 families with CPP (%), These findings suggest
theat MEHE N3 mustations may be 2 cause of familial CPPmn
hismans, establishing a clear genetic component o this

. 5iti

MEENT is an intronles gene located on chromosome:
15g11.2, imthe Prader Willi symdrome critical region. The
maternal allele of this gene & silemced, and omly the pa-
ternal alliele is expressed [ 110, which s consistent with the
jpatermal imherimnce patiern in famili=s with CPF due oo
MERNT defeots [#). The makonn ring finger 3 (MEREMNI]
[profein struchure suggests an association with probein
ubiquitination, et the precise mechanism by which its
inactivation leads to precocious puberty remains to be
ehscidated {11).

Cienomic imprinting is an epigenstic process that in-
valves DNA methylation to achieve monoallelic gene ex-
promsion withowt altering the genetic seguence {12). DNA
methylation wsually takes place on cytosine nucleotides
Incated within Cpls islands in the promoter seguences of
genes, resulimg in tramscripbional silencng. Imiprinded
gemes play an sticlogical mole in several hsman dveases,
such zs Prader Willi symdrome, Angelman syndrome, and
Reckwith-Wisdemann syndrome [13). To date, it is un-
known whether CPP could anse from the: loss of MER N
exprossion by the paternal allele due to o de movo deletion,

AIRNT Mutations in Caniral Feeoocious Pubardy

1 Cin Endocringl Watah, June 3014, BRECE1097-E1102

maternal umiparentzl disomy, or an imprinting, defect,
mechanisms recognized in the pathogenesis.of Prader Willi
syndrome | 14). In the present study, we imvestigated po-
tential MEENT sequence variatioms im 215 patients with
(PP as well as onpy numiber and methylation abmsormal-
itien of the 15g11 locus in a partially overlapping cohort
of 51 patients.

Patlents and Methods

In this sbedy, we analyred 315 comsemstive unrelated childrs
[207 girls amd eight boys) with idiopathic CPP from three -
fece=t medical cemters: Sa0 Faulo Lintversity (Brazly,
tar Paulo campus (%6 czses], and Ribelrao Preto campus (E7
o), Campisas elversty |fower cases); and Medical Faoslty
Shopie, Macedonia |23 cses). Whes available, familly members
af patients with MEEMI mutaticns were invited bo particpate
in the stedy. Fourtern relatives of fwe probasds agreesd to par-
'I:I-l:q:l::l:: iz the genetic asalyses. Mo family hisiory of presabee

was reported b 2173 comes, whereas two fe-
rrul:pltlml: first-degres redatives who were foesd o have
preoncious puberty.

PP was dizgnosed by clindral signs of pubertal development
hefore age & yeam in girk and 9 yeams in boys, puberial basal
amdior GeRH-stimulsted 1H bevels, advasced bone age (Greu-
hich and Pyle methiod), and mormal cestral nervoes systes mag-
netic resonance imaging (15-17). Fach medical center had i
awn proinonl that was approved by kocal ethios commitiess. Writ-
ten Informed consent was obtained from all pants ar their

warcdiams. Chnical and hormonal das from all patienis e
semmarieed In BitpVpresesdoorime orgfdois ol L0121
2013-3 1 2esuppl_fle]C-13-3126pdf Supplemental Appendix
Tahle 1.

Thesingle exonaf MER NI wassequencedimall 215 patients.
Far gene dosage and meshylation analysis, 40 patients foom this
cohart were randomly sehecivd, together with 12 childoes with

familial PP from the previou study i whom no MERNT mu-
izticns were {51 K551 and KTSSIR genes were pre-

wionsly sequenced in 206 of 215 patiests {565 | with CPP in this
cohort, and the [IN2EE gene wassequenced In 178 of 215 pa-
tiemts (B3} Only two muitoss jone In KIS5T a=d ome =
K551 B) were ldentsfied in the patients with sporadsc and famil-
12l CIPF im the previous studies [4--£).

Hormiones assays

serum LH, F5H, T, and esiradicd comcentrasions wese mes-
wured by Immunofisor ometric amay (IFW A} and iImmunochemi-
luminometric sy (1CMA). The interamay meffidest of vari-
ation was 5% or lem for all ssays For the aoste GnRH
stimulagion iesi, serum LH ad FSH were measured af — 15, @,
1%, 30, 45, and 60 misetes after iv sdsisisiraiion of 100 g
GaRH. Basal LH greager than 0.6 WAL {TFMA) or greater tham
0.15 LWL {DCMA] were comsdered ox pubertzl levels for both
sexes, amd 3 GalH-stimulated 1H peak greater than 6.5 100 for
gils amd greater than 9.6 LWL for boys (IFM A} or greater tham 5.0
L. for both sexss [BEMA) were comsidered 25 o pubertall re-
spomse (15, 16). Basal sstradiol bevels higher thas 21 pg/mL. aed
hasal T k=vels Bsgher than 19 ngtd]. were comstdered as pabermal.
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PCR ampifiation and ssquencng of MEKRN3
Gienomic DA was solazed foom eral bl |muko-
cyies from all patients using procedurss. The entire
mding region of MERNT (GemBask scoession  number
MC_D0D01 5.5 was asplified by PCR followed by aubomatic
sequendng of the products usisg the Sasger method (see Sup-
plemental Table ¥ for more details). Two databases (1000 CGe-
nomes and WHILB EVS) were wsed inexcludes all oomman vari-
ams (minoe aliele fregemcy =1%] (18, 19). Com ticnzl
algorithms (PolyFhen, SIFT, Fanther, amd Hmﬂmﬁlm
used i predict the pathogesicity of the mésense variants (20).

Methylatio n-:pl:i:'l"l: r-.I'I:lﬂu higation-depend=mnt

Methylatiom-specific i ligattica-dependen

L

lrrq:li:ﬁlﬂ:llm |5.|'l.|r;|l. m:li}'l.lgt:-q:n:lfk MILFPA Kit M ﬁ
MEC Holland) was wsed to detect poteafial copy mumber
changes o well a8 to analyre OpG island metiylation of deoe
mosame 1511 in a se=iquantimiive manner. The Asgeimasyd
Frader 'Wilh syndrome locusat 15g11-13 contaies ai least eight
imprinird genes, incheding the MEE NI prae, which are regu-
Izted by 2 bipartie tsprintisg center asmodated with the small
nudear ribanudecproten M (EMRPN} geme [21)
The MLFA mommercial assay inchedes 32 probes for nudentide
sequences i or near de Frader Wil syndrome critical region of
chromasome 15411, including a MEEMN] 172
in exon H.Tlﬂepcbui?remlﬂthrmmﬁmﬂ
duplications of ome or more sequencesof the 1511 region in e
DMA samples. Five of these probes are spectfic for nied
sequences, four for .'.'H.'I.Ph'mpd.-:l: fior the neodis IH'D-.IHT#.
and contzin one recognition site each fior the metiylation-sen-
sitive nestriction enmyme Hial. on with Hial afier
brld:l:u.uun-:d'll'ltl:lm_|:h these probe, follomed
PR a=mplification, was ssad bo trst fior the presence of aberrant
metEylation patierss in the 15q11 loous, caused by etther uni-

[Emadogoumak ey BV

parentzl disoeyar by imprinting defects, s previmesdydescribed
{13} j=ee Supplemenial Appendix for additional details)

Statistical anahyses

taatistical amd compuiational analyses were performed
the sofiware Sgmas@il.s. To comypare dinicl aad hormosa
data between patients with and without ME & N3 mutstions, the
Eonparametric Mass-Whitney L test was used. Statistical sig-
efficimce was =t 2t P <2 05

Results

DOMA sequendmg

dutomatic sequencing, of MEENT in 215 patients with
related girls, imclsdng four inded vanand (ie, insertons ar
deletinns] and ome missenss variant (Tablke 1 and Supplemeantal
Appemdix Figure 1. These five variants were absent i ownda-
thases (1000 Genomes and NHILES EVE]. All inde] varizms
ipPolelamps® 10, pPmlélAms®ls, pinIlsThode's,
poCe? S50 Tyt 35) were Incated i the N-terminal region of
the MERNS protein. The misserse mutation (p Phed 171k lo-
cated within a zinc finger, was predicted o be deleterious
by four different fa silico prediciion programs (Mstation
Tamter, PalyFhen-2, 5IFT, and Panther]. The remaining
patienis did not bave any detectable rare coding varniants
{mincr allele freguency = 1% in MEENZ.

Jinical features of (FP patients with MXEAI
defects

Patients with CPP dise tor ME RNI mutations had typ-
ical chinical and karmeonal features of premature aotiva-

Table 1. Chinical and Hormianal Features of Eight Gidls With CFF Amcoated With MERN S Mutations
Nkl Diagpromi
initial Clinil Bresani  Pubic Huir FSH. Mrizdon Tariky Menben
Fotlsrt s ndestation Ags  Termsr Tanner Bl BA, Absr EX. cOi: mmad wiith BaRAD
Humber  laga. g ¥ Smge  Isge =y Banal GoFSl Baml pyiml  Proism ehraions?
1 Thedarche and Th ] & o4 1M na (7] ] 1% [ Fr b anc uaier 130y
putmrhe 41 P Ayl
r] Thelarcha 5.4 El 3 1 01 EE 113 5 b co S Yrw Tather e nxke: Mgl
PP Ak e
3 Thelarcha 6 0 I & k| I m 14 1] 1] o S Yrw i,
PP Ak e
4 Theledhe il ard E7 3 1 1% EE 18 [ T [#1] [ rE e
putmrhe o PP 1 Al 02
] Thadarches H. 0 A & 3 13 1F &l &7 B3 BT GhGmh L1
p GinzaThis
& Thedarches and A 3 3 14 TE 18 4.8 m T TE el E
rehw (BT -
7 ﬂ-l-:l-th A i3 1 0l EE 23 15 4.4 o fw fabwe
PP
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tion of the reproductive axis, incleding early pubertal
signs, mach as breast and pubic hair development, aocd-
erated limear growth, advanced bone age, and elevated
basal andlor GnEH-stimulated LH levels {Table 1 and
Supplemental Data). Patient & had mild nonspecific sym-
dromic feaxtures, siuch as high-arched palate, dental ab-
nommalities, climodactyly, and hyperlordosis.

The age of puberial onset in these girls ranged from 3.0
o &.4 years {mean 5.3 y and median &0 y). Simulameous
development of breasts and pubic hair, as the mitial clin-
ical manifestations, were observed i four of sight pa-
senied omly with thelarche. Bone age was advanced m all
cases. Median basal and GnBEH-stimulated LH levels were
1.7 WL {ranging, from 0.3 to &.1 WL} and 14.3 WL {rang-
ing from 7.5 to 2.5 W), respectivedy. All affected girls
were treated with GnRH aralogs for a mean pericd of 3.4
years. Satisfactory climcal amd hormenal control was ob-
tained in six of aght patients, who had menarche at an
appropriate age, and they reacsed 2 mear predicted final
height. The two other patients were nomcomppliant with
treatment (Supplemental Data). Except for the signifi-
cantly [F = .1&) higher levels of basal FSH im patients
with MKR NI murtations {median 4.9, mnging from 4.4 to
10} compared with those without MEENT martations
imedian 3.6, ranging from 1.0 o 98], no other dinical or
hormonal differences were identified  betwesn these

MAERNT Muations in Caniral Pesoociows Puborly

1 Chin Endocringl katsb, June 3014, FRECE10ET-E1102

Familial segregation analysis

iGenmetic analysis was camied out in 14 first-degres rel-
atives of five of eight children with MEKRENI mutations
[Figure 1 and Table 1 ). Among these five families, genomic
DMA fromall parents (1 Dindividuals], three siblimgs (fam-
ilies 1, 2, and 4}, and one san (family 7] was available for
MEREN3 analysis. Family members of patients 3, 5, and &
wene nit acoessible for genetic shudies. Exoept for the older
sister of patient 1 and the father and patemal aunt of
patient B, who had histories of premature sexual devel-
opment, indicating familial CPP, all other relatives studied
reported normal omset of pubental development. Segrega-
tion analysis demonstrated that the mutant allele was pa-
termally inherited in all five families because the fathers
werne carriers of the same mustation as their affected daugh-
ters, whereas the mothers were wild type for MKRMNI
(Figure 1). Patient I has a younger sister (aged 4 ¥) who
carries the same mutation (p.Pro 161 Argfs* 16} but hasnot
yet shown signs of puberty.

ene dosage and methylation analysis of the
15g11-13 lo-us

Mo abnormalities in gene copy mumber or methylaton
pattern were detected by methylation-specific MLPA in
the chromemsome 15g11 loas in any of the 51 patients
studied |Supplemental Appendix Figere 2 and data not

groups (Supplemental Appendix Table I). shaown].
Patiertt 1 Famiy Patiert 2 Famiy Fatiant 4 Family
. B0 . B0 L B—10
1 ] F 1 1
A T T r.p,,-,““_..p.-.l- T o B WT I
S S S S |
1 =T =T 2 | -~ "
pPreAl gl T g Pyl RSl IOAT pPaidigh' WT Ol AL AT [ P p——
Patient ¥ Family Patianl & Family

~F
WTAT o Facr il | el 187 AT
Ounsfeced Wl Afecied E Unafeced [Munkewown  * Unkngen
NOr=C AT CETIET phenciype  genotyps

L Fedigees of tha pabants with MERAD mulation. Squeres indicia maia family

mamibar, e femaks members, biack

m!nrfamnmtrrl-frrmm syTioGts Wi Dlact 47T Lnaflpctod Carmers, and Questicn Mart LEnowT Phandeyps. *, Lnknown ganahps:

Anmwn, 1 probsand in aach family. Tha MERAG ars showm for |
fype Families | and £ ar ypical familial CPP G Fatent 1.2 tom tamily

memiers whins Db wes vatable 1o genatic siudkes W, wiid-
2 (4 y 0id] hzs not yet showwn sigrs of pubarty.



Macedo et al. J Clin Endocrinol Metab. 2014;99:E1097-103.

dot- 10012108 H113-3 106

Discussion

The estimated mcidence of (PP i Amerncan girls is
1500110 000 { 3] Among Danish girls, the prevalence
of precocicus puberty was 1500, hased on mational reg-
istries over @ S.year period (22). Precocioms puberty can
result in short stxture and paychiological and behavioral
disorders inuntreated patients (1 ). Accumulating evidence
ssggests an amociation between early timing of puberty
amd adverse heakth cancoomes im later hife {213). Fardy age at
menarche has been assooated with imcrezsed risk of obe-
sity, hypertemsion, type I diabetes, ischemic heart disease
and stroke, cancer, and cardivvasoular mortality (24 -2 7).

In the present stsdy, we idemtified five novel MERNT
defects, mduding four frame shift mutations and cne mis-
sense yariant, ineght unrdated patients with idiopathic
CPP (Table 1 and Sepplemental Appendix Figure 1]. Nio-
tably, frame shift murtations are generally loss-of-functbon
mutztions. However, they could poentially affect regu-
lapory regions, pramading overexpression of having other
comsequendes.  Therefore, definitive confirmation that
these indels and the missense varant casse loss of function
awaitsthe availability of a MERN ¥ functional assay. Mey-
ertheless, the absence of the missense variant in dats hases
susch as 1{HH) Genomes and WHILE] EVE, and the in silico
predictions of a deleterious effect on proten function sug-
gt that this variant is related to the patient's phemotype.
The wentification of these novel variamts m MERNT
sirengthens previoes evidenoe that mutztions o this gene
are limked to CFP (3).

Two indel mutations of MKRNT, p.ProlélArgs*10
and pFProl&] Arpfs® 15 described in the current study, re-
curred im apparently unrelated girls with CPP, patients 1
amd 4 and patients 2, 3, and B, respectively, seggesting a
mutational hot spot codon (Table 1) Interestingly, these
mutztions affect o poly-C region of MEENE, a potential
by permustable site.

Combining the previows (familial CPP) and current pa-
tiemrts with MK B M3 defects, the mean age of puberty onset
was k.0 years in both sexes [#). The youngest case (patient
4] was a }-year-old girl with Tanmer stage 5 breast devel-
opmentand advanced boneage. This mean age of pubertal
onset contrasts with those reported in the two patients
with activating mustations invalving the kiss peptin system,
whi started pubertal development in the first year of life
(4, 5). Mo differemce was observed in the median age of
pubertal ommet between patiemits with and  without
MEREN? mutations: &.0 years [range 3.0-£.4 y) vs &.0
years (mamge 0L1-2.0 yl, respectively (P = 44} {Sepple-
menial Appendix Table 2. Given the median age of pu-
bartal onsst of affected children with MEEMNT mutations,

[emendommai oy ETR0

GnB H secretion apparently tnok place nommally but was
lost premarturely. This climical ohservation supgests that
MERN3S is not crucial for GrlH suppresion after the
plays a redevant rode for the reemergence of GnRH pulses
in the puberia] phase. Interestingly, down-regulation of
Mirm? was recently demonstrated in the arcuate nucleus
af mice priar oo the onset of puberty (9],

The basal and GnEH-stimulted LH levels as well s
the LH to F5H peak ratio are the major hormonal param-
eters for the dizgnosis of activation of reproductive axisin
with MEKENT mutations had significantly higher basal
F5H levels than patents with out mustations ( Supplemental
Appendix Table T). Although statistcally significant, this
resuht must be interpreted with caution because it is hased
an 2 small number of MEEMNT mutation carriers. There is
no defimitve explanation for this difference at this time.
However, it & possible that MERN3 could play distinc
rale in the release of the two pituitary gonadotropins, LH
and F5H.

All patients with MEENT mutations had typical clin-
ical features of pubertal development and hormonal pro-
axis activation. In comtrast to the mear equal distribution
af hoys and girls with familial CPP dise to MEKENT loss-
af-fumction murtaticos, MERNT mutabtions were idents-
fied only i girls in the current shady (%], Thas fimdimg may
e explained by the smaller propomtion of boys in the pres-
ent oohart {one male and 26 females) compared with the
previous shedy [one male and five females) |90 Howeyer,
the exact reason for this sexual dimorphism & not well
understood (28-30].

Familia] segregation analysis was comducted in five of
cight patients with MKRNI abmormalities and patermal
mheritance was shown in alll five, mdicating that the fa-
milia]l mahere af CPP is likely underrecognized. Wotably,
most children with CFF present for medical consuliation
accompanied by their mothers and the patemal family
history is often nknown. Another Emitation to the de-
tection of familial cxse is i debermiming, the precse onset
af puberty m boys amd n their fathers because testioalar
enlargement is not 28 obviows 23 bresst development amd
menarche in girls {31 ). Another point to consider isthe age
af the proband’s siblings at the first medical visit. Becausse
the mediam age of pubertal cnset in patients with MERENT
mutations 8 & year, it is imporant to follow wp the
younger siblimgs of partients with MER N3 muetations care-
fully, such as the youngest, currently asympiomatic sister
af patient X, who harbom a p.Prol 61 4mgfs* 1 & mutation
af MERN3 o detect signs of precociows puberty and to
implement treximent a5 early @ possible.
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Interestingly, genes locaied omn the long arm of dhro-
mosome 15 have hean imvolved im heman pubertal devel-
apment based on clmical and genetic sudies (32-34) It is
wll known that patiemts with Prader Willi syndrome typ-
icallly hawe inoomplete sexual development, but, paradox-
icallly, some begin to exthibit signs of puberty much eariier
than expected [35]. Mo major sigrs of Prader Willh sym-
drome were detected inany patient with CPPin the present
shady. The incdence of CFF in Prader Willi syndrome is
mot entirely clear, but it s evident that mormal omset and
progression of puberty is frequently dsrupted. To date,
few cases (14 patients| of children with Prader Willli syn-
drome and preoncious puberty have been reported [35).
Here we hypothesized that deletions and imprinting ab-
mommalities of chromasome 15 could be implicated i the
pathogenesis of CPP in those parbents without identified
MERMNT martations. Therefore, gene domage and the [DNA
methylation pattern of the chromosome 15g locus were
analyzred im 5I patients without MERN3 mustations.
Hewever, no interstitial deletion or methiylation abnor-
malities were identified in these analyses. Due to the m-
itatioms of the techmiquee performed | only five probes were
available to detect aberrant methylation patterns) and be-
cause the mechansms by which imprinting and expression
of patermal genes within the Prader Willi syndrome do-
maimn, such as MEKERN3 and necdin, are regulated by the
Prader Willi syndrome-imprinting center are wnclear [(21],
we annot rule out defects bomted outside the et se-
quences af the methylation-specific MLPA probes.

To date, MERMNI defects represent the most fregquent
lenorwn genetic case of familial CPP. We have demonstrated
nievel MEENT mutations in children with and without a
family hisory of CPP, supporting a role of MEKRM3 in the
tern of MK RN, the CPP phenotypecan be inherited froman
apparently asympinmatic Grher, hiphlighting, the mmpor-
tance of obaining o de@iled family hisiory, sspecally from
thee paternal side, in children with apparently idiopathic CPP.
MERN? gene analysimay providean additonal tool forthe
dizgnnsis of farmilial CPP, allowing, early dizgnosis and ad-
equate treximent of children with CPP.
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Avancos na efiologia, no
diagnéstico e no fratamento da
puberdade precoce central

Advonces fn fhe efiology. dlognosis and
fremment of ceniral precocious puberry

Delonia B. Maoado, Priscilla Cukiar, Barenice B Mendonoa,
#Ana Clowdia Lafrorsoct, Viniomws Mohime Brilo!

RESLMD

O infoio da puberdade caracienza-so pelo aemenio da amplEude & frequéncia dos pulsos do homd-
nix secrgior da gonadotrofinas {GnRH) apds um perode da elaiva supressdo homonal duranie a
iniSncia. A resmerginia da seorecdo pulsdtil do GrFH resulta am aumanis na seonecdo de gonado-
trofnas, horméaio kisintanio {LHy a folioule astimulanta [FSH], pala ipddse anienor @ consequento
arvacio gonadal & givagas prematura do sixe hipotiamo-hiptdse-gonadal resulta om peberdade

precocs dapandenie di gonadoirodnas, ambém conhecida como puberdada precoog oaniral (FRT),
B 55 caradienza pale dassrvoivimenio dos caracieras savuEls saoundinos anies dos B anos nas

manins o 9 anos nos menings. O inido 4o dasemenivimenio pubaral roviém da inferagdo comple-
Ka 04 Talores garsstiors, meincionais, ambieniais o socigoondmioos. O diagndstion dinion da FPC
bassda-50 @im Feconfedmenio de dessnvobimenio puberal progressye, concemrapdes plbans do
LH am condigdo basal afou apds estimio com GnRH & avango de dade dss0a. A ressoninola mag-
natica da encélalo 4 001 no esabeledmants de dagniston dferendal mira a3 formas orgenics ou
idopaiica. O mnalogos da GnARH da agdo prolongada reprassmiam o tratamanio o ascolha da FPC
0 componenis gendédoo da FRC 1ol receniemenls fonaieoido pela evidénola da mutagiss no gene
MERN3, locailrado no brags longo do cromossemo 15, am criangas oom PPC familial. Nessa revisdo,
dados dinkos eisrapiubons dai PPC srdo amplaments disoutidos, visands J sbsaliracio o & condota
crilenoss dessa condicdo dinica de granda Felevancia na endocrinoiogia pedirinca. A Sms Erdariml
Wish, PILSER 0BT

Desriioras
Paftoriack aars (ke hemaroTas; MUl gendtes. g ines; asiogs o G-

ABSTRACT

The onsot of puberty is first dotedied 25 an INCTLass in the amplBuds and Fequancy of puises of

hormens {GaRH) ator 3 quisscent pariod during chilthood. Tha reamergan.-
to of puisatle GnH secration kads 1D inCraases in tha secration of tha gonadoiropins, Iuininng
hormona iLH], and follicke-ssmulaing hormona [FEH] by S platary gland, and the consequant
acivation of gonadal funcion. Earty activaion of o hypothalamic-pitufiang-gonadal axis resuls in
gonadotropin-dopendsnt prococious pubarty, isn known as central pracocious pubsrty [CPF), which
is ciinically dosinad by tha devalopmant of secondary ssiosal charsciorishes bolon o age of B yoars
in girls and % yaars in boys. Pubartal timing is influonced by comgiss: iMeractions among genstic,
nuirtional, covironmantal, and socioaconomic factors. CPF is diagnossd on the bass of dincal sgrs
of progressiva pubarial davelopment Botora Mo 2ga of £ yuars in girks and 9 years in boys, pubsrtal
hasal andior GNAH-stimulated LH levals, and advanced bond ago. Magratic rescnance imaging of
tha central noryDus systam is assential for sstzbiishing Sa CPF form as organic or idopathic. Depot
GRRH-analoguas roprasent tha Airst-ling of Borapy In CFF Vary recontty, fio gonelc mmponant of
CPF was damonsiratod by tha avidanoo Mat tha dosiciency of the MKANS gens, locatnd o long arm
of chromosoms 15, causes tamilal CFF in hamare. in this corrent roview, cinical and Sorapeutic
aspects of ho CFF will bo discussod, contribting tn adequaty diagnosis and critoricus aperoach of
this reiovant condition of pediatric cndocrinology. A Ers Encotal Molsh. 20%4 537y 10817
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INTRODUGAD

berdade € a mansigin mure infinda ¢ fasc adolo,

caracrizada por mma s de aloomgites endicn-
nas © psicoldgicas, ¢ goc resolm om mamnglo ssooal
€ desenvobvimemno da opacidade eprodomiva {(1.2).
Encre a5 modificagies obseradas messe poriodn, dies-
EGEM-SE O FpAredmonn dos GO SErnEs Socin-
démns, 2 prodogio dos gamoes madores © o oo do
crescimenao Bnaar

Mo pedodo pis-raml, oma significama soonecio
do homminio libemdor das gomadomofinas ((anRH)
de cmigem hipoalimica € ovidendada, segmda de wma
fame de rchiva goicscéncia hoemonal acé o inicie da
pubordade em hemanos. A rarnvacio da soorecio pol-
sl do GrltH com consequence amacio do oo hipo-
dilimn- hipdifise-gonadal marc o micio da poberdade
(230 Us poloe de GnBH esomolim a prodogio da
prmadomafinas, hormdmio: lordneanoe {(LH ) e kormid-
nio filicnlo-esimnolance (FSH), pola hipsfise ancorior,
e, por 2@ vez, prsmovem 2 prodocio dos gamones
maduros ¢ a sineese dos eseroades soomis pela ghna-
da= | remnseroma pelis ofloks de Leydig resocnlanes €
caradial pelos folicales ovariance).

(3= mocanismaos envolvidos na saprossio relacva da
scorogde de {anRH dommrz 2 mfinca, menoda pdo
predominio de fuones indbicdoos, © 3 mbsoqooe ag-
vagio poberal ainda mio Sio walmem: compreends-
dox. Esmdos cxperimenns ¢ clinicns das décadas de
195D ¢ 1990 wWonoficaram vimaos nonroransmissores ©
ncorpmodol adores onvohiados no comrole da secrecin
de GnRH. Acdo gama-amanobadnicn (GABA), nenro-
popdiden Y ([ MPY), opsoides endfgenos, f-endorfinas,
hormitnie [ibaedor de comicomofing (CEH) & mela-
roning =50 o5 Principli noorooEnEmisans mibictoos,
onquaner ghcina, glommar, morcpmndtma, dopama-
na, prosaghndinas, soroconina, facees de oescimen-
w0 dorivados da glia, @ como facor rensdormador de
crescimenan { TGF-a) e faor de arescmemo epsdormal
[BGF}), quoe s3o primarnamenne excimoioios | L4}

(¥ micio da puberdade decome de mm mocansme
ceneral, marado pdo anmenoo de esdmulos ooomrs-
mas ¢ concomaanne rodeglo dos aforences mibindnics
sabre a sceregio pulsdnil de GritH hipomlimico, soedo
cwomades sexnas (2-5). Alam dos modoladones neo-
rongis, divorsos famres enddgence, ambionmis, Gnicos,
MINCKIONEE € EENSNCnS Mpmagam para deronminar o
inico predso da poberdade.

#eg Ben Enclocnnal Masice, 30042372

freeey ro pusedorie peassnee cenel

PUBERDADE PRECGDCE
Classicamaniez, a puberdade precoce € defimida como o
desenvolvimemio de caroers soomis samdinos an-
s dos & amas e meninas © 9 anos nos meninaos (G-8).
Mo en@nm, o limies cronoldgico do mido da pobenda-
de tom sido ohjom de inconsa disoossdn, mma vox quoe
nm csndo americano oom 17 mil meninas demonsmon
que 17 3% das meninas afto-amencms © 6,7% das me-
Mings Canasanas aprescmaram inico da pobordade acs
7 amas de sdade, sngerindo nm ajue na méda de sdade
de micio da poberdade (9). A mmara ames dos ¥ ancs
de precocidade sexnal.

A poberdade precoce pode poormer como resahzdo
da sooregio de cworoides sconak, mdepondencomonie
da arvagdp do dxo gomadomdfico (poberdade preonce
mdopendeme de gonadoarofinas on puberdade precoce
poiférica) oo, mais comomeme, por nma. aivagio pre-
manra do civo hipowdlamo-hipdhise-gonadal, de fior-
ma semelhanee a0 dewenvolvimenco: fisoldgioo, porém
em idade croneligica madogmada (pubordade preonoe
depondenee de gomadooofines oo poberdade preonoe
conmal - PPC)

Ma PPC, o8 carscoores soxumis secunddmos sIo con-
cordames com o swo do pademe (isnssemml). An
conmdno, 3 pobardade precoce periférica pode lovar
ao padrio Erewynal oo hoorossexnal (feminizacio de
menimos oo vinkagso de meninas |, além da progressn
dmsardonada dos curacoores sernae secnmd dnice, poden-
do a menarca sera pramora manifescagin. Em ambas ax
foamas de pubordade precoce, B0 oo heromsronal, o
escoroades semmais derominam acclergio da veloodade
de crecmencn £ da mammacde esqoelévica, oolminasdn
com 3 fus3o promanera das cpifiees Gssc2s £ comprsmec-
nmono da esmmmn final. A aalisgio laborsomal € il
no dizgnderico dforencial das formas de precocdade
mexnal.

ETIOLOGIA DA PUBERDADE PRECOGE CENTRAL
A PP € oma condiglo ram, com madinda csomada
de 1:5.0060 a 1=1000060, mais frequenie ne scxo foma-
mina, om oma proporgae de 3-23 meninas: 1 menano 3
(E.10). As principais criclogizs da PPC estio desorics 2
na mhdla 1. & forma idopinc ropresoniE 2 maiona dios
casos de PP om moninas (90% dos casos) (8, 107,
Divorms ovidindas apon@mm pam oma -I'I:ﬁlilﬁ'i.'l.l.!
da grméica no inicio da poberdade: idade semelhane §
da mecmarce encre mdcs ¢ filkas, coare miembres de om

]
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drrgma o pad

mesmo gropo Smico € maior concordinoa cromaligg-
comparados wos doigdocos (3,6). Uma andlise de 156
pacionoes com PP idiopdica sdonoficon mma prova-
lncia de 27,5% de casos familiares, oo scj, mais dc
um memben acomenido na mesma familia, sogorndo a
rdevincia dos farores genémons na pargénese da PP
A andlwe de segregacio nesas familias sogenm goe a
FPL apresema modo de hemng aneosstmica domi-
nampr com pononincia moomplen, syo-depondence
[11). Prexoricemence, goar esmedos independenaes de
assnciacdo do gonoma (GWAS) idenaificaram daois e

Tabeta 1. Fiokgia i pubsriade prcoce ekl (R0

it

Crargms ordice

ularfics ivadoRs nE panas AOEEAR E AESEY
uiarios maivcdoes m g MAAR

Corm amormaiidsda o SHC

HereroTs tposini

s i, epandinons, glaTa et
Hipaistanicn, o o o6 L, o,

dsemino

Msdamscies CT Suprasis, 350 ARTO, dipksE

Do adqurides: nlamfies 2 proegse: Imismestso no SN (sEroon,
TRngE. maolalls. SeTodneg, uberrakors), radiscic oo THC
QuiTimorns, F0E parinEl, IEUTE Swncareadicn

IHC e v ol
assnc@dos com a variaglo ma idade da monarca: dg2 1
[inchoindo o gene LIN288) e 9q31.2 (12-15)
DHversce genes envodvidos ma modolicio da secre-
w30 de GnBRH (GARRAL NFT-TIR, TACE, TAC3R,
KISS1, KISSIR, LINZER, EAPI, TTFI), nosropopd-
dens e fares merabdlicos (loprina) foram, nos Glomos
dex ance, esmodados como posshveis candidaros envold-
§ vidos no inicio da puberdade (16-20). Ao concriric
i do hapogonadismo hipogonadoerdficn, apenas algnns
!nmdtﬁd.mmln:lﬁmﬁ:nmid.mﬁﬁndmmpﬂ-
§ cienees com PPC, principalmense relacionadas a0 sis-
s rema KISS1 /KISSTR (16,17) Uma momgde sradon
1 (p-BF3B&F) om hocrozigoss, no gene goc codifia o
# recepior da kisspepaing | KISSIR), foi descri em nma

menina adomda com dagedsico de FIC idiopicca acs
7 amos ¢ onrras doas momptes no gene da kisspepona
{KIS5T). Monhoma aloengio groénc assodada foroe-
menee 20 fonddpo de PPC foi onconorada em mme nié-
mem grande de pacicnaes obscrvadaos, indicando quoe
muag s isoladas nos gones KI5E] ¢ KISFIR &0 caw-
g2z raras de PPC [ 16,17)

Mai recencomene, Abren € ools. (21 ) idoydficaram
mumac s inaivadons no gene MR NI (makonn nimg
[fimper 3] em cinco das 15 familias com PPC, esmdadas
por squenciamonrn cxfmacn global. O gene MERN3
esci localivado no brago longo do cromossoma 15, em
oma regilo de imprimning relacionada 3 dndrome de
Prador-Willh (21 }. () esmodo de scgregacso desms fams-
Eas demonsmmon oma hemnga aneossfimica dominanoe
de mansmesSo paroma (apoms o aldo paremo £ ex-
prosso, oma vez qoe o dldlo maermo € silondado (21
{0 produce do gone MEHRNT panicipa da degradagao
de proccinas por proceso de obiquitinacde, mas o me-
canismo cxao pdo qual sz inaivacdo keva 2o indcio da
puberdade ainda nZo € conhemido (12).

Ap conmédno do s feminino, aprorvimedamone
75% dos menmnos com PPC apresomam nma. cans ar-
ginica, sendo goe o hamarooma hipo@limico (HH) €
2 cansa orginica mais comam cm ambos os senos | 3,6)
composas por mass hoorodpica de weddo hipomli-
mica, leclizada na base do ordmic, no assoalho do [0
venoriculo, primimo 20 meler dnéroo oo acs oocpos
mamilares (23}, OQnando simmomédnicns, a5 HH osram
com PPC em 80% doe casns, goralmence de inico an-
s dos 3 amos de idade ¢ mais assooada 205 hamar-
mimas pari-hipo@limicas on pedsnoolados, quanco
as foemas incra-hipomlimicas ¢ séssc maiones qoe 10
MM FPresenEm mains reco de manifesmgtes noarold-
gicas [opilopsm gelénica, crises focais on generalizadas,
dispirhice cognitves © compormmenoi) (23, 24 O
mecamisma pelr qoal cs hamarcomas kevam 2 PPC ndp
€ momlmenie esclareddn. Algames hipbeeses inclocm a
prosenia de noortnsos secrecones de GnBH mo recdo
do HH pe a produogio incrinseca do fuor de crescimen:-
o de mansiormacio-a (TGF-a), goc s3n esimolado-
res da seereclion de GnBH, demonsrrados om esmdos
(24).

Owra cams impormane de FPC € 3 ooposacion aos
desreguladores middcrmes. (s doeregolad ones end o
nos S3n suberdncizs cudgonas com aglo csroginica oo
amiandroginica, presenoes em pliscicos, sobvemaes, pes-
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ocidas ([T, cosméncos, poluomaes indosmiais, goc
incorgom com: 2 sinalimgde de homminsos eseroades,
canmndn cfeiros adversos sobre 2 fisiologia noaroondé-
rina [23).

DIAGNOSTICO CLINKGO DA PUBERDADE PRECOCE
CEMTRAL
A PPC € sompre momexnal, manifesmndo-se imacial-
mence pele desnvobvimenoo da mamas no scio fome-
nino € 0 aumencey do volume esicolar ne sexo mas-
culfme. & idade de aparecmonmo dos @ceres serna
scoandinos © 2@ velocddade de progresso dovem sor
quesnonadas na hisoina dinia dos pacionees com de-
servobvimomin sernal promamrn. Oorms qoesoios im-
pemanoes indoom 2 presenga de casos somclhames na
familia, idade de memarc oo desmvohamenco poberal
princpalmonee aqodes concendo esteroides, hiwbria de
IRIMTE EniEn, nfecpics © omres lesios om Sscoma
nervose conmal, presn@. de cofaloa, altorghes visnams
€ omalsiirs

(3 exame fisico goral deve =r doelhado, inclindo
caracorisncas fadass (oleosidade da pole, aone, presen-
@ dc comedies ¢ cxigmas sindrimicns), presenca de
odor ¢ poos arilares, palpecio de dreoide, palpacie
abdominal, descnvolvimenio muescolar, exame amro-
pomérnca (poo € alma}, cilole da idade csamml ©
do deswio-padrio da almr om rdagiio & idade conold-
gica, nofvando @bclas apropradas. Os cracones sc-
s sooundinios (mamas © pelos pubianos] dovemn sor
dasdficados =gundo os crivérios de Marshall € Tanner
[26,27). Volwme cesdoalar = 4 mil. oo maior didmero
» 2.5 am € considerado pdbeare. Os polos pobancs Sio
decommences da adremarca (ammence da seorecln dos an-
drigenos adrenais - DHEA ¢ DHEAS). No on@noo,
oM meninas, 2 presonga de poos pobianos na anséncia
de wlarca (pubarc precoce isplada) exige diagnisico
difierencial enere a forma idiopdica da pobarca prococc
€ a5 doengas envolvendo a glindul sprmoml (ddo-
oS enzimdoicos de sinpese © proccssos neoplioos) oo
ponadais, bom como 2 exposiclo 2 and rigenns exdge-
nce

Mo =0 mascolino, o amanhe cesaoslar pode ao-
mfar no diagnisico da canm de poberdade na PRC,
o voliame nestenlar € anmenmadn, assm comao ma -
berdade mommal. Ma pubordade precoce penfénica, o
valume wesoicular € porlmence redurido, cxcern nos
@mas de resiopnncoes, mmiees esionlares seorernees

Aoy Beonn [Encloc el Mkt 30045372

Ao ro pubsedors pascoce centl

de cownstorona, presenga de reseos adronais © mmores
produmores de RO, Manifesmagtes oo mas mais egpe-
cificas, @ comoe manchas @fé com lone, podom mege-
rir a5 dizgnienicos da sindrome de MoCone Albdghe
oo noarofibromanase (28]

(} mio ¥ dec ponho £ mio nio dominanes € oob-
rado pera doorminar 2 idade desza, que € avaliada por
comparagsn onm adas de sdade Sssea de Greolich &
Pyle (29]. A sdade fsm pode sor milizada pam preds-
¢20 da commn adulm pelo meérodo de Bayley-Finnean,
apesar de poson preciss (imorvale de confianga de @5%,
com varagde de mais oo memas 8 om da slnera predim e
com cendénca 2 superesamar 3 dmm fimal ) { 30).

A nlmsonogmfia pivica om memnas ook 2
avalizclo dos volomes morno ¢ ovananos, além de
possibilior a aniliss de omos © processos noopldscos
no diagnisoco diferencial de puberdade precoce. 5o
conadoades piberes o voleme madane = 1,5 ml. ¢
comprimemno ooming x 3.4 cm (8,28} Core came
de imagem imporance € 3 ressondnoa magninca do
soma norvasa cenirl, com Enfase na regilo hipocila-
mo-hipofising, vimndn § doeaio de memores © mal-
formagfcs, @is come os hamanomas hippalimcos,
goalmenee localivados na base do hipocilama, precn-
chemdo 3 cwoma sopressclar | wler cimereww) | Fagora
1312321

A pvalizgio laboraconal das gomadomofinas, panc-
palmonie do LH, om condigso basl ¢/om apis esi-
mudo com {snEH de a¢So corm oo com anilogos de
{znRH de agio prolongada £ milizada para dercrmanar
2 atvagdo do cizo gonadomdfico, sondo ol no diag-
nifarico diferendal das fiermas die poberdade precoce. A
scnsibiidade do LH basal em diagnosmcar FPC mo scxo
fominmme € em omo de 62%, dispomeando 2 noocssda-
de de realizacio do pesoe de estimulo com GnH nesas
pacices. e aconde com mémdes mais scnsveis de
domgom Bbomoaal, o valor de LH basal > 06 UL
{mérndo imunoflooromémon - IFMA) oo = 0,2 U/L
(mérndo gmimioluminescinga - [CMA) em ambos o
=cxos € considerado poberl (32,33). 5e o valor de LH
ba=l for pre-pabere, condigio lsbomuonal ohsermda
em 30% dos pacicnoes com FPC (33}, deve-se realizar
o uae de esdimuodo com GnBH agondo (1 pgv) oo, 3
alcormacivamente, a dosgem de LH 30 2 120 manmce
apde a primein aplicgio de andlogo de GnRH depar
(34

‘::'ﬁﬁm-m&ad.-:uhhumrhi.}d:dunqﬂndt goma-
doarnfinas, mais sensiveis do goc os anogos rdicamo-
nocnsaias, podom ser ndlimdos, ws como [FMA, §
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S no pubssdnde pesccon candml

[Fgura 1. Ressondncia magretca de encsiab de e crionga com FPC, 2 quall demonsta imagem isoiniensy em T1, medinds: 30 mm no: maior
idametm, = ervobe corpos mamikees: & itindibulo, compativel com hemerioma hipobsmicn. (B Corte coosal; (B conle szl

Tabeby F Valores de corie: do pice: de LH pam disgréstios de pubendarde: precoce cesial

harior Frotoooi Terga (i B Vi 4 corll

Moaky acmis , 395 [4F) LH apes EnFH {10 meg) | (T > 5L jarmbis: s S

Lol & oo LH apes EnfH {10 meg) M6 il FVA > 850

1985 i3y

Ecteart o ool 1506 [ LH apds S {10 meg ] MR » B

Bl a oo, 1986 23) LH apds S {10 g W45 FuA > B3 LY franies]
> 1§ LA, franing]

Bl a oo, 200 (314) LH 2 s 5,75 g e 12 FMA 2 10/ i

g et
Resnds a oo, LH apds S {10 g W45 M >33 L. fmanines)
G 41 LA franing)
W45 FMA > 47 L. franines)

>33 LA franing

Y e reciers, B mueorsdomider, P remboomides

ICMA ¢ dermquiminlomnescinda (ECLIA), sondo
o dldmo mak sonsivel qoc o anomions. Os valooes
de mormalidade de cada méodo devern sor esmbele-
ddas pdo bborandne dinico. Algnns valores de cone
do LH em condigZo basal om apds cximmlo, que inds-
cam amvacla do cxo gomadoodhicon, o demonsmradios
na mbela 2 (28,33}

{3z walores de emradiol o =exo feminino pdo SSo
urilimados par dizgnisoco de PPC, viam qoe apresen-
mm baixa sonshilidade com gamde sobreposicio en-
e criamgas nommas pri-pabers © paboes (32). Ao

i commréno, os valores de [esoaorona me sEo. masoalme
¥ a0 sensivos pare o dizgnistico de PFPC. A dosgem

H2

de FSH bazml oo apis cximmle com GnBH mdo € il
parz o dagndsoon de PPC; portm, quandn sos valo-
res sio baixns oo soprimados, sngerom o diagndsmon de
puberdade precocr porifiérica (32, Deve-sc oo aong3o
espedal na avaliacio de crangas abamo de 2 anos, pos
o5 valores de gomadomofings nesa faixa ooz S0 mor-
malmence clevados {mingpoberdade ).

TRATAMENTD DA PUBERDADE PRECDGE
CENTRAL

Uma vez qoe a FPC resoln da agveglo promamra do
cixo grnadocrifion com secreglo aumon@da de LH o,
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onscquememenie, dos esperoides sexnais, 2 base do
mra@Emenn £ o bloqoeie da sccreg@o de gomadocrofi-
nas. Desde 1981, com a sinpese dos andlogos agnnisns
de GnRH de aglo prolongada oo deper (a-GnEH],
APCMIES IMaram-se O mEmemo de coolha da PRO
[B,28,35). A parur dc modificagies cm aminoicidos
opuecificns do decapepriden GnBH, foi oonsinsdm
um popdden Snoiion qoe se liga de forma mais s
civel € doradonn ao recepoor hipofidicn de GnEH,
quandn comparado a0 nRH ondégenn, © mais ress-
wenie i degradacio pelis proveases, com comsegoente
aummencr: da meia-vida. Esses compasoos amam na ba-
jpiiifisz ancemar, ligando-se aps rocepaores de GnEH de
forma compeiiva, © promovem 2 dessenshilizacio ©
redogdo no namers de reccprores de GritH | dlees-
-regularion).

(3= a-CGnBH provocam wm esdmolo inical da sinec-
sz secrecin de gomadormofinas (1.H € ESH ), porém soa
adminiomagio crinica resalo ra supresao da prodogie
deszs coin consoquence sapresdo da prodogio dos es-
reridies scxmais pelas ginadas (8,28.35). O mrammenan
da pobeordade precoce iem como principas objoros
deocar € raEr & lesdes expansivas immcEnEna, in-
rerromper 2 marnrgio ol @ a dade normal pan
o desenvobvimenoe poberal, promover @ rogressio on
lorar @ mammgio esqudiica, presorvar o pooondial de
erarnra noamal (dencre do incorvalo da esmmn aben],
criEr despropongies corpomis, prevenir os problemas
omacinmais da cranga, aliviar 3 ansiedade dos pais,
redhozir o fso de abose sexoal © o mico procoee da
arvidade sexmal, prosonir a oooménca de gemacio em
idade precoce, preservar a forilidade, dirmnoir o rison
de cincor de mama ¢ endomérmio que exd rebcdonado
i oxorréncia de monarca precoce (B,28).

As mdicagies pan o blogooo pobenl sSio pober-
dade precnce progresava de goalgoor islogia, desen-
vahamonoo puberl acdlerado, poconcal de alnera final
inadcguada, shempics psikcossociae como disvirbios
momporammn, manrsdade emodonal © reandos
menml. A indicagio de nso de a-GnRH, pdos agpeoms
|psicoeancizi da pubordade precoce on pam romrdar a
menarca, deve sor coidadomamene avalada (36).

A o pubsedals pacoos centel

ou subcocing, nas criangzs acima de M0 kg, © meia
ampila naquelas abaivo desse peso. A via suboorinea
£ a profonida, visoo que 2 apbocio moemoscolar oo
assocada 3 gooxa maior de dor locl. Algnns gropos
A0 meg, kg |, inicando o bloqueio poberal com a dose
de 7,5 mg a cada 28 dizx; no on@mo, renhom esmsdo
domonsron vamegom adidonal goando sc oofivam
domes mais devadas de a-GnBH. (s mrabalhos com o
a-GnRH de aplicacio mensd apresenmam grande ofi-
ciicia € segumng para o maamencn da PPC nesses 30
amas de expenitnea. cinica (B). Amalmene, posnlogias
mass cimodas, como 2-GriH de nso crimesaead (11,25
mg c 225 mg), e os implanoes sobdérmicns | hisrdina )
foram proposios. Esmmdos recenees revclaram 2 mosma
cficicia ¢ segnranga dos a-GnH de mo monsal, ormes-
iral canmal (& 28,35-37). (¥ regime rerapéoon da PPO
com anilogos de aplicacio wimesmal, aprovado no Bo-
i, pormice 2 redogie do mamere das aphcagfes anmais,
favrecendo a adesdo ao oremmence da PPC (B,.38).

A monicorizacio do mammenn da PRC com
os a-GnRH € malizada pela avaliacio clinia € labo-
racorial. ¥ bloqueio puberal adequado remlz om -
mzbilizagic oo regressip do esmdamente puberal das
mamas, redoglo da velocidade de crscmencn e da ma-
mrag o dssm, com meclhom da previesde de @ fimal
(8,28 35).

Do ponoo de visa labomronal, o objebvo do -
menen £ a sopresdn dos valores de gomadomafinas ¢ es-
(8,28 25). Em ambos o5 sroos, 2 dosagom de esteroades
SCENEE (ICSCarorona nos monines © csrradiol mas mend-
na} dove oo suprimida.

Hi comrovérdzs quance 3 ooldade dios valores ba-
mis de LH na monicerzagdo do mmamono da PRC,
scndn s walores emimnlados (apis GnBH de omna do-
ragin om apis a2 aplicao do a-GnRH) o melhor pa-
rimema para comtride abomooal (34). Os valores de
LH obddos apds s dissor de csdimolo com GnRH
de agio cona s3o signifimivamence corrdadonados acs
obridos apds o esdimolo com os 2-GnlH depar (34). A&
domgeom de LH pode sor realizada no imenalo de 30
a 120 minuwics apds 2 aplicacin do a-GnBH. Os vlores 3

Denere ce andloges de GnBH depor disponiveis, o
accron de beoprolide € wipoomreling s3p o5 mas ook
mdos, £ diversos candos comprvam am oficida €
scgmranga. A dose nolimda para meameno da PFPC
€ 75- 1M} mcg, &g, o goc, na pricc, represonE. mma
ampaola de 3.75 mg 2 cada 28 dias, via inoemmcolar

de come goc indicam bom comrode kormonal, qoando &
dosados por méndos borattiais sensiveis, variam de §
4 U /Laé s UsL(34.37). i

(s pacionies que aprescnoam conmale clinico 1:!
bbomomaal insdequados, mesmo com o aEmenDo -:|.1‘
dos: do andlogo de GnBH aepar, dovemn serondados- §

Moy Ben Encloc nrecl ek, 20045817 113
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Bemnces re pubsedede paccos canial

mente revaliados quanoo an diagndaioo aiolégicn da
pubordade precoce (28]

(3s aGnEH sio grralmoe bem mlcmdos nas
wriamgas ¢ nos adobescenoes. O efvions colarenk in-
dmem reagio alérgica ko, cofalea, sngramentn vagy-
nal apds a prmeina dose do a-GnRH, ninsras, soomas
vasomapores deovido ao hipocerogenisme ¢ haporpro-
lacinemia. Tais efcitns podom sor de imensidade bove
2 soverl A recio alérgica loml consimi om S oo
laroral de pamicalar impordncia, poi, sondo amoen-
mada poh formagio de om absoessny exénl, resnlndo
om hiporema, dor local © formagio de modulacio, loa
2 projoizo na absorc@o do a-EnEH, o qoe resnlm em
falha na sopressio hormonal (8,28 39). A ocoméncia
de reaglo bocal, carscrerizada por formagio de nodola-
w20 canmida por alog@ an veioolo (icdo ghodion) do
andlogo, posas nma frequeéncia de 3% 2 %% com uso de
anslogns de nso mensl, © mm poooo mAIor com - os
de a-GnRH de aphcaglo wimesral, de acorde com =
mainres sirics da licommm (8 3%, A sobaimicie do
2-GnBH por oma corapia ahernativa, como ae@n de
CiprocrnmE o0 medrnoprogeserong, £ mooessiril.

Badar ¢ ook, (37) demonsimram quoe 2 supressine
dos valores de gonadoerofinas obuida com doses de and-
logo de GnitH depes 3,75 mg mensalmenee © 11,25 mg
scs de 7,5 mg monalmeme, embora em mmdas as poss-
lngias os valores de esradiod se manireeesm snprimidios
¢ o-cancride clinion, adequado.

(} momman da PPC devido a0 hamarcoma b
poalimico £ proferondalmene diinico com o dios
2-GnRH depor mensal oo mmesml, © o reEmono -
rirgico esd reservado para os hamaroomas yolemosoe,
coim sinmomansogia de oedem neorolégica de difidl con-
orode, om nos reroes casns de orescimencn cuomaorl (39,

Far fim, e modalidade de cmmmono da FPC sio
08 implanmes mbdiémices de 2-GnAH (hirelina} com
liboracio kenm e cominm por 12 meses (40) Eondes
recenoes revelam oiecridade ¢ scguranc na sypresdo do
axn gnnadomificon ¢ adogoado conrmole dinioo & hoomo-
nal da PP, o onenm, no € oma opgln indicads para
medns o8 pacices com PPC. As crangas com idade oo-

pubezrl com a-GnRH, nma aleernar incloi a zsccia-
¢30 do horménio de orescimemo recombinanee homa-
no (rGH ). Esa condua objedva anmenar a2 vdoodade
de crescimenmo promovondo ganho ool Nesa -
nman, 3 dose recomodada de fGH £ 0,15 U kg/da,
via subcudnm. Emremneo, pooons esmdos avalizam
a mmpacen do ose de GH na esam final de pacenoes
com FPC (41 42). Mos padenocs com ie@Epia combi-
nada (a-GnRH £ rzH), 2 esmmn final alcancada fii
aproximadamenie 7 om maior do que 2 esmmra predic
amies do rrammencn, CRquand no graps control, m-
zdo somence com andlogo de GnBH depor, o ganho
iind ap redor de 4 o na es@mn adole (41,41).

Ma oosiSo da sospenedo do mmmenon, os scgninmes
quacin psccesncal ¢ dogo do pacionoe, além da idade
dssea. Ma mening, 2 idade Gssm om omo de 125 ance
mdia 0 mcadhor momonn de sosponsin pan alangr
oma e final nommal, denmo do potencal gesénon
(28], Algons cxndos magerom que 2 susponeio do -
menon com idade cronalbgica de 1] ance ¢ idade feoca
de 12 anos tom sido assodiada 3 melhor resolado ma es-
ann final. B imporame resalor que camel deve ser
nmda para caamar 2 coamm adeln, no momeo da s
poeZa do imEmeno oom @ - GrH. O mando de Bay-
ley Pinmcan de previsio de coamn adole, mess oolrado
na prica climc, sspereaima on @ 13 om 2 caemn fi-
mal. A aplicacio das whdas de Bayloy- Finnecan para idade
resal@ omn prevelo mes acnrida da caemn fimal (43

Divvorens pardrmeeoros s3n de iNDONCsss. Mo SCEOIMEnLE
de longe prazo de padenoes com PPC mamdos com
a-GnRH: esamm final, compasicso corporal, donada-
de minecral dssea, fonglo reprodocive © aspecons paco-
kgicos (36]). Indmoros farores dowrminamam a ago-
wrazdns com z-GnEH. Em om esmdo com 45 meninas
brsileims com FPC rmadas com 2-GnBH de oso men-
=al, o5 facores dercrminamees de csmmn adolm normal
{dcfinida como csmner dencre do imervalo nomal do
pooondal genérion | forame: o menor incorvalo de cempo
cmare a inicko dos sinzis pobenais £ o mido do maamen-

§ nolfgica mak avangzda s3o mais cooporativas € 2 aplice-
i ¢3o pode s rrabvada sob ancwesia local. Am do onsio

i, o maior desvio-padrio da almra no inico ¢ mo final
do ramamenon, assm como maior cearora abeo (43

Logn, a instmsg 5o precooc do mranmonoo £ codal para
abuer esmmn adula nonmal.

(0 mrammencey com 2-GnH nio indica aparen-
i ofooy delerénin sobre o indice de masa corporal
(IMC). Aproximadamene 42% das padenics mosoam

it Arg Bron Ercdiocanol Meick. 31456/

;_ Omando a velocidade de croscimencn se redox acen-
§ mmadamenmar (shaixo de 4 om,fano) dorame o blogqoan
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sobropeso ames do indcio do raamemm (43). A andlise
da composicio corporal de 20 pacionoes com PP ma-
mdos com mprording demonsoron asmenor da massa
gorda moaal no scgnimenio longicndinal, avaliada por
DEXA (o wal-mrrgy r-ray sdorprismary], mosmo s=m
oititns sgnificanives sobre o IMC {36,44). Des for-
ma, SgOne-5C que d composgdo ooporl s monmo-
rada a1€ a vida adnlra

(3s csoodos longimdimais avaliando a densidade ma-
ncral desea (DY) dos pacionoes com PPC mamdos
com a-GnRH rembam em condlosfes diwinms {36).
No emtanuo, hd consonso goe, no momenoo do diag-
nésnico da FPC, a DMO ood nommal oo somenrada
parz 2 idade cronoldgica e o pico de masa dssm ndo £
projodicado pelo mmmmonon oom a-GnRH [45)

Com rebcio 3 fongio reproduciva, o= esmdos noe-
lam que 3 mensomacEo conere em meédia 16 mioses apda
2 arpensin do mEmeno da PRE. Cidos mvaranos re-
gular= ocommoem om 606% 2 96% das paconoes: (36 46).
A rovorsbilidade complem do dxo gomadoardfion apds
2 muerrapgEo do rramamence: onm 2GR ol dermions-
rah an adgons cmdos (461 No scen fomamnn, mma
provalinca doada de 30%a 32% de sindrome de ovinos
pulicisticos fod evidencada em esmde mliane composn
de 4é pacionpes com SCEUETIONID poT TS 2n0s apdis . me-
narca (477). (3 padrio dos cicos mensoumis §oi normal na
mesona deses padones © o fendape @Eoomon-sc por
hipeandrogenismo bioquimico /oo dinicn, =spoedo i
morfologia de ovincs muohkipobciricns. Fes dadns @-
gorom g 2 monicoizacio climca ¢ Bbomonal deses
pacionecs £ mandanivia para caabdlecer posdveis mmphica-
gites ma fernlidade on nas complcaptes meahilics.

Fooons esmdos goe avaliaram o impacn psicosscial
de pacicnoes com FPC preconioam quee o compormamen:-
ta ancissocial s limicado ap pedodo da adoleséncia,
w5 ¢ individoos normais na vida adoba, embom conda
sdo obeenvado menar nive educacional ma. vida adolia
O (OO Spresminn menarcs proooos. Mio hd condos
comomolados sobre os doans da incorvenglin cEpéona
com a-GnEH sobre s asporons psicossciais {35 360,

A pobeardade precooe oonmmal € comsdoada idiopino na
maioria das rangas do sexe femmino. A recone des-
bz de mumpics ddadnas no gene KNS em
camos de PP de ongom familial esmbelece de fomma
definiciva a impordnog do componcme gendico ma fi-

Aoy Bean Encoc il Medcs:. 20537

Mearem ro putsdlads pacocs cenil

somonogia desa condicio ¢ shre oma pemspeciva para
donoficar oucrns defidiros gendicos mo enendimenco
do desomvahimonen puboral premarom. Mooobes no
gonc HER N3 mpreernom oma neva cma de PR m
faixa edina encre 3 ance e & anos de idade, sogenindo
que 2 saprosso da seerecdn de GnRH apds o poriodn
donominado mimipuberdade ocoma ma idade egperada,
EMUanio 1 rearvagsn do axo reprodoi aoonieos em
idade premarnn nesees casos. Epuu"l.'dqu.::lumﬁ-
ofes, @is coma kispeprina © oorros n3e conbeodos,
explignem o desenvobvimenoo poboal om idades pre-
cocs. Alm dissn, 2 incoracio die fanres ambionmis
cvilivas € forvememar sugenda polo envohameneo de
om gene acomeido poo fmdmeno de imprisning ©
reproducivo.

& Fomdagio de Amparn & do Enado de
530 Papin (Fapesp £2013 063911 para Disbmie B Macedo) &
a0 Conesiho Nakomal de Desssvolvimensd Clemiificn & Tami-

hogicn (CNPg# H2A25,/3011-8 pam A (hadi Laseio e
£305743 /101 1-2 para Berenice B bendonca).

Declaracie: o muores decmm sdo hreer cordhioe de Inssrse
clentiion nese esendn.
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Review

A new pathway in the control of the
initiation of puberty: the MKRN3

gene

A Pauls & breu, Delanies B Heosds', Vinkdus N Brita’, Ursuls B Kaiser and
Axa Claudis Latonics'
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condient wilth e mon calielic expmsdon of MKENT {a ralem ally g ied gane].

it by il Fypoifalamnbs Mk 3ol BA o prasion patienn in mioe cormdated wiih a

PuTTle nhilitony Ut on pulely RiTation. Rdasd, e Initation of pubarty depands

on adaredss in fedos Thal nhibE the mbase of SnEH oomibinsd with an inoeass n

st oy Taeoieds. Thae maosnt P an and &ninal finding s ougg et that MXRNT plae an [
il iy Pkl 0 e e odud T Sk 10 Fapresant & Rew DaTwaayy i Dubertal magu bithon, Fadacrinoiogy

1) 54, RIT1-A 1T
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Pobesty, a compiex biolkogial proses involving sxol
mamaton and accserabs] Hnear growih, & inftlaed
when the polufle soeton of gomadotsn pin -nee e ng
hormon: {GnEH) inoeases altera Qo peariod Jofng
childhaod The regolabon of pobeny ndtfiaion remaln
az ane of the geam myseris of honan biakogy and it
thooght that 4 conjoncion of hoors plays a male oo
inftiade poberiy.

Environmerial and metabodbs facton are imporant
repul mors of pobenal devsopment, but hee infleence

are soperimpossd opon sofbstaniial gensic contml
Similar timing of pobety shared by mothers and her
chikdren, and within mdal goope, sargesis 4 genetic
oMM PGl T 10 1 areee of o bty | Zacharks & Woroman
19455, Heman-iSddens of @l 1997). Sobsamial =fors
haw bBeen made ©o Memiily genes that are negpormeihle
Tor the infilaton of poeny (Ofda & Lomniksd 3014
The Mendfication of these genes b ohibml for advancing
the ondezsmnding of e eamoenderine egolaton of

pubsny Inigaion.
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Im an aempt 1o Hendly genes aperaing wihin the
nanEendooine brain that ahimately repoloe the nepon-
duciive axk, mamrchers have been Suddng padens wih
pubeial disordem. The hypothalom -piooiary—gonda ]
axi repolites pobenty nffaion and eprodoction GnEH
b prodoced and soeed by the hppothalimuos inoa
pulnie manns dwing e embrponic and neonasl
phases of B GnRH scmilon b actvely inhibhed dodng
Infincy and pobery beging wit the rmoivaton of s
secretion. GnFH deficlency rewnls In hypognonads topl o
hypoeonadiam, in which paients &1 o develop pobeny
and are wamlly nierdle Comenely, early maivasonal
GnRH sacrstion resbis in omimd] precodom pobeny
{CFFL While soveml genes haee b dewecisd Inasn-
cloion with GnRH deficiency and have conoioed o the
curenl nowledge of GnRH mepolaion {Blanon & Kaleer
2005, Semple & Topaloglo 3010), genes Hnked to CFP
have omil mendy only been Memified sofesgmmt 1o
thelr assodation wit hypogonadotnpic fppogonadicom,
zoch as KISS] and KOSIR However only raoe gensdc
dedenis In KIS and ks recepior have been idemifiad in
jpatienis with OFP (Teles af gl 3008, Slwira of gl 3000).

The advances In sequencing methods promitted the
detaniion of new genes Implicaied in e neomoen docrine
regalaion of puberty. Lhing exome ssquencing analysi
and smdying familial caes of CFF, genatic delscisina
e Wit no prewion:s Inlkoto fhe by il am -pl i ey
gonadal axikx, Makorin ring finger 3 (MEENT), wem
Sdendfied as the e of prematore seoa] dewlopmern
iIn one-mind of te Gonflles (Abwn of @l 3013 MERRG
B kcasd on the kong amn of chromesom: 15 In the

Pro &1 mgls™10
Pro&14m9s 16
Alm BT 14 EGGiylT'36

T

Arg21 AT
BINZ2EThS"E

Figers 1

AR e msin ) o= e i o ) en e iden S e [ npaden mwiE hesrersl
i pubsrty. In, ring B hisdine © cyssins The SresClErime
Hinger mex By sre shewn (noresd, She O NG fngerma = inin BHus,
mrd = e W Pl B Cyn—blin dia rrasin [nnbesem in gresn. The memdsm

& v aamuy el oty MR T el ey camd TP

Pode-Willl syndrame (FWS) criiical reglon and B
maemally impdnisd |(divonsed Lier). Suksquendy, we
showed that mosdons n MKEN Faw aba e cuse of CFP
in appaemily sporadic ceees {Macedo of @l D014). Thes
findings were significant conidbamions o the feld and
will advance the mdemianding of the poberial oo ess.
We will review the genetic defecs emtified In padens
with CPPand thelr o Tin kol Dmpl kool o, and 3 sooss heredn
the presinke ok of MERNZ within the mprodociive axic

Lost-of-function mutations of MKRNT cause
familial €PP

The roke of MERN? In pubenal nhimion was fArs
desoried In 3013 afer a comprehensive gensic siody
af sevenl familles with CFP (Abren of @l B013). In this
stody, the anfars imvestgatad 40 membes of 15 il
with CFF from difiexni ethnkc groope {1 Bmellln,
o Amerkan, and one Belylan familes] and applying
whale-exame sequendng oo delenmiom MERRG
muagore — thre fmmeshifi and a misenes moagon
{Ag 1) —were deteciad in fve of thes fam M E3%). Bath
sexwes were aqually affeced by MERMZ muotmions jeight
Firks and seven boys) (Taole 1).

Mo moendy Maocedo of &, (2014) sodisd 215
orrdasd childen 307 gibs and Sght boys) with CFP
from thee difflerent Univesshy Medical Centers and
Tdeniified five nowel heexeygom moiaions n ekght
onrdaed Bradlan girls, incloding foor fameshift
vafanis and one mimense varlant (Fig. 1 and Tabke 11
Mo Gumi iy history of pemaare soooal devedopment was

FhadiTila
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reporied in the majoriy of thee smdied patenis
Howmewve, wegregation analpslk woe perdormasd for fiee of
thess efght gifs and in all caes it hs ben dEmansTaed
that the moan allele was paiemally inhedied in all
Tam s with MKEN 2 mo @ ons.

In ardsr o inveiyae whema the (PP phenogpe
Cornld arkee oo, ot of MEKENE exqprescion by the paiermal
allele doe 1o a de e dededon, maemal migmenial
dmmy, of an Imprning defea, Maoedo o gl (3014)
investigated 5F patfents with familial and spomdic OFF,
withont ionovwn MER N seqoenoe dedents, By maethplition.-
specific muoltiplex Braton-dependent fon b amnn I aion
(ME-MIPA) of chromemome 15311, Mo oopy nomber
changes or mathylaion abnomalits wee detaded in
the 15911 bwvas, suggeing that spigemetic defeos
invalving this bvar are Hioely rae mechanbms in this
s e Pdacedn of . 0141

Rewently, other invesiifaiors have alwo neporbed
MERN 3 defects smocided with homilal CFP. Sedas of ol
| 3014 deworined a naowe] he Doy o e e miotabon
{RCpC40GEY] In MFERNE In o Gredk silings, a ginl
with OFPF and a boy with carly poberty. 5oon thenmfier,
Scheiner afal | 3014) Mendfiad twn helao yanm MERANE
mumions poEnlll* and pAlalSGkT14) n afeced
membes of ten Geman familes. Amally, d= Vries
af @l Z014) Mentified a nove mizsmse mmation
{PHE4I0GEN) In oor ahling, incloding a boy, fom an
Azhkeras Sephardic Jewish family {Bg. 1 and Takde 7).
Thes sodie forter egpandsd the MERNZ mmatonal
specinmm

Clinical featwres of CPP associated with
MKRNT mutations

All patfenms with CFF carrying loss-of- foncfon moiaions
in MEKREMNZ exhinited typical clnical and hormomal
lfmmes of premame adivaion of the reprodoc v axi,
induoding sarly poberal signs, soch as breast, Destes, and
puobic halr dewdopment, accdsated HEnear growth,
advanced Bone age and Sevared Basal andfor GnRH-
siimolied LH levelk (Tablke 1) Excew for ten ®lhed
pathmis jone @y and her Brother) who presenied wit
230 ol a pAdbren af gl 3013, which B o mino roiberkon for
PFW5, no other digns of PWS were deracied in any palkent
with {PF caumed by MERNT defeos Another femalke
patient had mikd monspediic spndroamic oo, el -
ing a high-arched palae, demal abnomalitis, dinodac-
tyly, and hyperkondeeds (Mocedn of gl 3014). Regarding
the themapsnfic regponse of (FP paifenis with MERMS
defets, siv of dlght benis have Emonsioed adeguae

respomses 10 conwendonal reament with depot GnRH
agomi £ 1o date | Macedo of @l 2014).

In patemis wim OFF doe 0o MERNZ defacs, the
maadian age of pobeny oreet was &0 pears in vk | ranging
fom 3040 75 perd and 8 75 years in bops iranging fom
59 10 9.0 years) (Abeo of sl 2013, Maoedo of @l 2014,
Schreiner ef gl 2014, Setdasefal 2014, de Vrkesefal 3014)
soggeding tha the WERNG monathiors may aflea gtk
mare weverely than boys Table 1). Ghveen the madin age
of poferml omet of affected patfenis with MERRZ
muoiafare, it B gpacolaied that dhe prejpoiberal nhibin g
tomie an GnEH esoeion ook place nomally, b was o
pEmammdy in misns with MEKEN? mosions. This
clinkml ofeewation sggess that MKEME may not be
crcal for GrnRH soppresion aer mie mindpohey of
carly infancy, bl tha the downregolation of MEREME
plos o redevant mile for the re-smesgence of GnRH polues
inihe poberial orset | Macado of gl 3014).

MKRNS mutations and polymaorphisms

Corenily, 12 ditinet kssol-fonction mmatons of
MERMN? have been desoled In 30 paifems (ZZ gtk
and ejght boys) with COFF fom 17 families fom difexni
emnidges Fig. 1 and Table 1). Remarkably, efght of
thess moadons encods Sthe preEmame siof oedons
orf frameshift moodon (Tabke 1). The fom mimmnae
mumagore {pOpESH0Gly, pAgdatts, nPhed]Tls and
P HEADOE N were kncabed within azinc fings moidf ara
RING finger maod il {Fig- 11, egions prad obed tobe ol wed
in FENA Binding and ohiqoitn Braze actvity of the probs n
regeecivay, and emeniial for protein foncf@on. Al
mbsmes momabns are predicied o be paihogenic by
i sllbs analpsh. Additbemally, ab balds modeling of the
moators poAREISSSa and pCEMOGY pedics at
these moadons kad o Sgnifimant sisoooal perior-
bathons in the I0 smocore of the AING fngs motil
{®edas afal 2014). The suksfnmion of hisidine 420 with
gloamine in the MEKREN3 protsn & prediced o redoce
the affmity Betwsen the In on-binding site and the
relevam In, dingming e binding podee1 Rading 1o
nndalding of the finger{de Vriesel al. 2014). Inexsdngly,
mucet af the MXEN 2 muomiions (549 wer hoied in the
amino -teminal region of the e, whidh & enoeded
by a polyCaikch saquenar, sugresing that this awa may
b2 4 poteniial hotopot

The Imponant rok of MEFNI In homan pobery
inftladon ha Been rdndocsd reamily by Lrg genome-
wide and oEtom-gEnoiyping orays in op oo 152 416
women of B pEan desoen ] 57 sndies] {Peryalal. 3014)
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Ther: was ovidenoe of 123 signal at 105 genomic lac
asndaed with age at memanche Three of these kol wee
kocamed In Emjprin ed reglo nes, Incloding the MERNZ lacus,
demornsiraing pareni-of-crkrin- gpeciiic swod aions con-
cordant with ionown parental expresion atems Peoy
af al. D014). Thix smdy sorpeis that not anly ane ae
vardanix in MERNT swociped with COFF, bot alan maoe
comman varianispalpmaophisms may be asndaed wih
changss In the timing of pobery s reflaced by the age
aof menarche] within the normal range and within ithe
geneml popolation. This was a mmarkablk: exemnsion of
the fmdings of mre vadan® in o diexe sodh & OFF Do
MOTE COMman vafdans in a polpgenic mal such & age ol
menarche. The dk of parentol-ofgn-paciiic analysk
In previons GWAS stodies may explain why MERNZ ha
nat Been previomly asodated with the age of menaxhe
{He af al. 3002, Flis af al. 3010).

MKRMT gene and protein strocture and
exprestion

MERNZ wa fimt clonad In 1992 by kng of al {19724
du¥ing a smdy of the Prader-WINien peman symdnome
{PATAS) aitical region. They Mendfisd a ¢INA In the
FWAS reglon encoding a dnc finger paiein, inhially
namad xinc finger protein 1Z7 (ZMFIZF) and e
remamed MERNZ. The foncional and physiological
redevance of MEFNI Enot inown and J el e I boaion
In the PWS ol Gcal mgion, I roke In this gndrome B ab
onckar. An amizmse ransoipt was oncomianily
Memified and named ZNFIZTAS (MERMZ-ASTE. The
amizene: gene B not mamnsled and b expresssd wealkly
do¥ing fetal develapmeant and a1 vy low kvl in adolt
bral n regions{ong ofal. 19993). Simiartoothe andene
genes, FNFIZFAS may regolate the sepeasion of the
‘wEnar gene | MERMNT).

MERMNZ 1z locaied on haman chomesames 15g11-13
{chmmemome T In monss] ina region that confinza
clhester of Imprinted genes asociosd with mwo dfemm
nenmbchavdoral daosders {lalindes 1956, Nicholls of al
155 Muotatgoms or o of expresion of the maemally
expresed gene UBESA kmd o Angelman syndrome (A5),
while FWS & thooght ©o B 4 oond goom gene synadnome
axsng from the keex of expression of mol dple paermally
expresad genes, mduding MERMZ. The report of oo
patienis with FWS with a dededon of the 15911-13 baous
that i dmaot inoc nde MIERN Fanggeded that this gene & not
g e, oo the e wed ofpmen 1ol the synadnommie, bt wee sl
cannot ke ool a moke for MKEN3 in some of the clnbmal
Teamms of PWS { Kankes of al. 2009

& waamy ared o MRS T clafie farcy carms TP

MERMT differemiial allse sxpesthon ooows thmagh
sllendng of e MERAMT matemal alkde which B saocl
ated with 5" Opl kland metylagon {Hershko of al. 1999,
Jong ef @l 19998 Methylaton of MEKENZ and ihe ofer
Imgeinted genes oated within ihe PWAS region of
chromosome 15 & ooondi maely nepolaisd By a bipanine
imgerinting cominal cender (), compoed of o seqoence
around the SMEPN promoter, the PWS-IC, and an 550 bp
wequence lomed 35 kb mretram, the A5 (Rabinovitz
af . 301Z). The mabsoolar mechan msad K Donotiom ane
naot el nndersinod, bl i has ben poriolaed, bassd an
siodies In homans and mooes modss, thatihe FWSIC &
a poitive mspoloory cement and acivaes pazmal-
gpedific gene expreion {(Helndo o ol 3000, Bresls
af gl 2001, wherss the A5 K fonctomns In e matemal
imgeint by alizieqecific represion of the PWSIC 1o
pEvai the paismal mprining program (Jong &f @l
195590, Oina el gl 1992, Shemer of gl. 2000, RodrigoezJaio
af gl A05L

MERNZ B an Imronlss gene and probably oo Dy
gemiine nen ranapedaithon fmm the Makorin #ng finger
pEisin 1 gene (MEKENT]L a highly transoied, Inmon-
conmining gene B0-50 mil Bon s ago (Rapking af sl
D005). MERNT 13 the ancestml founder of the Malodn
gene Gmily (Goy o el 3000). Several omer neinooop e
ol MERNT hawe been Memified In mammalian genamess,
mest of them pobably comesponding 0 prsnd ogenes.
Nine MKEN Tam Ty kvl deoivo ed thnogghom e haman
genome hawe b kdemtified thm B with onl ythne: fon-
cional genes — MEKRN T, MEENZ, and MERNE - idemified
inversbmtes fGray of ql 3000, Bolme ol 3000

The MAKORIN family

The MERN gene family encodes pimsive riim e keopa-
teing with a disfnaive amay of FHnc-fmger motil
incloding several C3H zinc fingers, a makorin-gpedfic
Cp~Hiz arangement, and o FING zine finger {ong of ol
19%5a k). In panicolar, MERNI ha a centrally lomied
RIBNG fingger maot i THC4), twhoami no-erminal C3H Bnc
fimgrer motils o lowed by the anbgoes padem of comeered
Ce-Hisres doescal sl a Makarin znc finger motil, and a
carbonry-tean inal C3H Anc finger motdf {Jong et al. 1999
Fig. 1). MEENZ & highly comsered among species, and
the moe and homan MERN aming acd sequences
share 5% Mendiy and E7% simaiy Jong of el 1959940
Mice and homamn wmly 9o not have ooneered UTR,
yet the MEFRNZ 3.UTE ha 0% idemity befwesn thess
twn facks, Impiping o foncdonal significance o this

regon of MERNI MERMNZ & obiqoioosdy expresed in
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adolt homan theee, with the highst sqpesion bvek in
ihe esis. In the Do, il highly expresed in the O
and & expresmed in post-medotic sperm germ cedls,
jpartcuolarly in roand gpematds {ong of al. 19959

The chamaefitic arangement of opstene §Oys ar )
and hiwfdine {Hk or H) =aido s in the zinc finger prots
in MEFNI can allow some eedicdome of 11 honc tian . C3H
Hne fingers have been idemiifiad in R4S nding prote e
{Bmabingat ol 199 7, Mooy et al. 1997 FING Anc fingsrs
hawe been shown o madiate pmoein poein nencoion
(Xmwabe & Klug 1994) MoE ool sWdenoe Surgess
that the FING finc fnger & a sgnaore domain for E2
Bgases, a aegory of enzymes madiading the iranzler of
whiquitin fmom an EZ obiquitn-conjoraing enzyme o
taget protdn sofetraes (Dechales & Joaresno 3009
Ubdgqnifnaton can hae diverse offects an the protsin
solerirale, varying from. o Ecam e -de pendent proealysi
o maodolation of protein fonakon andfor kocalizabon
{Deshaks & Joasng 2009, Behends & Hager 2011) The
muoitiple fypes and nomber of zine finger motifs in
makarin paoiein sogget posin ke molipks cellolir fonc-
ihoms dor this peoiein.

Makorin proteing shawe a highly homokegom aming
acd wequence patiolely In e 2ine finger domalne
{Fg. I soggesing that they may share simflar foncfoms
ar regalaiory mechankbms Although there A not many
stodies on MEENZ fonoion o dae, MERNT Smoion
hx ban beter expiored A pocciide mporiant celolar
foncilon for MERM] & sopporied by the high Mendy
{52 betmmen the haman and morine arthokogs and

the ok oitom probsn aopEssion in homan and. mo e
thernes (Gray afal 2000 MEEM] ac® axan EX abigquitn
ligaes, Iindodng degradaion of oman 1 oome Taes reverss
transc¥pmse (FTERT), wviral capsdd proteing, psd and
PE] cell opcle mgoliiors, and pecackome proliferaior-
acivared reaceptar gamma{FPARy) {Kim ofal 3005, 3014,
Lot gl 300

An alematve mechanbm of acdon for MERN] we
deorined when it wos kdemified & o reresar of C-Jan
ranscEpional acdvily udng a yeast azay. Throogh
regolaion of ENA pol prmemes - Sependen T Tanaaiptan,
MERN1 can hawe either negative or positive &ffecs on
gene expression {Omwancha o gl 30048 Imeesingly, it
hasz been demonsimied tha the disnogpibon of obkgoidn
ligaer sty of MEREN] O noi aflec iz inhiblony
transzaripifonal acivity, soggecting tha thix fonoion
iz indepmnderm of poein obiquitnaton Omwancha
af @l F0a)

MERMZ B ako obigoitomly exprested §Gray of al
00} Sl b 1o other memiers of this nfly, MKRRNE &
highly conzerwed throughoo evalotion. B has been
shommn Mat miomI negaivey regoloes nenogenesk Wa

PI3KjAKD sigmaling In Xemgpas embayos: howeve, the
deailed moleculay mechankms of M efle and the

poendal fonaions of mammalian MERMZ mmain pet 1o
ez stmcdied | Yarmg af gl 200
MEEME premmpiivedy pozesttes obigoidn-probsin

lampenitde Grase (E3) acivity, intimatsd by the preenoe
aof the hghly comerwd (ZHC4 RING finger domain

The tandem mpea of CIH #nc fingers may provide

CIH Tine Finger
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C3H Lime FL 4 MENN cypa CH
HEEE]  GEYCORTARSCTEAR &
HIEAY  FTRORNVASRFEADLOSE- - -

CHHCE RIKG
HENE]  BEDHELIFAVLES [TENFFIRZE NN
HIERY  IEDMELSTE EL¥IRSE

C3H Zine PFL £
HENE1  REEQELIC & SR YEMERRNH
HEEEY  IEEQELD EHEUHG - - -
Figurs 2
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Thigh-spec iic ity BN A B inding (Hockuon ot ol 3004), and the
mnbgqoe Cps-HE makorin motll has been sopgectad 1o b
a DNABInding domain. Talen together, the stodles of
MEFRNT and MERMZE imply that MEFNI ;n smilarly
ad & an B2 Hgpee bawsd on the high homology of the
RING finger domain {Hg. Z]. A predom siody on mice
demonsmaed that Mim? & highly expressed in the
hypothalamic anomate mcdes dming e nbhmile and
carly jovenile pedod, with 4 radocion in expresion o
posEnaal daps 12-15, befoe pobery inftldon {Somea
aral J013) The anooae rocke Biohe e of expresion af
cHtical regolators of GnEH seaethon, soch & Kpepting,
nanrakinin B, and dynorphin (Mavano o @l 3017).
Pobherty & inftigted with alos of nhih ooy inpos anda
gamn In exchatory ngoms (Ofada & Lomnicd 3014). The

Mim3? expresion pagen in the hypothaamic anooe
nodes sugress that this pepdde ploys a roke in the

inhiition of GnEH soefon do¥ing the prapoberal
guismcent ped od {Fig. 31 The dacmaee In Mira? e xprnesion
& hppothes 2od 10 be assodated with an inomse in GnEH
i honry fuotars and or GnRHegpestion, anditoan be
poanlasd that MERNT may b acing at the hypothali-
mic kel as an E2 Ogaee oo inhibd sdmuolaory inpeos,
20 mhat et-oRonoion mmason of MERNT neull in
ealy activarkon of the Mypothalim e pitoiiap-gonadal
axk, expresed phenotypally as CPF. 1t 03 ako poesinde
that MIRMS n &1 & 4 transoiptional repol aor, a5 ha
bezen demonaraisd for MERNL. Data from the Homan
Protein Atk Indioae that MERNS 13 keoated primarily in
the plama membrane and cpioplasm, and ako in the
nodax (W pnEnalboog). RBeed on bz lboton in

{751 unrma 8 O
7 "-Hla. (=]
J*\\'.m' k' "
= & =
dypaibsiermm  Gril- 8 E‘_.i;.nu #‘é
lo = e
Piulwry LH, FSH o P
|
& le
Bl Comsi
& Chidhood A Fasry
Figears 1

Sch ssrerd rep remers wdon o MCAR e e of s on . e snd
rreau ne el g gees e MKCAAD s am on [ nhi Bisor of Gl H e on
el i g i B e ol e S, e s o e o iy AR e i 1

T o et ] i 1 | e i Gar P el ey et e b G B

e Eng In pubersy nids@on {sgremon B AE nesoidnin X
— imhibigon, — SmulsEon. Fineess | decresss

the plasrne. e SN, We Cin aperukite at MERMNE may
ako be invalved In endoopiock and downegoldon of
recEpin s, as he been demonsmaied for some other B2
ligases {Hershko & Cledhanowe 1998 The genedc
findings fom patiems with CFF ane in agrement with
the hypotesis that MEREME may oot & a “brake” or
inhibivor of GnRH soeton doring chikdhood (Hoghes
A01E). Porther smdiss ane nesded o sSocddare e precioe
s i o 21 o f actiom of MEFNI.

Condusion

Age of pobeny inifixion B asodoed with coes of
sufwianiial morbidity and momality. Early age of
menaxhe B ssocimed with breas cincer and caxfio-
vasoolar diseate (Kwle 1992, lakshman of al D00
ThexioE, & mporan to ondersand the mess han e
conoolling poberty iInilaton In an agempe 0 Eeniily
genes that will broaden the nowledge an GnRH
regaloion o bringnew penetic soreening, and Jlgrnoetic
and immmment [ooly reearches have been oping o
ldentily genes smocidsd with OFF for seveml] pears. By
studying individuals with hypoghmdotropic hypogh -
diem, & genetc diorder camsed by akbaenoe or dedicdency of
GNRH sacretion, we kamed abont Imporanm stmuolines
af GnRH sacetion Blmco & Kaer 3002, Smple &
Tapaloglo D010). Owing o the complexdny of the
s hanime invalved in pobeny infdabon and the inidal
fai e o denaly genes o iaied with JFF, it ha been
hypothesizd tha CFF was not coed by moatons in a
single gene, Bol raher Wi 4 comeegquenee of on il e
Imracions among endnment, meabalic facns, and
palFgenic defeas. However, with the develapmentol new
sequencing mathodokoges, tie combination of whalke-
exome segquendng analyss with detafled phenopplk
characerimton and the mednl sseaion of the oormact
cohor of patknis ked to the Hemifiodon of MERM? &=
an imparant 2poanr of pobenal devdopment MERNT
Ixthe first gene with a pmobabl 2 Inhibhoy efieaon GnRH
geretion, with mumations (deniified within homans
To date, MERMNZ I3 the moR common genetic defect
aszociatad with COPP. The kenah o on of 1ol kmoson
mumatomn in this gene @n oonidboae 1o the dagnoak
af CFF, sgpecally In Bop Iin whom the dgns of pobery
inftlaton ax nol @asly detecable exby helping 10
make the diggnoek eafbs and Gdbiming treatment
deciions In addithon, the preenoe of MERNG moafon
can conTibae o early dagnosis of CFF In Gmilkl ;e
and poide genetic coumading. It B not clar ¥ thew B
a sy diflewnoe n the efeo of MERM? moadons, bt it
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& evident that muations in this gene aoelenis pobeny
inftlaton in both exs. Althoogh the pecdse machanim
of ®myuatfon of GnEH zeoetion by MERMZE iz mot

Fei mnderstond, im imporonoe in the hppothalambce—
pimiry-gonadal axk & indigpoiahle The stodes of

Ml ? exppressbomn in the hypothalamic asoa e nodss of
mioe supno the fndings that kes-nd-foncd on mamions

In homanskad o early pobey iniiiadon and sirengthen
the hyppothesis that MEKENI acis as an imh@ior of
GnRH seoeion dming childhood (Fig. 31 UWdmaely,
the racent GWAS fndings lnking MERMNS with the ag
of menanche have aonaobdasd the imealvement of thix

gene in proberal timi ng.
The Mend@fication of a poaive inhbitory fuoor in

ihe hypomalami-plmioregonadal axk has apensd an
exdting new arwma in the nmmendocdine fdd Rorher
sindies will duddae e pracke mechanism of ackon of
this imparan repol aor of GnRH saceiion.
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Abs=tract

A pivatal event in the onset of puberty in bumare i the re-
emergence of the pulsatile rel=sse of the gonadotropin-re-
l=asing hoemone [GRiH] from amic meurons. Pathr
ways goernineg GniH and hawe besn
discovered by sbudying animial modiels and hemans with re-
productive disorders. Reoent human studies implicated the
activation of kisspeptin and its ognabe recepior (KES]S
KIS51H) and the inactivation of MERN3 in the premature re-
activation of GnAH secretion, causing central precosdous pa-
b:rt:,rlEFF;].ﬂiH'ﬂ.ammprntaﬂgmhataﬂmchng
arm of chrom csomes 15, encod es makarin ning finger peobein
4, which is inwolved in ubiquitination and o=l signaling. The
MERM3 protein is derived only from BNA transaibed from
thie patemally inherited copy of the gene due bo matemal
imperindging Currenthy, MERNT defects represent the miost fre-
quesnt kmowen genestic cause of familial PP, Inthis review, we
mpilared the dinical, hormonal and genetic aspects of dhil
dren with sporadic or familial CPP mussd by matations in
thie kisspeptinand MERANI systems, essential genetic faciors

Imtroduwction

The anset of puberty is first detected 25 an increase in
the amplitude and frequency of gonadotropin-releasng
hormone (GoRH] palses afier 2 quiescent perind during
childhood. The reemergence of pulsatile GniH secretion
leads to imcreases in the secretion of the gonadotropins
aned of the hitrinizing hermone (LH) and follide-stmu-
lating bormone {FEH) by the anterior pituitary gland and
to the consequent activation of the goonadal function [1].

Ftﬁu'nlm“umﬂmdhmmphm
of genetic, nutritional, environmental and
ic factors [, 3]. Compelling evidence supporting genetic
effects on pubertal timing has mainly been provided by
population-based studies [4]. The role of genetic factors
is also illustrated by the strong correlation between age of
menarche in mothers and danghters, among members of
an ethinic group, and by a greater concordance of pubertal
timing hebween monozygobic as compared to dizygobic
twins [5-7]. In additiom, the pubertal patiern may be m-
Auenced by familal tremds, sach that famibies with a
|:|:||:|:|:|'|:|n|:|.'1ir:|l'.'|1 Flftmnmurd:hﬂ:lpubﬂirhn:a@
er afh ln.l:-ll:-.-_'r affected member [E].

I:ln-'lmp-m—ﬂrpﬂ:ld:n.l l:-r-:i:-u-l:l.nu]:-n]::rl]' is clhmically
defined by the development of secondary sexual charac-

Tor pubertal timing. i T 5. g A, Bl
teristics before the age of & years in girls and 9 years in
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boys [9]. It resalts from the premature reactivation of the

h}pﬂ.hﬂhmm—phu‘l:q' gonadal axis with pubertal Levels
of gonadotropins and consequent gonadal stimulason
[10, 11]. Affected children have premature and progres-
sive sexma] development associated with an acceleration
in Enear growth and advancement in bone age. Mo hypo-
thalamic tumors or lesions are detected in the great ma-
jority of CPP patients, suggesting a different underlying
mectanism, such as genetic, epigenstic and/or environ-
mental factors [9, 10].

It is noteworthry that CPP has a striking predominance
in girls. The estimated incidence of CPP in American girls
is 1:5,000 to 1:10,000 [9]. Among Danish girls, the preva-
lence of CPP was 1-500 based on national registries over
a 9-year period [11]. Precocious puberty can resalt in
shart stature and psychological and behavioral disorders
in untreated patients [10]. Accumulating evidence sug-
gests an association between sarly timing of puberty and
adverse health outcomes in later life [13). Early age at
mienarche has been associated with increased risks of obe-
sity, bypertension, type 2 diabetes, ischemic heart disease,
stroke, cancer and cardiowascular mortality [14-17].

In this review, we explored the recent homan genetic
findings described in patients with CPP that hawe shed
light cm the mechanisms imvolved in premature GnRH
secretion.

Familial CPP

Famibial CPP is usually defined by the existence of
more than 1 affected member sither in the proband gen-
eration or in the pedigree [B]. A proportion of children
presenting with precocious or early may have a
[:mﬂ:l:r-l:ﬁml.l]'lmlnq' In an elegant observational study
,de Vries et al [8] described
43 (42 girks and 1 boy) out of 156 children with idiopath-
ic CPP who met the criteria for amikial CPP (27.5%). Seg-

regation analysis suggested an antosomal domimant in-
heritance pattern with incomplete sex-dependent pene
tmnnt.ﬂ.mnngr]::chﬂrmwrﬂur:mﬂr]:sh:ﬂufurlf
paberty, a parent was affected in 47.8% and a first-degres
relative in 93.5% of cases. Interestingly, precocious pu-
berty was imbherited maternally in 21 families and pater-
nally in 10 families. In only 4 families, precocions paber-
ty was imherited both and I:n:l.'llh'. Cam-
parison between the famdlial ic cases revealsd

a significantly lower matemnal age at menarche (mean:
1147 + 1.9 ws. 1266 = 1.18 years) and a more advanced
paberty in the familial CPP groap [8].

3 Mounemdrermsloay 314106k -8
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Rara Galn-of-Function Mutations in KI55] and KIS518

In the last decade, the kisspeptin system was revealed
u;m:;nlpt&iuptrufpu]:-ﬂ:l‘r onset [18, 19]. Several
recessive loss—of - n mutations in KISS1R, 2 G-pro-
tein-coapled receptor, previowsly known as GPRS4, were
nadotropic hypogonadism [20]. In 2008, the kisspeptin
system was also implicated in the pathogenesis of CPP in
humans. Teles et al [21] identified the Arst heterorygous
actating mutation in the KISS1R (p_Arg386Pro) in an
adopted Brazilian gird with CPP. This patient had thelar-
che from birth that progressed at 7 years of age and was
associated with accelerated growth welocity, adwanced
beone zge (11 years) and borderline pabertal GnRH-stim-
ulated LH peak levels In vitro studies revealed that the
p-Arg3B6Pmo mutation in KISS1R led to prolonged acti-
vation of intracellular sigraling pathways in response to
kisspeptin, resalting in a significant reduction in the de-
sensitization rate [22]. Later, Silveira et al. [23] described
2 rare heterorygous missense mutzbon in KISSL (p
Pro74Ser) in a boy with ve idi ic CPP (1
uf:gu!.t—l:ludhrm-;highm mmﬁ
in the ahsence of brain lesions or tumars. His mother and
maternal grandmother, who had normal pubertal devel-
opment, also carried the p Pro74%er mutation in the het-
erorygous state, suggesting incomplete sex-dependent
penetrance. The p.ProT45er mutation showed signifi-
cantly greater capacity to stimalate signal transduction
compared to the wild type after incubation with haman
serum in vitro, reproducing in vivo potential conditions.
These findings saggested that the KIS51 variant might be
more resistant to degradation, leading to greater kass
expanded the genotype-phenotype correhtions for the
kisspeptin pathways, no other CPP cases with gain-of-
function mutations in KI55/ R or KI55) have been report-
ed, suggesting that these genetic abnormalities are very
mechanism af GnREH secretion have also been screened
(GABRA!, NPY-YIR, LIN2EE TAC3, TACRS3, TTF! and
EAP1), but no pathogenic wariants were identified until
recently [24-28].

Loss-of Function Mutations in MERNI
In 2013, applying whale exome sequencing, Abren et

al. [29] were able to identify 4 loss-of function mutations
in 2 single gene, MEKRN3, in 5 out of 15 families {33%)
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Tabla 1. MERNI metations desoribed tn chaldron with typical chnscal and bormonal CPP

Femily F HEENT lartnd chmicd Dagrss LH, M Hamd F2, T,
Ha. KMo - ik - FEH, ppiml ng'd
pan dedopmond g, wfr
Tamrer wiage P LHBEH

1 I arriedC A=2ICkin'T3  Thdanche (3.7] LI i) aE M = -
s 0 ATl A0k ETY  Gensdandc{ia) BT 1 1 ¥ = I3 - TE

m &TradC A2 T3 Thadurche 5.5) &7 2 red | L1 KT e Z1s -
r! I IT_172 el Tprgt Thdurche 5.37) 7o 3 Ta e 38 L1 13
Be=li 0 IT_NT el Tzt Thadarche {(5.7] a0 3 &0 <OE ¥ 1.1 11
3 I 475_4nEmnd Alnss 14 Geonadarche amd A1 3 i) LI &7 1.5 - 118
TRl (=51

1] 47547l Alabs 2 Thpfu*14 = ar 3 7 L& I il | - LA

pebarche imknows

] I A75_4T el AlapsxCpia*14 Gensdarche ssd EE 3 1] a1 - 1 - e
[LISA) pubarche (B35}

n A75_4T el AlassClpia*14  Thdanche (3.0) &% 2 L3 - T4 1> 13
5 I st Pedglhrgs® 10 Thadanthe wmd TE 1 1 LD 12 =37 = -
[Brael} prbarche (g4}
& I 453 _4E%nd Pezlglhrgs®1s  Thadanche (5.4] &1 3 LE L* - -3 = -
(Rl
T I 452 _4E%nml PeziLhrg 16 Thdarch: fg.a] TR 4 n a4 - [1] B
Rl
] I sl Pezigibrgs® 10 Thdanche (1.0] &7 3 LA LE &2 FL] [ -
[Brael} and peherche (4.0
kS I &5 etramel  CinnasThohis Thadarche [4.0) EE 4 n &1 - 47 = -
(Rl
I3 I wg_Tenddd  Cloesellyh®s  Thdandhe smd LTI pd | LE - 84 m -
(Rl pubarche (Lol
1] I 482 _dETnel] Pezil L Arg® 16 Thdante isi) &y 3 E 5] 27 I 1] o -
Bl and pehesche (43
n I weslaT Asgdanter Gonadarche gmd ar 3 n 20 B 44 - &7

1] sl Asganter Thadarche [8.3] a4 2 E T - ] T F o]

m WiaT Asganter Thadarche s=d 57 12 L3 as m X <13

prbarche (5.4}

13 I r2aET=h Phedirile Thdante isi) 713 LA ar 75 ad - -
TRl
H I TG Cyrsally Thedarche f.4] T3 I3 LY W m -
Coeaxl [ S P Dynsally Consdandcunknrem 23 2 i ar M 13 - 4

Crmadanchs or ioticale cnlargerenit, brondgeniial dendopmat Tammer stage and bons sae smomed  the tme of disgaes [25. 30, 12]. E2 = Faire
ok T = frstowie rome.
" Bone ags ai 7.4 yean

with CPP. Fromatotal of 40 members stadied, 15 patients  nated from Morth America, Brazil and Belgium, indicat-
from hoth sexes (8 girs and 7 hoys) with CPP camied  ing that the MEREN3 motations in patients with CPP were
MEEN ¥ mutations. MERNI is an imprinted gene located ot restricied to a spedific ethnic group (table 11 Their
on the long arm of chrompsome 159112 in the Prader-  genotypes induded 3 MERNG frameshift mutations pre-
Willi spmdrome critic] region and encodes the makorin  dicted to encode truncated proteins and 1 missense moa-
ring finger protem 3. The 5 affected famibies were origi-  ton (pArg3655er) predicted to disrupt protein fundtion.
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Fig. 1. Schematc (ledmtion of MEEN
dommains and the mutions Identffizd tn
mationis with CPF. The protein has 5 zinc

finger domains: 3 ©3H modls, 1 CSHCA
BING motil with presumed vbiguitin B- '
i (o ). The b cor ““ I [T IR
annd.mlhtnmudp:mnmﬂa PAGILIGHTS |

protdin. Frameshift mutations ane shown pAllA MGy Mo (1)
mrd,hmmumml:-lﬂmd.
the 3 missznse matations in grom.

Pt e
plid “":"""" Oy pPhe 15
CEHCA

mmnmm

All affected individuals inherited their MERN3 muta-
tions from their fathers, demonstrating a perfect segrega-
tion with the mode of inheritance expected for a maternal
imprinted gene.

Later, Settas et al [30] reported a novel heteroaygous
MERN3 mutation {p.Cys340Gly) in 2 Greek shlings, 1
girl with CPP and 1 boy with early puberty, further ex-
panding the MKRN3 mutational spectrum. In accordance
with the maternal imprinted pattern of MERNZ, these 2
patients with CPP also received the mutated gene from
their matic father. The p.Cys340Gly motaton
was located in the CIHCA RING motif of MERMNI and it
was predicted to disnapt the protein function in distinct
im silico prediction programs.

b{m:rm'&fﬂuﬁ:ela] [31] analyzed 215 mnre-
lated children (207 girls and 8 boys) with idiopathic CPP
from 3 different university medical centers. Mo Gmily bis-
tory of prematare sexual devdopment was reported in the
great majority of these paients (213 cses). Automatic se-
quencing of MERNG in this sporadic CPP cohort revealed
5 novel heterozygous mutations in 8 unrelaied gids, in-
duding 4 frameshift variants and 1 missense variant (p.
Phed 17Tl ] is demonstrated thae the
riamk ﬂtﬁmpam‘rmﬁﬁhiinaﬂw' farmi-
lies. This finding confirmed a previous suspicion that the
familial nature af CPPis frequently underrecogmizead [31].
Indesd, mest children with CPP present for medical con-

¥ Meurendnermsl gy 301416k -8
R TS

sultation accompanied by their mothers, and their pater-
nal Gmily history is often unknown or unavailable. An.
other limitation to the detection of familial CPP cses is o
determine the precise onset of puberty in boys and in their
fathers, since testioalar enlargement is not as obvions as
breast development and menardhe in girls [32].
Currently, 10 different loss-of-fonction mutations of
MERN3 have been described in 22 patients with CPP
from 14 multiplex families, including & frameshift defects,
3 missense mutations and | nonsens: mutton (ble 1)
ed in the amino-terminal region of the protein which is
codified by a rich paly C site, suggesting that this area can
be a potential hot spot (kg 1). Thess recent findings indi-
cated that MERN3 loss-of -function mutations are a ciase
of familial CPPin humans, establishinga dear and stromg
genetic component af this reproductive condition.

lind =l Phanotypa of Patlants with MERN2
Mutathons

Patients with CPP due to MKRN3 mutations had typ-

tion af the reproductive axis, including early pubertal
signs, such as breast, testis and puhic hair development,
accelerated Enear growth, advanced bone age and elevat-
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ed baml andfor GnBEH-stimulated LH levels. Only 3 pa-
tmuﬁp.rka.:d.lbny}wﬂ: lozs-of -fundfon mutations
in MERN3 had mild nenspecific syndromic fextures, in-

tion immediately before puberty, suggesting that the
Mbn3 mENA expression pattern correluies with an in-
hibitory input in puberty inifiaton in these animals.
Froteins of the MABKORIN family have a highly dis-
tinctive zinc finger motif composition with 2 or 3 copies
of 2 C3H mobif in the M-terminal porticn of the protein
followed by a nowel Cys-His configumation, a CYHCY
RING zinc finger and a final ©3H motif [37). C3H zinc
fnger matifs hawe been implicated in RN A binding, while
the RING zinc finger motif i found in most E3 uhiguitin
ligases and is responsible for the ubiquitin ligase activity
[38]. I]:Eﬂﬂ.uprﬂ:l:ptnﬂmﬂﬂumm

the arcuate noclens, where there is a grompof genes whoss
expression is relevant to puberty | 3%]. Ubiguitination can
alsn be a signal for transduction, cell cpcle regulaion, dif-
ferentiation and morphogenesis, and other nemproteo-
brtic fates [25].

The dramatic rednction in MERNI expression at the
onset of puberty in mice in conjunction with the idensif-
catiom af loss-of - hanction miutations in humans with CPP
suggested that MERN3 might control puberty by poten-
tially repressing dovmstream targets instead of activating
the GnBH neuronal network [40]. Interestingly, MERN3
iz 2 member of the zinc finger family that can play 2 role
as 2 transcriptional repressor of the human pubertal pro-
cess. Indesd, this inhihitory mechanism appears to be a
core comparent of the neuroendocrine cirogitry that reg-
ulates the timing of puberty in primates [41].

Recently, the stmactural alignment of the native and
mutant MERN3 models predicied that the MEBN3 vari-
ant (p.Cys340Gly), identified in 2 Greek family with CPP,
leads to significant structural perturbations in the 3-di-
mensiona] stractare of the CIHCA RING motif, sapport-
ing the fanctional implications of this MERN3 missense
mutation [30].

Patantial imprimting Defocts in OPP

The Prader-Willi syndrome is 2 human imprinting
disorder resalting from the distarbance of imprinted-
gene expression within human chromosome 15 [42]. This
genetic condition appears to be a contignous gene symo-
drome caused by the loss of at least 7 of a number of genes
expressed exchasively from the paternal allele, including
MEEMN3I, MAGELZ, NDN, SNEPN and several snoRMAs
[42], but it is not yet known which specific genes in this
region are associated with this syndrome. Deletion of

'3 Neunendncrmalogy 2014103 1-8
e

10 WA compared to those without MERNT mutations
[mediare 3.6 Ui, ranging from 1.0 e 98 1) were dem-
onstrated in one stady [31]. Mo definitive explanation for

chromosome 15q1 1-g13, which encompasses MERN3,
contribates to the Prader-Willi syndrome. Analyses of
patients with the Prader-Will syndrome and balanced
translocations have implicated the SNURF_SMEFM locus,
telomeric to MERMN3 [43). Particularly, a girl with 2 pa-
termal deletion in MERNI, MAGEL? and NN genes,
who had few Eeatures of the Prader-Willi smdrome, had
signs af paberty at the age of 7 pears and & momths with
ld!ﬂmﬂbﬂﬂﬂ.ﬂ.hﬁ.ﬂ:blimﬂf':p?lﬂl
that MEKRN3 lossof function mutations
cause CPP, the deletion of these genes is likely the under-
lymgmﬂnmﬂﬂ:mhpﬁﬂt}'mﬂmpabml
mosome 15 In.rtl:nﬂ:l invalved in human pobertal devel-
opment based on dinical and genetic studies. It is well
known that patients with the Prader-Willi syndrome typ-
L:lﬂflnnmmmpl:ttimnlli-rdn]:mmt'hnt.m:ﬂnz-
ically, some begin to exhibit sgns of puberty much
lier than expected [44]. F:wa.ﬂnfdnkl:mm.lhﬂr
Prader-Willi syndrome and precocious puberty hawe
been reported [44]. Recently, it was investigated if CPFP
could arise from loss of MERNI expression by the pater-
nial allele die to a de nove deletion, matemal uniparental
disomy oran imprinting defect, mechanisms recognized
in the pathogenesis of the Prader-Willi symdroms [31].
Using methylation-specific multiplex Egation -dependent
probe amplification of chrommeosome 1511, Macedo et al
[31] detected no sbnormalities in the MERENF copy num-
beer as well as in the methylation pattern of the 15g11 lo-
cus in 52 patients with familial and sporadic CPP and
normal MEREN3 sequence, suggesting that epigenetic de-
fects in this chromosome region are probably mre mech-
anisms in this disorder.

Distinct chromosomal aboormalities have been asso-
diated with complex syndromic phenotypes, induding
CPF, such as 1p3é deletiom [45], 1g11.23 microdeletion
[Wﬂhﬂmﬂ:mmqu&m:! [46], 9p deletion [47], and
maternal discamy of chromosomes T (Silver-
Russell syndrome) and 14 { Temple syndrome) [34, 48]
Interestingly, dhromoscome T and 14 maternal uniparen-
Prader-Willi syndrome. It is unknown if the impairment
of cne single gene located in these affected chromosome
regions coald explain the prematere sexm] development
phenatype of syndromic patients, similardy to the recent
l:hn:nEDonnFHB:FI‘J'I] an chromosome 15 [43] Poten-
tially, buman genomic ssquence and global methplation
analyses in patients with familial or sporadic CPP couald
establish new genetic and epigenetic alterations in the
pathogenesis of this reproductive pediatric disorder.
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Proteins of the MAKORIN family have a highly dis-
tinctive zinc finger motif composition with 2 or 3 copies
of a C3H motif in the N-terminal portion of the protein
followed by a novel Cys-His ion, a CIHCA
RING zinc finger and a final C3H moti [37]. C3H zinc
finger motifs have been implicated in RNA binding, while
the RING zinc finger motif is found in most E3 ubiquitin
[38]. The widespread species conservation of the MAKO.
RIN protein family points to vital cellular roles, with
sbundant expression in the developing brain, including
the arcuate nucleus, where there is a group of genes whose
cq:muttknauopubcrty[w] Uh:pnamm

ulytqmmmmmddm
the GnRH neuronal network [40]. . MKRN3
uanmbﬂd&mcﬁnpﬁnly&amphyude

s a transcripSonal repressor of the human pubertal pro-
ﬂb&edﬂnlnhﬁhqmwbbe:

mumlmdehpu&chdﬂm&t MKRN3 vari.
ant (p.Cys340Gly), identified in a Greek family with CPP,
leads to significant structural perturbations in the 3-di-
mensional stracture of the CIHCA RING motif, support.
ing the fanctional impbcations of this MKRN3 missense
mutaton [30].

Potantial imprinting Defacts in CPP

The Pnda'WtE qndmneuahm Tnpeintng
mmmwﬁnhmn&mlsiﬂl.m
genetic condition appears to be a contiguous gene syn.
&unﬂdhﬁ:hd‘dhﬂ!dlmﬂbﬂdm

expressed exchusively from the paternal allele, including
mm.mmm SNRPN and several snoRNAs
[42), but it is not yet known which specific genes in this
region are associated with this syndrome. Deletion of

é Newroendocrmolagy 201 41021 -8
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chromosome 15q11-g13, which encompasses MKRN3,
contribates to the Prader-Willi syndrome. Analyses of
patients with the Prader-Wilk syndrome and balanced
telomeric to MKRN3 [43]. Particularly, a gird with a pa-
ternal deletion in MKRN3, MAGEL2 and NDN genes,
who had few features of the Prader-Willi syndrome, had
signs of paberty at the age of 7 years and 6 months with
advanced bone age, leading to a diagnosis of CPP [43].
cause CPP, the deletion of these genes is likely the under-
quednmnf&cm!yp&mymhpm
genes located on the long arm of chro-

mlshwbemmmlvduhmpubuddtnl
opment based on dinical and genetic studies. It is well
known that patients with the Prader-Willi syndrome typ-
ically have incomplete sexual development bat, paradox-
ically, some begin to exhibit signs of puberty much car-
lier than expected [44]. Few cases of children with the
Prader-Wilk syndrome and precocious puberty have
been reported [44)]. Recently, it was investigated if CPP
could arise from loss of MKRN3 expression
ﬂﬂ:hha&md&“mﬂﬂﬂm
Mwnnmmmw

of the Prader-Willi syndrome [31].
an:&yhma-upmﬁcnuhphipm&pnkm
probe amplification of chromosome 15q11, Macedo et al
[31] detected no sbnormalkities in the MKRN3 copy num-
ber as well as in the methylation pattern of the 15q11 lo-
cus in 52 patients with familial and sporadic CPP and
fects in this chromosome region are probably rare mech-
anisms in this disorder.

Distinct chromosomal aboormalities have been asso-
ciated with complex syndromic phenotypes, induding
CPP, such as 1p36 deletion [45], 1q11.23 microdektion
Wﬁmmmﬂ“] 9p deletion [47], and
matermal of chromosomes 7 (Silver-
qudnn:)and“ﬁenp&m&m)[}kﬂ].
Interestingly. chromosome 7 and 14 maternal uniparen-
tal disomies are genomic imprinting disorders like the
Prader-Wilk syndrome. It is unknown if the impairment
of one single gene located in these affected chromosome
mmﬂmhmﬂdw

n:f :hm T‘k
MKRN3 on 15 [43]. Poten-
ﬂmnm'ﬁwwwcwﬂ
establish new genetic and epigenetic alterations in the
pathogenesis of this reproductive pediatric disorder.
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ductive axis [39].
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Abstract

Precocious puberty has been classically defined as the onset of sexual secondary characteristics in
girls younger than 8 years and in boys younger than 9years. The discovery of potential factors which
trigger human puberty is one of the central mysteries of reproductive biology. Several approaches,
including mutational analysis of candidate genes, large-scale genome-wide association studies, and
(more recently) whole-exome sequencing, have been performed in attempt to identify novel ge-
netic factors that modulate the human hypothalamic-pituitary-gonadal axis, resulting in premature
sexual development. In the last two decades, it has been well established that autonomous gonad-
al activation can be caused by somatic (GNAS) or germline (LHCGRJ-activating mutations of genes
that encode essential elements for signal transduction of G protein-coupled receptors, resulting in
peripheral precocious puberty in McCune-Albright syndrome and testotoxicosis, respectively. More
recently, dominant activating and inactivating mutations of excitatory (KISS1/KISSTR) and inhibitory
(MKRN3) modulators of gonadotropin-releasing hormone secretion, respectively, were associated
with central precocious puberty phenotype. Indeed, loss-of-function mutations of MKRN3, a mater-
nal imprinted gene located at chromosome 15q, currently represent a frequent cause of central pre-
cocious puberty diagnosed in families from distinct geographic origins. Here, we review the known
genetic defects in central and peripheral precocious puberty. ©20165. Karger AG, Basel

Classically, precocious puberty is defined as the onset of pubertal signs before the age
of 8 years in girls and 9 years in boys [1]. The prevalence of precocious puberty is
about 10 times higher in girls than in boys, with an estimated prevalence of 0.2%
among girls and less than 0.05% among boys [2].





