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RESUMO

O ceratocisto odontogénico (CO) é uma neoplasia benigna que possui um
comportamento biolégico agressivo. O CO estd associado a alteracbes no gene
homologo 1 ao gene patched de Drosophila (PTCH1). Este gene possui diversas
isoformas geradas pelo uso alternativo do primeiro exon (1b, 1d e 1e). As isoformas
podem possuir diferencas na sua expressao, na capacidade de agir como receptor
da proteina sinalizadora Hedgehog (Hh) e na inibicdo da prépria via. Levando em
consideracao que a via Hh pode estar envolvida na patogénese do CO, o objetivo
deste estudo foi avaliar a presenca dos diferentes RNAmM do gene PTCH1 nesta
lesdo. Foram incluidos no estudo 40 CO, sendo 12 esporadicos e 28 associados a
Sindrome do Carcinoma Basocelular nevoide (SCBN). Destas lesfes, 17 eram
primérias, 17 eram marsupializadas e 6 eram recorrentes. O estudo da expressao
dos exons 1 alternativos do gene PTCH1 foi realizado através da técnica da
Transcriptase Reversa — PCR (RT — PCR). Os resultados demonstram que 90% dos
CO, esporadicos e associados a SCBN, expressam o transcrito 1b enquanto
nenhum foliculo dentario (controle) apresenta a expresséo desta isoforma. O RNAmM
do 1d é expresso na maioria dos CO e em todos os controles. Foi detectada a
expressao do transcrito 1b em todas as lesdes primarias, porém isso ndo ocorreu em
4 (24%) lesbes marsupializadas. O perfil de expresséo dos transcritos na mucosa
adjacente a lesdo é semelhante ao do CO. Concluimos que a via Hh esta
superativada no CO e na mucosa adjacente e que a marsupializacdo pode alterar a

expressao das isoformas.
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l.Introducéo

1.1 Ceratocisto Odontogénico

O ceratocisto odontogénico (CO) foi reclassificado de cisto para neoplasia
odontogénica benigna de origem epitelial pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) (2005). Esta mudanca ocorreu ap0s a publicacdo de vérios trabalhos
demonstrando que as caracteristicas do CO sdo mais compativeis com as de uma
neoplasia benigna do que de um cisto odontogénico (AGARAM et al., 2004; SHEAR,
2002).

Em geral, acredita-se que tipos diferentes de cistos odontogénicos
originam-se de restos epiteliais do tecido odontogénico formados em diferentes
estagios do desenvolvimento dental. HA uma concordancia de que o CO se origina
da lamina dental ou de seus remanescentes, mas atualmente ha poucas provas que
comprovam isso. A lamina dental é um epitélio embrionario que conecta o botéo
dental a cavidade oral e é formada no inicio da odontogénese, quando o ectoderma
invagina-se no mesénquima subjacente para formar o botdo dos dentes deciduos.
Posteriormente, as extensdes linguais e distais da lamina originam o0s germes
dentéarios dos dentes permanentes. No estagio de sino do desenvolvimento dentério,
a lamina desintegra, mas grupos de células epiteliais ainda permanecem nos
pertuitos 6sseos (EDUARDO KATCHBURIAN & VICTOR ARANA, 1999).

Ao estudar embrides humanos, microcistos foram encontrados se formando a
partir de remanescentes epiteliais da lamina dental (STOELINGA, 2003). Apesar dos
microcistos nao possuirem caracteristicas compativeis com CO, este achado é um

indicio da capacidade de proliferacéo atipica da lamina dental.

O CO é uma lesédo intra-0ssea que tende a crescer no sentido
antero-posterior nos espacos medulares. H4 uma leve predilecdo pelo sexo

masculino e ocorrem na em 60 a 80% dos casos. As lesdes podem ser Unicas ou
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multiplas, multi ou uniloculadas, pequenas ou extensas (NEVILLE et al., 2004).
Histologicamente o CO € caracterizado por epitélio estratificado pavimentoso
queratinizado de espessura uniforme delimitado por uma cépsula fibrosa fina. A
camada basal estd disposta em palicada e é composta por células colunares ou
cuboidais. Cistos satélites sdo achados comuns na cdpsula do CO (HODGKINSON
et al., 1978; KAKARANTZA-ANGELOPOULOU & NICOLATAU, 1990).

Um procedimento usual no tratamento do CO é a marsupializagdo. Este
procedimento descrito h& bastante tempo consiste basicamente na comunicacdo e
unido da lesdo com o meio bucal e em alguns casos leva a regressdo do cisto
(NAKAMURA, 2002; POGREL, 2005; POGREL & JORDAN, 2004). Apos a
marsupializacdo alguns CO podem apresentar aspecto microscopico semelhante ao
epitélio bucal (NAKAMURA, 2002) além de alteracbes no seu componente epitelial
(AGARAM, 2004; SHEAR, 2002). Entretanto h& controvérsia sobre a taxa de
recorréncia a longo prazo (POGREL, 2007).

Embora os mecanismos relacionados a patogénese do CO néo tenham sido
completamente elucidados, estudos apontam para a desregulacdo da via Hedgehog
(Hh) causada por mutacdo no gene homologo 1 ao gene patched de Drosophila
(PTCH1), um regulador negativo da via.

A conexao entre mutacdes no gene PTCH1 e o céancer foi feita depois da
observacdo de que mutacdo germinativa neste gene levava a Sindrome do
Carcinoma Basocelular Nevoide (SCBN) (HAHN et al., 1996b; JOHNSON et al.,
1996). Essa descoberta motivou diversos pesquisadores a investigarem o papel dos
genes da via Hh em diversos tumores. A SCBN é uma condi¢cdo autossémica
dominante rara caracterizada por mdltiplas anomalias em tecidos e 6rgdos e
predisposicao ao desenvolvimento de CO e carcinomas basocelulares (GORLIN,
1995; HAHN et al., 1996b; JOHNSON et al., 1996).

Mutagcdo no gene PTCH1 em CO associados a SCBN foi descoberta
originalmente por Lench et al. (LENCH et al., 1997) e subsegientemente uma
mutacdo somatica em CO esporadico foi descrita pelo nosso grupo (BARRETO et
al., 2000). Mutacdes neste mesmo gene ja haviam sido encontradas em pelo menos

30% dos carcinomas basocelulares esporadicos (GAILANI et al.,, 1996) e quando
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foram analisados os niveis do RNAm do receptor Hh e de outros genes alvo Hh
neste tumor, os resultados indicaram hiperatividade da sinalizacdo Hh (GAILANI et
al., 1996; UNDEN et al., 1997; DAHMANE 1997).

1.2 Via Hedgehog

Os componentes da via Hh foram descobertos originalmente por Nusslein-
Volhard e Wieschaus (1980) quando realizavam “screen” genético em populacdes
mutadas de larvas de Drosophila. Mais tarde genes homdlogos foram encontrados
ao longo dos filos e, apesar das diferencas cruciais, a maquinaria celular de
recebimento, transducéo e interpretacdo da sinalizacdo Hh é largamente conservada

durante a evolucao divergente dos insetos e mamiferos.

O gene que da nome a via, Hedgehog (Hh), codifica uma proteina ligante
sinalizadora e possui trés homdlogos em humanos, Sonic hedgehog (SHH), Indian
hedgehog (IHH) e Desert hedgehog (DHH) (ECHELARD et al., 1993). O gene
patched de Drosophila (ptc) codifica uma proteina transmembranar receptora de Hh
(STONE et al., 1996); em humanos foram encontrados dois homologos: PTCH1 e
PTCH2. O PTCHL1 é mais similar ao Ptc enquanto a expressdo do PTCH2 é mais
restrita e poucos fenétipos sédo associados a sua perda (RAHNAMA et al., 2004). O
cubitus interruptus (ci) codifica uma proteina “zinc finger’ que atua como fator de
transcricdo da via (ALEXANDRE et al.,, 1996). A funcdo deste gene ancestral
invertebrado foi divida entre trés proteinas nos vertebrados: Glil, Gli2 e Gli3 (BAI et
al, 2004; PLATT et al., 1997). Gli2 ativa os genes alvos, incluindo Glil que € um fator
de transcricdo secundario. Gli3 é um tipo de repressor da transcricdo (RUIZ |
ALTABA et al., 1997)

A cascata de sinalizac&o inicia-se com a ligacéo da proteina secretada Hh no
seu receptor transmembranar PTCH1 da célula alvo (MARIGO et al.,1996; STONE
et al., 1996). Antes de ser secretado, o peptideo Hh é modificado em sua calda N- e
C-terminal pela adicdo de palmitoil e colesterol (MANN et al., 2004). A secrecéo de

Hh necessita da proteina transmembranar do tipo transportadora Dispatched (Disp)
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(BURKE et al., 1999). Devido a sua dupla modificagdo lipidica e conseqientemente
afinidade de associacdo com membranas, a proteina secretada Hh age diretamente

em células distantes no tecido.

Na auséncia do ligante Hh, PTCH1 age cataliticamente na inibicdo de
Smoothened (Smo), um receptor acoplado a proteina G (TAIPALE et al., 2002). No
citoplasma, proteinas quinases como PKA, GSK3p e CKla levam a clivagem de Gli
mediada por proteossomo em uma forma N-terminal truncada. Essa forma clivada
age como repressor da expressao dos genes alvos (RUIZ | ALTABA et al., 1997).
Supressor de Fused (Sufu) também age como um regulador negativo da via se
ligando ao Gli nuclear e citoplasmatico, inibindo a ativagcdo dos genes Hh alvos
(DING et al., 1999).

Na presenca do ligante Hh, a repressdo de Smo, que € o responsavel por
intermediar a sinalizacdo Hh dentro da célula, € inibida (HUANGFU & ANDERSON,
2006; JIA & JIANG, 2006). A presenca do ligante permite a acumulacdo de Smo que
inibe a clivagem proteolitica de ci em drosophila; este processo envolve a interacdo
direta com Costal-2 e sequestro do complexo contendo a proteina ci, impedindo a
protedlise do fator de transcricdo (COLLINS & COHEN, 2005).

Em vertebrados, a ativagdo do Smo culmina na acumulacao de Gli ativado no
nacleo e transcricdo de genes alvos (VON OHLEN et al., 1997). A seqiiéncia de
eventos moleculares que conecta Smo ao Gli ainda é pobremente compreendida. A
guantidade de Hh disponivel para se ligar ao PTCH1 é firmemente regulada pela
proteina de interacdo com Hh 1 (Hhipl). Hhipl sequestra o ligante Hh, mas ao
contrario do PTCH1, ndo possui efeito na atividade da proteina Smo (JEONG &
MCMAHON, 2005).

Os alvos da sinalizagcdo Hh incluem genes importantes para a proliferacao
celular — protooncogenes — assim como fatores de transcricdo e o proprio PTCH1. A
transcricdo do PTCH1 e Hhip1 promovem “feedback” negativo dentro da via
(INGHAM et al., 1991). O aumento dos niveis de PTCHL1 evita a transcrigéo de Glil e
PTCH1, dois genes que tem sua expressdo normalmente induzida por Shh
(GOODRICH et al., 1999). O gene PTCH1 é sempre ativado pela sinalizacdo Hh,
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assim, a sua transcricdo € uma indicacdo real da resposta celular ao sinal Hh
(ANEXO A).

A via Hh possui participagdo essencial na embriogénese, determinando a
diferenciac@o celular e/ou a morfogénese de diversos érgaos e tecidos, incluindo o
epitélio dental (CHIANG et al., 1996; HARDCASTLE et al.,, 1998; CHIANG et al.,
1999; HEBROK et al., 2000). Componentes da via Hh coordenam a invaginacéao do
epitélio oral no tecido embrionario subjacente durante a fase inicial de formacéo dos
dentes (HARDCASTLE et al., 1998).

Outra evidéncia da importancia dessa via na formacao e desenvolvimento dos
dentes foi feita através de experimento com alelos condicionais que tornou possivel
a remocao da atividade de expressdo do Hh apenas no germe dentario de
camundongos. Esse experimento demonstrou que a auséncia deste sinalizador no
tecido odontogénico provoca severo retardamento do crescimento do dente, levando
a disposicdo andmala destes na mandibula e interrupcdo da morfogénese
(DASSULE et al., 2000).

A sinalizacdo Hh assume também um papel homeostatico pés-embrionario na
manutencdo e proliferacdo de células troncos do tecido adulto (TAIPALE &
BEACHY, 2001; MACHOLD et al., 2003). As células multipotentes do cabelo, que
possuem semelhancas desenvolvimentais com o dente, expressam genes Hh
durante a fase de proliferacdo (ORO & HIGGINS, 2003). A perda da sinalizacdo Hh
evita a proliferacdo ao passo que o aumento do sinal resulta na formacdo do
carcinoma basocelular (PASCA DI MAGLIANO & HEBROK, 2003).

A sinalizacdo Hh também parece controlar a morte celular. Evidencias de que
a apoptose envolvida na formacao dos digitos das extremidades de camundongos
Shh -/- é perdida em animais Shh-/-;Gli3-/-, indicam que o fragmento repressor Gli3
pode agir como indutor da apoptose (WANG et al., 2007). Outro experimento com
células 293T demonstrou que a superexpressao da proteina PTCH induz a morte

apoptotica na auséncia do ligante Shh (THIBERT et al., 2003)

A sinalizacdo Hh funciona de uma maneira dose-dependente (INGHAM &

MCMAHON, 2001). Sendo assim, niveis especificos sao cruciais para o
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desenvolvimento e funcionamento adequado de diferentes tecidos; o aumento ou
diminuicdo da atividade da via resulta em defeitos severos. A superatividade da via,
seja ela causada pela mutacdo de algum componente Hh ou via superexpresao do
ligante € uma marca molecular de diversos grupos de tumores, incluindo carcinoma
basocelular, meduloblastoma, céncer de péancreas, de pulmdo e de préstata
(DAHMANE et al., 1997; RAFFEL et al., 1997; THAYER et al., 2003; WATKINS et
al., 2003; SANCHEZ et al., 2004).

Embora a desregulacdo da via Hh tenha sido associada a diversos tipos de
tumores, o mecanismo molecular e celular por trds disso ainda € pouco
compreendido. Vérias pesquisas desta década vém apontando uma relacéo direta
da via Hh com a transcricdo de genes relacionados com a proliferacéo celular e a

apoptose.

Alguns estudos demonstraram participacdo efetiva da via Hh nos dois
momentos especificos do ciclo celular denominados “checkpoints”. Os “checkpoints”
acontecem na transicdo G1-S e na transicdo G2-M do ciclo. Estes pontos permitem
a célula certificar-se da sua integridade e se as condicbes do microambiente

encontram-se favoraveis a sua sobrevivéncia.

Barnes et al., (2001) demonstraram que PTCH1 enddgeno e ciclina Bl
enddgena interagem in vivo no citoplasma da célula sugerindo que PTCH pode ter
um papel na regulacéo da localizacédo do fator promotor da fase M (MPF). Este fator
€ constituido de ciclina B1 e cdc2 e é importante no “checkpoint” G2-M. A entrada de

MPF no nacleo é um evento que precede a mitose celular.

Em cerebelo de mamiferos foi observado que Shh regula niveis de transcricdo
do RNAm de ciclinas do tipo D e cilcinas E (KENNEY & ROWITCH, 2000). Mais
tarde Duman-Scheel et al. (2004) demonstraram, em Drosophila, que a
superexpressao do fator de transcrigdo ci causa o aumento da regulagéao de ciclina
D. Este estudo também revelou que a sinalizagdo Hh induz a expressao de ciclina E

atraves da ligacéo do fator de transcricdo ao promotor da ciclina E.

A ciclina D e ciclina E tém um papel importante no “Checkpoint” G1-S. A

ciclina D se liga a CDK-4 ou CDK-6 no inicio da fase G1 do ciclo celular para
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fosforilar e inativar a atividade inibitéria da proteina do retinoblastoma (pRB). A
inativacao de pRB libera os fatores de transcricdo E2F que promove a transcricéo de
genes alvos como o antigeno nuclear de proliferacéo celular (PCNA) e a ciclina E
(HUNTER & PINES, 1994; OHTANI et al., 1995). A ciclina E se liga a CDK-2 também
na fase G1 do ciclo celular e este complexo constitui um regulador especifico desta
fase (DULIC et al., 1992).

Bigelow et al., (2004) demonstraram um link entre a via e a transcricdo do
gene bcl-2 em queratindcitos que elucida um mecanismo molecular da via Hh na
apoptose. O gene bcl-2 possui um sitio funcional de ligacdo Gli e este fator de
transcricdo € capaz de regular positivamente a expressao de bcl-2 endoégeno de
maneira dose-dependente na epiderme de camundongos transgénicos (BIGELOW
et al. 2004). Bcl-2 é uma proteina antiapoptotica frequentemente encontrada em
altos niveis em carcinoma basocelular (RODRIGUEZ-VILLANUEVA et al., 1995;
DELEHEDDE et al., 1999).

1.3 Isoformas do PTCH1

Mecanismos que possibilitam a expressdao de multiplos RNAmM por um Unico
gene sdo de grande importancia para a geracao de diferentes proteinas funcionais e
para a regulacdo génica (AYOUBI & VAN DE VEN, 1996). Um dos mecanismos é
chamado recomposi¢cao ou “splicing”. Este mecanismo consiste na modificacdo do
RNA depois da transcricdo e é poderoso para o controle da expressao génica e
possibilita a diversificacdo funcional das proteinas (LOPEZ, 1998). “Splicings”,
porém, ocorrem 74% das vezes em regides nédo transcritas dos genes (JOHNSON et
al., 2003). Outro mecanismo € o uso de diferentes promotores que influenciam

guantitativamente e qualitativamente a expressao génica em diferentes células.

Promotor € uma estrutura modulatéria do DNA que contém elementos
necessarios para iniciacao eficiente da transcricdo e para controlar a expressdo do
gene (AYOUBI & VAN DE VEN, 1996). Multiplos promotores sdo responsaveis pela

transcricdo alternativa do primeiro exon, como acontece nos genes DICER e
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NPY -Y1 (IRVIN-WILSON & CHAUDHURI, 2005; BALL et al., 2005). O gene humano
DICER codifica uma enzima que participa do processo de silenciamento de genes ao
nivel do transcrito, chamado de RNA de interferéncia ou RNAI. O uso dos diferentes
promotores geram RNA de tamanhos diferentes e diferentes sequéncias na regiao 5’
e o promotor utilizado € diferente em células do cancer de mama e em células nao
mamarias (IRVIN-WILSON & CHAUDHURI, 2005). O gene NPY-Y1 codifica o
receptor do neuropeptideo Y, importante na regulacdo de diversas funcdes
bioldgicas. Diferentes RNAmM de diferentes tamanhos séo transcritos sob o controle
de pelo menos trés promotores diferentes ativados de maneira especifica
dependendo do tecido (BALL et al., 2005)

Hanh et al. (1996a; 1996b) noticiaram inicialmente a presenca de pelo menos
dois exons 1 na regiao 5 do gene PTCH1 e nomearam o original como 1 e o
adicional como 1A. Estes dois exons séo diferentes ainda do primeiro exon noticiado
por Johson et al. (1996), que foi nomeado 1B. A técnica 5 RACE, ou “Rapid
Amplification of cDNA Ends”, e o posterior sequéciamento de clones possibilitou a
descoberta ainda de outros exons 1 alternativos na regido 5 e o estudo das
isoformas do gene PTCH1 originadas pelo uso destes diferentes primeiros exons
(KOGERMAN et al., 2002; SHIMOKAWA et al., 2004; NAGAO et al.,, 2005;
SHIMOKAWA et al., 2007). N6s adotamos a nomenclatura das formas alternativas
do primeiro exon proposta por Nagao et al. (2005) com base na ordem 5 - 3’ dos

exons no gene, assim, os anteriores 1B, 1 e 1A correspondem ao exon 1b, 1d e 1e.

A técnica 5’ RACE consiste na producdo de uma cépia de cDNA da regido do
RNA usando a transcricdo reversa — PCR. Neste processo, a por¢édo 5 nao
conhecida do transcrito € copiada utilizando uma seqiiéncia conhecida do centro do
transcrito. Seguidamente a sintese de cDNA, a enzima TdT (terminal
desoxinucleotideo transferase) é usada para adicionar uma calda homopolimérica a
regidao 3’ do cDNA, ou seja, uma calda de nucleotideos idénticos. Uma reacao de
PCR convencional é entédo realizada utilizando primers anti-sense especificos para a
regido conhecida e primer sense que se liga a calda homopolimérica adicionada a
extremidade 3’ do cDNA para a amplificar o produto cDNA na sua regido 5 nao

conhecida.
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As isoformas do PTCH1 mais prevalentes sdo PTCHb, PTCHd e PTCHe,
geradas pelo uso dos primeiros exons 1b, 1d e le respectivamente. Estas variantes
sdo governadas pela presenca de promotores alternativos e estes promotores
mostraram diferentes padrbes de atividade em diferentes tipos de células. Estes
dados sugerem que as transcricbes das variantes PTCH1 séo reguladas

diferentemente nos diversos tecidos (AGREN et al., 2004).

As variantes PTCHd e PTCHe s&o ubiquamente expressas entre os tecidos
(KOGERMAN et al., 2002; SHIMOKAWA et al., 2004; NAGAO et al., 2005), sendo
que o exon 1d € encontrado em maior quantidade (NAGAO et al., 2005). O transcrito
1b é prevalente durante o desenvolvimento embrionario (NAGAO ET AL., 2005;
SHIMOKAWA et al., 2007) e codifica uma proteina integral capaz de bloquear
completamente a atividade do fator de transcricao Glil (SHIMOKAWA et al., 2007).
O nivel de expressdo de PTCHe é o menor entre os tecidos e, juntamente com
PTCHd, pode ser importante para a homeostase do tecido ou como supressor de
tumor (NAGAO et al., 2005). Todas as isoformas séo capazes de inibir a atividade de
Smo (KOGERMAN et al., 2002; SHIMOKAWA et al., 2004).

A deteccéo dos varios exons 1 por Transcriptase Reversa — PCR (RT — PCR)
em amostras de cDNA total de carcinoma basocelular e de tecido normal, mostrou
niveis similares dos transcritos 1d e le em todas as amostras e niveis
exclusivamente aumentados de 1b em carcinoma basocelular, muitas vezes
refletindo a superatividade da via neste tipo de tumor (KOGERMAM et al., 2002).
Este achado, juntamente com a revelacdo de estudos in vitro de que a atividade
transcricional do gene PTCH1 mediada pela via Hh é dependente de um Unico sitio
de ligacdo GLI na regido upstream do PTCHb, sugerem que apenas PTCHb é

autoregulado pela sinalizacao Hh.
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1.4 Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi investigar a expressdo das formas

alternativas do primeiro exon do PTCH1 em CO.

Os obijetivos especificos foram:

- Identificar a expressédo dos multiplos transcritos em CO esporadicos e associados a
SCBN.

- Comparar a expressdo do PTCHb em CO e em foliculo dental.

- Identificar a expressao dos exons 1 alternativos do PTCH1 na mucosa adjacente

ao CO e na mucosa de pacientes saudaveis.

- Avaliar o impacto da marsupializacdo na expressao dos transcritos
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Abstract

Odontogenic keratocyst (OKC) is an aggressive benign odontogenic neoplasm
associated with PTCH1 alteration. PTCH1 has several isoforms generated by use of
different first exon (1b, 1d and 1e). These isoforms code for proteins with different
functions, expression profiles and transcriptional regulation. The aim of the present
study was to investigate the expression of PTCHL1 first exons in OKC tumors to shed
light on scenery whereby PTCH1 coordinates OKC tumorigenesis. Forty OKC,
including 12 sporadic and 28 associated with BCNS, were included in the study. The
variants 1b, 1d and le were investigated by RT-PCR. The exon 1b was detected in
90% of OKC and none of the dental follicle (control). Most of the OKC, sporadic and
syndromic, and all of the samples of dental follicles demonstrated the expression of
1d mRNA. All primary OKC had 1b mRNA while 4 (24%) lesions marsupialized lost
1b expression. In addition, the pattern of exon 1 expression observed in oral mucosa
adjacent to the OKC was similar to the OKC tumor. In conclusion, this report showed
overactivity of Hedgehog (HH) pathway in OKC lesion and at adjacent oral mucosa.
We also demonstrated that marsupialization could alter PTCH1 variants profiling in

some OKC cases.

Keywords: Odontogenic keratocyst, PTCH tumor suppressor gene, alternative first

exons, Hedgehog pathway.



25

Introduction

The Hedgehog (HH) signaling is pivotal to patterning, morphogenesis and growth in
numerous tissues, including teeth %23, The human homologue of the Drosophila
Patched gene (PTCH1) codifies a 12-pass-transmembrane receptor for Sonic
Hedgehog (SHH) and other Hedgehog proteins and normally represses the functions
of the signaling effector Smoothened (SMO), a member of the seven-transmembrane
receptor superfamily. Binding of HH on the PTCH1-SMO complex releases SMO and
signaling is transduced, leading to activation of target genes by the GLI family of
transcription factors. The target genes include PTCH1 itself, and this creates a

negative feedback loop that restores the balance between HH and PTCH1 activities

4

The discovery that germline mutations of PTCH1 are the underlying cause of
Gorlin’s syndrome, also known as Nevoid Basal Cell Carcinoma Syndrome (NBCCS)
56, prompted several authors to investigate the role of the HH pathway in the
pathogenesis of a number of tumors associated with this syndrome. NBCCS is a rare
autosomal-dominant condition characterized by multiple basal cell carcinomas
(BCC), medulloblastoma, skeletal anomalies such as fused, bifid and splayed ribs
and odontogenic keratocyst (OKC) of the jaws . Odontogenic Keratocyst is a benign
neoplasm with an aggressive biological behavior thought to arise from the primitive
odontogenic epithelium, essentially the dental lamina 8. Mutations of PTCH1 in OKC
associated with Gorlin’s syndrome were first described by Lench et al. (1997) °.

Subsequently, our group reported one somatic PTCH1 gene mutation in the epithelial
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lining of human OKC °. However, as no PTCH1 mutations were found in two other

sporadic OKCs, the mechanisms that lead to OKC formation are still obscure.

Alternative expression of mMRNAs generated by a single gene is an important
mechanism to make different proteins and to regulate genes in a time-dependent
manner 1. In addition, gene variants at 5’ end have been shown to be important in
tumor formation 2. To date, different groups have reported the presence of several
PTCH1 isoforms generate by splice variants of the first exon. These isoforms have
different expression profiles, function and transcriptional regulation 1314151617 The
most prevalent isoforms are PTCHb, PTCHd and PTCHe, generated by first exon 1b,
1d and 1le, respectively. The variant PTCHd was predominantly expressed among
adult tissues 131416, PTCHb, a transcript prevalent during mouse embryonic
development 1617 encodes a full-length PTCH protein that completely blocks the
transcription factor GLI1 activity /. PTCHe was present at in low levels among
human tissues and, together with PTCHd, may be important for tissue homeostasis
or tumor suppression 6. All isoforms can inhibit HH protein activity; however, only 1b
has an additional capacity to completely inhibit SMO activity 34, Furthermore,

transcripts 1b were found to be exclusively upregulated in nodular BCC 3,

Therefore, taking into account the PTCH1 involvement in OKC tumorigenesis
and the importance of the alternative splicing of the first exon to generate different
functional PTCH isoforms, the aim of this study was to investigate the expression of

these variants in sporadic and syndromic OKC tumors.
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Material and Methods

Human Tissue

Forty fresh samples of OKC tumors, 12 sporadic and 28 NBCCS-associated, were
included in this study. The age of the patients with sporadic lesions ranged from 15 to
62 years, with a male to female ratio 1:3. The number of lesions on the five patients
(two male and three female) affected by NBSCCS varied from two to eight. Among all
40 OKC lesions included in this report analysis, 17 were primary lesions, 17 were
obtained by enucleation of marsupialized cysts and six were recurrent cases. All
samples were collected at the time of surgery, a section of the lesion was
immediately snap frozen and stored at -80°C and the other part was subjected to
histopathological diagnostic procedures. Twelve fragments of oral mucosa adjacent
to the cystic lesion were also obtained during incisional biopsy or enucleation. As
these fragments were too small they were not subjected to histopathological analysis.
In addition, five dental follicles (control) and five samples of normal oral mucosa were
obtained from healthy volunteers during non-neoplastic or preprosthetic surgical
procedures. The present study was approved by the local Ethics Committee and a

signed informed consent was obtained from all patients as well as healthy volunteers.
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Reverse transcription—PCR analysis

Total RNA was extracted using Trizol Reagent (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, CA), according to the manufacturer’s protocol. The RNA was prepared
from 25 mg of human frozen samples and treated with DNAse (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA). For reverse transcription, Superscript first-strand
synthesis system (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) was used and the
single strand cDNA was employed for PCR. The PCR was performed with primers 3’
and 5’ from exons 1b, 1d e 1e previously described (NAGAO et al., 2005). Each
reaction consisted of 2.5 ul 10X PCR buffer, 5 ul dNTP-mix (ImM of each), 1 ul
Magnesium Chloride (50mM), 0.5 ul of each primer (Integrated DNA Technologies,
Coralville, 1A) (20pmol), 0.3 ul Platinum Taq DNA polymerase (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA) (5U/ul) and 500 ng cDNA in a total volume of 25 ul. The
tubes were transferred to a thermocyler (Eppendorf AG, Germany) and the steps for
amplification were initial denaturation at 94° for 5 min followed by 35 cycles of 94°C
for 15 sec, 58°C for 30 sec for exon 1b or 55° for 30 sec for exons 1d and le and
72°C for 45 sec, followed by a final extension at 72°C for 5 min. The products were

visualized in silver stained 6.5% polyacrilamyde gel.
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Results

PTCHb is upregulated in odontogenic keratocyst

In this report, we focused on the isoforms PTCHb, PTCHd and PTCHe
generated by the use of different first exon named 1b, 1d and 1e 8. The splicing
variants of the first exon were amplified using specific primers in a cDNA panel. An
illustrative figure of exon 1 expression and the percentage of positive cases for each
exon in sporadic and syndromic-associated OKC tumors and dental follicles are
shown in the Figures 1 and 2. Exon 1b was not present in any of the dental follicle
samples (Fig. 1A) but was identified in 36 (90%) out of 40 OKC lesions (Fig. 1B and
2). Most of the OKC cases, sporadic and syndromic, and all samples of dental
follicles showed expression of exon 1d mRNA (Fig. 2). We found that the expression
of exon 1le transcript in both groups of OKCs (35%) was similar to dental follicles

(40%) (Fig. 2).

PTCHb is more evident in primary OKC then OKC treated by marsupialization

lesions

We evaluated whether marsupialization alters the PTCH mRNA expression

profile. To answer this question, we compared the RT-PCR results in 17 OKC treated
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by marsupialization, 17 primary and six recurrent cases. Surprisingly, while all
primary OKC had exon 1b mRNA, four out of 17 (23.5%) marsupialized lesions had
no exon 1b mRNA (Fig. 3). In addition, exon 1d was the most prevalent isoform in
OKC submitted to marsupialization. The exon 1b and 1d were detected in all

recurrent OKC cases (Fig 3).

Hedgehog Pathway is overactive in OKC overlying mucosa

The expression pattern of exon 1 was also studied in the oral mucosa
adjacent to OKC tumor. Interestingly, 10 out of 12 (83%) samples of oral mucosa
adjacent to OKC lesions revealed a band corresponding to exon 1b and none of the
samples of oral mucosa from healthy individuals expressed this transcript (Fig. 1C
and 1D). Therefore, the pattern of exon 1 expression observed in oral mucosa
adjacent to the OKC was distinct from normal oral mucosa and was comparable to

the OKC lesion.



31

Discussion

Deregulating HH signaling is a molecular hallmark of several subsets of
tumors. The discovery of the tumor suppressor gene Patched 1 (PTCH1) mutation in
sporadic and familiar OKC provided the starting point at understanding the molecular
pathogenesis of this tumor. The PTCH1 gene has different 5 end followed by 22
commons exons that are translated into alternative mRNAs. These isoforms have
been named in a different way by different authors and in our report, we adopted the
nomenclature proposed by Nagao et al. (2005) 16. Thus, we have investigated the
expression pattern of different PTCH1 isoforms in forty OKC cases to determine the

role of PTCH1 gene in OKC tumorigenesis.

Firstly, we examined the expression pattern of the PTCH variants and we
observed that the transcript 1b is increased in the epithelium of the sporadic and
syndromic OKCs compared to controls (Fig. 1 and 2). The protein encoded by
PTCHb is the only one that can completely inhibit SMO activity and its mRNA is
increased in embryonic tissues and basal cell carcinomas 131617, Taken together, our
data indicates that HH pathway is overactive in OKC and supports the notion that

expression of this isoform is an attempt to restore the balance of the pathway 37,

A subset of familiar and sporadic OKC and BCC harbors PTCH1 mutations
leading to constitutive activation of the embryonic HH signaling %18, Experiments
with transgenic mice that conditionally express the HH effector Gli2 showed that
sustained HH signaling is required for growth of BCC *° and that epithelium-specific

HH signaling could reprogram residual odontogenic cells to proliferate, stratify, and
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differentiate 2°. It is also known that HH signaling regulates the proliferation of distinct
cell types via direct activation of genes that are involved in the progression of the cell
cycle 2L, Therefore, it is plausible that the increased proliferative activity observed in
OKC compared to other odontogenic cysts 22 is associated with the uncontrolled HH

activity pathway.

The usual clinical management for OKC is masurpialization that, by definition,
consists of the conversion of the lesion into a pouch connected to the oral mucosa. It
has been shown that this procedure can decrease the size of lesion and in some
circumstances cause its regression but there are conflicting data regarding the
effectiveness of this procedure 2324, Some of the OKC lesions in our study showed a
different expression pattern of exon 1 after this procedure. These lesions lost exon 1b
expression and exhibited exon 1d transcript, a similar pattern observed in dental
follicles. It is important to note that exon 1d variant seems to be associated with the
constitutive activation of the HH signaling 316, Our finding indicates that linking the
cyst with the oral mucosa alters the HH pathway regulation in some lesions, but not

in all tumors.

Finally, we examined the expression profile of exon 1 in the oral mucosa
adjacent to OKC lesions. Interestingly, this mucosa showed expression of the exon
1b (Fig. 1C) that was not present in the healthy mucosa. This implies that runaway
activation of HH pathway also occurs in OKC adjacent area. This fact could be
explained by the presence of clusters of epithelial islands and microcysts, which are
believed to origin new cyst or recurrences. These islands and microcysts have been
found in a large group of overlying mucosa connected to the OKC through a bony

perforation 2°. As the fragments of oral mucosa adjacent to OKC tumors included in
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the study were too small, it was not possible to perform their histopathological
analysis. Taken together, our data is in agreement with the previous concept that the
oral mucosa adjacent to the cyst lesion has a high potential to develop new cyst or

recurrences and should be removed during the enucleation of the lesion 2°.

In conclusion, this report showed overactivity of the HH pathway in both
groups of OKC lesion (sporadic and syndromic) as well as at the adjacent oral
mucosa, demonstrated by PTCHb upregulation. We also provide evidence that
marsupialization alters PTCHL1 variants profiling in a subset of cases. Further studies
are necessary to delineate the status of the downstream components of the HH

pathway in OKC lesions.
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Figures

Fig.1. lllustrative expression profile of PTCHL1 alternative first exon (1b, 1d and
1le). Amplification of exon 1 in a cDNA panel subjected to RT-PCR. Electrophoresis in
polyacrylamide gel 6.5% was performed to detect the transcripts. While Absence of
transcript 1b was observed in all dental follicles (A), an evident band was noted in
most of the odontogenic keratocyst lesions (B). Oral mucosa adjacent to the OKC
lesion showed a weak PTCHb gel band (C) that is not noticed at mucosa of health

volunteers (D).
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Fig. 2. RT-PCR graphic showing the exons variants profiling in OKC and

control case. While most of the OKC cases presented exon 1b, none of the dental

follicles showed this variant.
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Fig. 3. RT-PCR graphic showing the presence of alternative exons in primary,
marsupialized and recurrent (OKC). Note that some of the odontogenic keratocyst

tumors treated by marsupialization ( 4 out of 17 ) did not express exon 1b transcript.
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3. Considerac0es finais

Em muitos casos, neoplasias parecem ser causadas pela desregulacdo de
vias que estdo normalmente envolvidas no processo de diferenciacdo celular
primaria de grupos de células, tecidos ou 6rgédos, o que depois afeta a determinagéo
celular. A via Hh é uma via importante na regulacéo da proliferacdo e diferenciacéo
de células nos embrides e em adultos. Quando esta via é ativada ou mantida

inapropriadamente, varios tumores podem se desenvolver.

Achados prévios de mutacbes no gene PTCH1 em CO sugeriram
primeiramente que a desregulacdo da via Hh estaria relacionada com a
tumorigénese do CO. Em nosso estudo demonstramos a superexpressao da
isoforma PTCHb em 90% dos casos de CO. Este dado, juntamente com a
observacdo de que apenas PTCHb apresenta regulacdo aumentada pela via Hh, é

um indicio de que esta via esta constitutivamente ativada em CO.

Em nosso estudo incluimos 40 casos de CO (APENDICE C). A expresséo dos
trés exons 1 alternativos foi encontrada em CO (APENDICE A Figura 1) mas em
propor¢cdes desiguais. As duas isoformas PTCHd e PTCHe transcrevem RNAmM
diferentes mas a proteina traduzida € a mesma (PTCHs). Esta proteina é diferente
da proteina traduzida por PTCHb (PTCHL) (APENDICE A Figura 2). Isso sugere que
a 0s RNAm que contém 1d e le sédo regulados diferentemente mas a funcao da

proteina codificada é a mesma.

Dois diferentes grupos estudaram a funcionalidade das proteinas traduzidas
pelas isoformas. O primeiro demonstrou que PTCHL induz apoptose em células 293T
gue expressam transitoriamente PTCHb, mas, por outro lado, a atividade luciferase
em constructos demonstrou que PTCHs n&o suprime significativamente a resposta
ao Gli ou induz apoptose (NAGAO et al., 2005). No outro estudo, a co-transfeccéo
de um constructo de expresséo Gli com as isoformas individuais demonstrou a maior
capacidade de PTCHL em bloquear a atividade Gli (SHIMOKAWA et al., 2007). Em

ambos os trabalhos estes resultados sé&o explicados devido a maior instabilidade de



42

PTCHs, isso implica que a propriedade inibitéria do PTCHL pode ser devido a maior

expressao protéica do que diferencas funcionais intrinsecas.

Os resultados da expressao dos exons 1 alternativos na mucosa adjacente
mostraram que esta area, assim como a lesdo, expressa o gene PTCHb. Analisando
as bandas do gel notamos que as amostras de mucosa adjacente sempre
apresentavam bandas menos intensas, podendo indicar menor atividade da via Hh
(APENDICE B), mas, uma limitagdo do nosso estudo é que a técnica de RT — PCR
ndo permite a quantificacdo da expressao das isoformas. Uma analise por PCR em
tempo real pode dar respostas mais concisas para a relagéo da hiperatividade da via

Hh e o potencial de formacao de novos cistos da mucosa da area adjacente.

Em nosso estudo, observamos a auséncia de expressao do PTCHb em 4
amostras de CO marsupializados, sendo que um era de CO esporadico e trés eram
de CO associados a SCBN. Em duas dessas amostras, uma de CO esporadico e
uma de CO associado a SCBN, ndés tinhamos coletado fragmentos cisticos antes e
depois da marsupializacdo. Nestes casos pode-se afirmar que houve perda da
expressdo do exon 1b. Apesar das controversias, a marsupializacdo é um
procedimento que pode levar a regressdo do cisto e atualmente nada se sabe a
respeito dos mecanismos moleculares por tras disso. E importante ressaltar que
para todas as reagdes de RT — PCR um controle positivo com primers para o gene
constitutivo GAPDH foi realizado para confirmar a qualidade do cDNA e evitar falsos

negativos.

Estudos de comparacdo entre o CO esporadicos e associados a SCBN tém
fornecidos dados significativos, como maior atividade mitética das células epiteliais e
a maior prevaléncia de cistos satélites nos CO associados a sindrome (WOOLGAR
et al.,, 1987). Neste estudo, porém, ndo percebemos diferengas relevantes entre
estes dois tipos de CO. A via Hh parece ser importante para a patogénese de

ambos.

Sugerimos que as consequéncias da desregulacéo da via Hh em CO podem
ser a regulacdo aumentada de genes relacionados com a proliferacdo e
sobrevivéncia celular ja descrito na literatura. Através de ensaios de

Imunoestoquimica foi demonstrada a superexpressdao de ciclina D, maior
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positividade do PCNA e de bcl-2 em CO comparadamente a outros cistos da
mandibula (SHEAR, 2002; PIATTELLI et al., 1998 404). Assim, novos estudos
analisando por biologia molecular a correlacéo entre a desregulacédo da via Hh e a
expressdo alterada de ciclina D e do gene alvo de E2F, PCNA, assim como a
proteina antiapoptotica bcl-2 seria interessante para elucidar esta associacdo
sugerida e confrontar com a hipétese de que a expressao da ciclina D acontece no
passo da progressdo neoplasica que precede a alteracdo no gene p53 (SHEAR,
2002).

Nosso estudo estreita a participacdo da via Hh na formacédo do CO. Estudos
gue avaliem o impacto da via Hh ou de seus componentes no desenvolvimento e
manutencdo do CO sdo muito importantes e podem fornecer dados interessantes

para futuros alvos terapéuticos.



4.CONCLUSOES
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4. Conclusoes

Através deste estudo podemos concluir:
- A maioria dos CO esporadicos e associados a SCBN expressam o exon 1b e 1d.
- A expressao do PTCHb esta aumentada em CO comparado ao foliculo dental.

- Comparado a mucosa normal de pacientes saudaveis, a via Hh esta ativada na
mucosa adjacente ao CO, demonstrado através do aumento da expressao do exon
1b.

- A marsupializacdo pode alterar a expressao do primeiro exon do PTCH1 em alguns

casos.
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APENDICE A - RT - PCR dos exons 1 alternativos e grafico da regido do gene
PTCH1

P 1b 1d 1e

‘ ‘ 353pb
252pb

223pb

Figura 1: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 6,5%: Produto da RT - PCR em
CO. Observa-se o padrao (P) seguido da banda de 252pb referente ao exon 1b ;
banda de 223pb referente ao exon 1d e a banda de 353pb referente ao exon le (c).

NC_000009.10

5%k {1 3°
NH_000264.3 H—p b 44 NP_00025542 dsoform L
NM_00108360 6.1 W et Bttt NP 001077075.1 isoform &
NH_ 0010836071 H b —H—11EE NP 00107707641 dsoform £

§ -Regido traduzida® -Regidio nio traduzida

Figura 2: Regido genOmica, transcritos e produtos alternativos do PTCH1. Em azul é
a regido transcrita mas nao traduzida em proteina. Em vermelho, regido traduzida.
NM_000264+3: numero de acesso do transcrito variante 1b; NM_001083606+1:
transcrito variante 1d; NM_001083607+1: transcrito variante le; NP_000255+2:
proteina L; NP_001077075+1: proteina S; NC_000009.10: cromossomo 9. Fonte:
modificado ENTREZ GENE [Internet]
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APENDICE B - Exon 1b em CO e mucosa adjacente

GAPDH —

b

LO6 MAOG6 L47 MA47

Figura 3: Bandas ilustrativas referentes ao produto da RT — PCR. L: Lesdo; MA:
mucosa adjacente.
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APENDICE C - Dados clinicos

Tabela | — Dados clinicos dos casos de CO incluidos no estudo

1 Pacientes 2 Les0Bes (n=40)
Esporadicos Sexo *|dade P M

21 +

21 +
36
24
44
26
15

©O~NOUODMWNER
+ + + + +

[N
o

25
61
25 +

+

+

|_\
|_\
SIS L

12
Associados a
SCBN
1

<

14
14
14
14
14 +

+ + + +
+

19
20
20
20

+ + + +

34
34
34
37
37

+ + + +

10
11 +

11 +
11 +

+

? +
? +

Pacientes: M: Maculino; F: Feminino; SCBN: Sindrome do Carcinoma Basocelular
Nevoide. *Idade na primeira cirurgia

’Lesbes: P: Lesbes primarias; M: Lesbes coletadas apés enucleacdo de cisto
marsupializado; R: Les0es recorrentes.



57

APENDICE D - Termo de consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE ODONTOLOGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Esse documento tem como finalidade propor a sua participagdo no projeto de
pesquisa “Avaliacdo das Multiplas Isoformas do gene Patched em Ceratocisto
Odontogénico”.

Esta pesquisa tem o objetivo de estudar as varias formas que o gene chamado
PTCH aparece no ceratocisto odontogénico (CO). Isso serd importante para que
possamos entender melhor como o0 ceratocisto se desenvolve e futuramente
melhorar seu diagndstico e tratamento.

Para esse estudo, preciso da sua autorizagao para utilizar parte do material coletado
durante as cirurgias do seu tratamento. Este material serd pesquisado em
laboratorio. A sua participacdo ndo oferecera riscos a sua saude e caso VOCé nao
esteja de acordo em participar desta pesquisa 0 seu tratamento continuara
normalmente.

TERMO DE LIVRE CONSENTIMENTO

Li e entendi as informagfes fornecidas. Tive a oportunidade de fazer perguntas e
todas as minhas duvidas foram respondidas a contento. Autorizo a utilizagdo de parte do
fragmento do tumor para este projeto de pesquisa,assim como a utilizagdo dos dados para
divulgacéo e ensino, respeitando sempre meu direito de ndo ser identificado.

Este formulario estd sendo assinado voluntariamente por mim. Em qualquer
momento da pesquisa, posso retirar este consentimento.

LOCAL: DATA: / /
NOME DO PACIENTE NOME DO RESPONSAVEL
ASSINATURA DO PACIENTE ASSINATURA DO RESPONSAVEL
DOCUMENTO APRESENTADO: No.
Pesquisador: _Marina G. Diniz . Telefone: __ (31) 8899 9953 (31) 3499 2477

Pesquisador orientador: _Ricardo Gomez__. Telefone: (31) 3499 2477

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP). Em caso de divida,
vocé pode ligar para o COEP através do nimero (31) 3499 4592,
Av Antdnio Carlos, 6627. Unidade Administrativa I1-2° Andar. Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG.

31270-901
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ANEXO A - Sinalizacdo Hedgehog

Inativo ['\Ptch

Target genes
Ptchg Ciclina D, ciclina E, Myc, EGF

N

Target genes

/

Figura 4. Diagrama da sinalizacdo Hh em mamiferos. Na auséncia do ligante, Ptch
inibe Smo e via é inativa. O fator de transcri¢cdo Gli2 é impedido de entrar no nucleo
através de interacfes com as proteinas citoplasmaticas Fused e Sufu (Supressor de
Fused). PKA promove a protedlise de Gli2 e formacdo de um repressor da
transcricdo. A ativacdo da via inicia-se pela ligacdo da Proteina Hh. Isso culmina na
ativacdo de uma cascata que leva a translocacao de GLi2 integro ao nucleo. Gili
nuclear ativa genes alvos, incluindo o fator de transcricdo secundario Glil, genes
envolvidos no controle da proliferacdo celular e o proprio Ptch que promove um
feedback negativo da via. Fonte: modificado de MAGLIANO et al., 2003.



