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RESUMO



AHSP ¢ uma proteina eritroide especifica que apresenta afinidade de ligagdo com o-
globinas, estabilizando essas moléculas e dessa forma, evitando a precipitagdo nos
precursores eritroides e bloqueando danos celulares causados pela oxidagdo de cadeias
globinicas. Camundongos portadores de [-talassemia com dele¢do do gene AHSP
apresentaram maior precipita¢do de cadeias c-globinas nas hemacias e niveis acentuados de
anemia. Estudos in vitro utilizando proteina recombinante demonstraram menor geracao de

espécies reativas de oxigénio quando o-globinas encontram-se estabilizadas pela AHSP.

Com o objetivo de analisar a importancia da proteina AHSP como modulador de gravidade
clinica nas sindromes [-talassémicas o gene AHSP foi analisado em amostras de DNA de
pacientes com f-talassemia, atendidos pelo Hemocentro da Unicamp, € em amostras
controles durante minha tese de mestrado. Durante estes estudos, trés caracteristicas do
gene AHSP foram detectadas. Estas caracteristicas do gene AHSP foram investigadas

durante o desenvolvimento deste presente trabalho.

Primeiro, um polimorfismo localizado no posi¢ao 12888 no gene AHSP, que leva a
substitui¢do de uma Asparagina na posi¢do 75 por uma Isoleucina (N75I), foi identificado
em uma paciente heterozigota para p-talassemia (B39f‘BA) com anemia grave € em processos
transfusionais freqlientes. Outras duas familias apresentaram o polimorfismo N75L
Entretanto, nestes casos a presen¢a do polimorfismo no gene AHSP ndo se correlaciona
claramente com a gravidade clinica. O sequénciamento de amostras de individuos controles
de vérias partes do mundo sugerirdo uma baixa freqiiéncia deste polimorfismo na

- populag@o analisada.

Estudos de individuos saudaveis positivos para o polimorfismo N751 demonstraram
precipitagdo e oxidagdo de cadeias globinicas nas hemacias. Analises funcionais com
proteina recombinante sugerem que a proteina AHSP N75I apresenta caracteristicas de
ligacdo com o-globinas normais, mas € menos eficiente em evitar geragdo de espécies
reativas de oxigénio por estas cadeias globinicas. Estes efeitos, quando em conjunto com [~
talassemia poderiam resultar em anemia mais grave, demonstrando a proteina AHSP N75I

como um modificador genético nas sindromes talass€micas.
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Segundo, através de analises computacionais, nos identificamos uma estrutura secundaria
na regiao 3-UTR do RNA mensageiro do gene AHSP, semelhante a um elemento
responsivo a ferro (IRE), presente em todas as espécies que apresentam o gene AHSP.
Varias evidéncias demonstraram que, mesmo ndo apresentando as caracteristicas principais
para a caracterizagdo de um IRE, esta estrutura secundaria do gene AHSP ¢ reconhecido
pelas proteinas reconhecedoras de IREs (IRPs) regulando a estabilidade da molécula de
RNA mensageiro em resposta aos niveis de ferro: 1) Recuperagdo do RNA mensageiro do
gene AHSP através da imunoprecipitacéo das proteinas IRP1 e IRP2; 2) Niveis elevados de
ferro desestabilizam o RNA mensageiro do gene AHSP; mutagdes neste IRE levam a
desestabilizacdo constitutiva do RNA mensageiro; 3) Niveis elevados de ferro
desestabilizam o RNA mensageiro do gene AHSP em camundongos que apresentam

excesso de ferro.

Estes dados contribuem para o melhor entendimento de como IRE atipicos podem ainda ser
funcionais e sugerem um mecanismo que poderia regular a estabilidade de cadeias
globinicas de acordo com os niveis de ferro. Além disso, sugerem que o excesso de ferro,
que ocorre em pacientes com [B-talassemia, podem ser determinante na gravidade da doenga
por, provavelmente, aumentar os niveis de o-globinas livres e precipitando nos precursores

eritroides.

E. em terceiro, através de busca de sitios de ligagdo de fatores de transcricdo no gene
AHSP, nés encontramos um elemento MARE localizado no final do segundo éxon. Estudos
de imunoprecipitacio de cromatina demonstraram ligagdo dos fatores de transcrigao Nrf2,

Bachl e Maf ao elemento MARE do gene AHSP e regiGes controle.

Concluindo, estes resultados demonstraram pela primeira vez um polimorfismo no gene
AHSP que produz uma proteina ndo completamente funcional que pode estar relacionada
com gravidade a P-talassemia e, além disso, descrevem dois mecanismos inéditos da
regulagio da expressdo do gene AHSP que podem ser importantes na regula¢do deste gene

em outras doengas hematoldgicas e durante a eritropoiese.
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ABSTRACT



Alpha-hemoglobin stabilizing protein (AHSP) is an erythroid-specific molecular chaperone
that binds the «-chains of hemoglobin, preventing their precipitation and deleterious
effects. Loss of AHSP exacerbates a-globin precipitation and anemia in a murine model for
B-thalassemia. In vitro, recombinant AHSP inhibits the production of reactive oxygen
species (ROS) by a-globin. To further define the role of AHSP as a modifier of (-
thalassemia, we analyzed AHSP sequence for mutations in a large population of [3-
thalassemic and control subjects. From this genomic screening three interesting features of

the AHSP gene were found.

First, a single nucleotide change that converts asparagine 75 to leucine (N75I) was
identified in a patient who was heterozygous for 3-thalassemia ( [339,"BA). She presented with
an unusually severe anemia that required regular blood transfusion. Another two families
were positive detected for the SNP N751, but the presence of other known genetic modifiers
for thalassemia in these families made hard to correlate clinical severity with AHSP. Of the
unrelated control subjects tested just one (0.35%) contained the SNP N75I. Analysis of red
blood cells from this subject revealed normal hemoglobin indices but a small number of

Heinz bodies, suggesting a non-fully functional AHSP.

Analysis of the biochemical properties of the recombinant mutant protein showed that the
binding affinity of AHSP N75I for o- hemoglobin is normal. Importantly, compared to wild
type AHSP, the N75I mutant protein exhibited significantly reduced capacity to inhibit
ROS production by a-hemoglobin. Hence, AHSP N75I may be less effective at conferring
protection from oxidative-mediated damage by free a-hemoglobin in erythrocytes. These
effects, when coupled with B-thalassemia, could result in more severe anemia, implicating

AHSP N75I as a potential genetic modifier.

Second, by computational algorithms, we 1dentified IRE-like stem-loop structures in AHSP
mRNA of multiple species, yet the primary sequences deviate significantly from canonical
IRE consensus sequences determined by studies of classical IREs, such as Transferring

receptor and Ferritin.
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Several lines of evidence now show that the AHSP IRE binds IRPs to regulate mRNA
stability in an iron-dependent fashion: 1) AHSP mRNA co-immunoprecipitates with IRPs.
2) AHSP mRNA is destabilized by iron in both erythroid and heterologous cells; disruption
of the IRE renders the mRNA constitutively unstable. To study how iron regulates AHSP
expression in vivo, we treated mice with iron dextran for 10 days and then examined AHSP
mRNA in Terl19+ erythroid progenitors by RT-PCR. We found that short-term iron
overload reduced AHSP mRNA levels. Our findings indicate that AHSP mRNA stability is

regulated by iron via an atypical 3°-UTR IRE.

These findings extend the potential repertoire for functional IREs that do not conform as
the previously defined canonical consensus sequences. In addition, they provide a potential
mechanism by which erythroid cells can regulate globin stability according to iron status.
As such, iron overload, which occurs in patients with B thalassemia, might aggravate the

disease by further elevating the levels of toxic free « globin.

And third, by computation analysis of transcriptional sites, we found a potential MARE
element located at the end of the second exon. Experiments of chromatin
imunoprecipitation assay determined the binding of the transcript factor Nrf2, Bachl and

Maf to the MARE element of AHSP gene, as well to the positive controls.

Overall, these results demonstrated for the first time a polymorphism on AHSP gene that
produce a non fully functional protein that might be correlated with severity in p-
thalassemia and two new mechanisms that control the AHSP gene expression with potential
implications in another hematological diseases besides thalassemias and closely connecting

AHSP with erythropoiesis.
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1. Justificativa

Os defeitos na sintese das cadeias globinicas séo responsaveis pelas
hemoglobinopatias hereditarias de maior impacto clinico. Essas doengas afetam milhares de
pacientes no mundo e representam um importante problema de saude publica em algumas
regides onde as freqiiéncias de genes talassémicos alcangam altos indices. As formas
clinicas mais comuns das hemoglobinopatias de cadeias P sdo a anemia falciforme e as p-

talassemias (1).

Atualmente, o unico tratamento curativo das hemoglobinopatias das cadeias B-
globinas € o transplante de células troncos hematopoiéticas. No entanto, esse procedimento
¢ restrito a um pequeno nimero de pacientes, seja pela limitagdo de doadores HLA
compativeis ou pela morbidade/mortalidade associada ao procedimento, principalmente

entre pacientes adultos com complicacdes hepaticas e/ou cardiacas (2).

O reconhecimento dos efeitos benéficos da persisténcia de expressio da
hemoglobina fetal como modulador da hemoglobina adulta motivou a pesquisa de drogas
que pudessem aumentar a hemoglobina fetal tais como hidroxiuréia ou eritropoetina.
Estudos clinicos demonstraram a eficiéncia da hidroxiuréia em prevenir ou melhorar as
complicagoes clinicas da doenga falciforme (3). No entanto, o uso dessas drogas resultaram

em efeito minimo em um pequeno nimero de pacientes com (-talassemia.

Dessa forma, a identifica¢do de fatores endogenos ou exogenos moduladores das
sinteses das globinas é fundamental para reconhecer novos alvos terapéuticos para as
hemoglobinopatias. O presente estudo ¢ baseado na investigacdo do papel da proteina
chaperone de cadeias o-globinas, a proteina AHSP (Alpha Hemoglobin Stabilizing Protein)

na fisiopatologia e na modulacdo fenotipica das B-talassemias.

Introducdo
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2. A linhagem eritrdoide e hemoglobinas

A diferenciagdo eritréide, que apresenta como produto final a hemacia, ocorre em
estagios bem definidos, que podem ser acompanhados de acordo com as caracteristicas

morfolégicas e de coloragdo das células com, por exemplo, a coloragao de Wright-Giemsa.

O primeiro precursor da linhagem eritréide identificdvel ¢ denominado pro-
eritroblasto, composto de nucleo grande e ovalado com nucléolo indistinguivel e citoplasma
claro. A maturagdo do pro-eritroblasto em eritroblasto basofilico é acompanhada de
reducdo no tamanho celular e mudangas na estrutura cromatinica nuclear. O proximo
estagio celular, eritroblasto policromatéfilo, apresenta aproximadamente 0 mesmo tamanho
celular e condensagdo nuclear. O ultimo precursor nucleado ¢ denominado eritroblasto
ortocromatico, apresentando menor tamanho celular e citoplasma eosinofilico, que permite

a identificagdo do acimulo de hemoglobina (1).

A extrusdo do nucleo pela célula resulta no estagio celular denominado reticuldcito,
célula um pouco maior que a hemacia que apresenta uma fina e granular rede de RNA
ribossomal, identificada através de coloragdo com azul de cresil ou azul de metileno. Estas

células estdo presentes, normalmente, em pequenas quantidades no sangue periférico (1).

A regulacdo da proliferacdo e maturagdo dos progenitores eritréides depende da
interacdo com fatores de crescimento, sendo a eritropoetina (Epo) essencial para a
maturacdo terminal das células eritroides (4,5), e da ativacdo da expressdo de genes tecido
especificos por fatores de transcrigdo como GATA-1, EKFL e NF-E2 (6.7,8). A regulacdo
da diferenciagdo eritroide através de fatores de transcrigdo garante, principalmente, a

indugdo da expressdo dos genes codificadores das cadeias globinicas.
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Os genes das globinas encontram-se arranjados em dois grupamentos génicos: o
grupamento dos genes «-globina, localizado no cromossomo 16, e o grupamento dos genes
B-globina, localizado no cromossomo 11. O grupamento o-globina consiste de quatro genes
(5-C—a'—a’—=8-3") e o grupamento B-globina apresenta-se como um complexo de
cinco genes (5°- g- %y - *y- yB- 8- B -3°).

O arranjo dos genes nos clusters obedece a ordem de expressdo cronoldgica destes
durante os diferentes estagios de desenvolvimento. Duas mudan¢as na expressao dos genes
das globinas sdo observadas durante o desenvolvimento: hemoglobina embrionaria por
hemoglobina fetal, a qual ocorre nas primeiras semanas de gestag@o e caracteriza-se pela
substitui¢do de cadeias C-globina e e-globina por cadeias a-globina e y-globina; e
hemoglobina fetal por hemoglobina adulta, que ocorre apos o nascimento e substitui

cadeias y-globina por B-globina no final do sexto més de vida (9).

O termo hemoglobina foi descrito pela primeira vez em 1674 como sendo um
pigmento em eritrocitos que apresenta a propriedade de se ligar 8 molécula de oxigénio. A
molécula de hemoglobina € constituida de 4 subunidades, cada uma contendo um grupo
heme, um derivado porfirinico contendo radical Fe™ ligado a uma cadeia globinica (10).
Nos pulmdes onde a pressdo de oxigénio (pO,) ¢ alta, cada molécula de hemoglobina se
combina com 4 moléculas de O,, sendo uma molécula O, para cada grupo heme, formando
a oxi-hemoglobina. Esta combinagdo ¢ reversivel e o O transportado € transferido para os
tecidos onde a pO, € baixa. A combinagdo da hemoglobina com CO, normalmente
produzido nos tecidos, também ¢ reversivel e constitui a carboxi-hemoglobina. Este evento
de ligagdo com O; e/ou com CO; ocorre em células especificas denominadas hemacias,

eritrocitos ou glébulos vermelhos (11).

Alteragdes hereditarias na molécula de hemoglobina podem causar doengas
denominadas hemoglobinopatias classificadas como hemoglobinopatias em decorréncia de
alteragdes estruturais, como no exemplo classico da hemoglobina S, e hemoglobinopatias
promovidas pela reducdo ou bloqueio na sintese das cadeias globinicas, denominadas

talassemias.
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3. As pB-talassemias

As sindromes talassémicas compreendem um grupo heterogéneo de doengas

hereditarias na qual existe uma redugdo no ritmo de sintese de uma ou mais cadeias

polipeptidicas da hemoglobina. Esta anormalidade de natureza complexa ocasiona, em
tltima analise, a supressao total ou parcial da produgdo de cadeias o nas o-talassemias e de

cadeias P nas [-talassemias (12).

Nas sindromes talassémicas, em fun¢do da hemoglobinizag¢do deficiente ocorre a
presenca de anemia microcitica e hipocromica, sendo esta uma das caracteristicas dessas
sindromes. Além disso, a sintese de cadeias ndo afetada permanece inalterada provocando
acumulo e a formacdo de agregados instaveis. Sdo essas lesdes as responsaveis pela
destrui¢do prematura dos eritroblastos na medula ssea, caracterizando eritropoese ineficaz
comum a essas sindromes, e também pela reduzida sobrevida dos eritrocitos na circulagdo,

determinante do quadro hemolitico (13).

No caso das B-talassemias. a sintese normal de cadeias a-globina, combinada com a
redugdo ou bloqueio na sintese das cadeias [-globina, resulta no acumulo de cadeias a-
globinas nos precursores eritréides. Estas cadeias globinicas, por serem extremamente
instaveis, precipitam-se nas células formando corpos de inclusdo intra eritrocitario,
responsaveis pela destruicao intramedular de precursores eritroides e eritropoese ineficaz.
Os produtos da degradacdo das cadeias o em excesso, que sdo globina, heme, hemina
(forma oxidada da molécula de heme) e ferro livre, provavelmente sdo responsaveis por
grande parte dos danos a membrana de eritrécitos (13, 14). Uma foram resumida da

fisiopatologia das B-talassemias encontra-se exemplificada na figura 1
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Figura 1- Esquema sobre a fisiopatologia das P-talassemias —As cadeias a-globinas
livres. que apresentam alta instabilidade, precipitam-se nas células danificando a parede de
precursores eritroides (eritropoese ineficaz) e diminuindo da vida média da hemacia

(hemolise). Figura traduzida da versao orginal (14) .

As mutagdes que causam P-talassemias podem resultar na deficiéncia total (BO—
talassemias) ou parcial da sintese de cadeias p-globina (B —talassemias). Enquanto algumas
mutagdes levam a ténue redugdo na sintese de P-globina e sdo denominadas B
talassemias, em outras o déficit ¢ minimo e os heterozigotos para essa anormalidade sdo
conhecidos como “silenciosos” (15, 16, 17). As alteragdes laboratoriais s@o caracterizadas
pela presenga de hemdcias microciticas e hipocrOmicas e elevados niveis da hemoglobina
tipo HbA;. Em alguns casos elevados niveis de hemoglobina fetal (HbF) também sao

detectados (18).
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O estado homozigdtico da maioria das variantes genéticas de P-talassemia produz o
quadro clinico da talassemia maior ou anemia de Cooley. Esses pacientes apresentam
acentuada anemia a partir do quarto més de vida e necessitam de transfusdes sangiiineas
regulares para sobreviverem. Esse processo terapéutico conduz ao ;cﬁmulo de ferro no
organismo e as suas conseqiiéncias sobre glandulas enddcrinas, figado e coragdo. As
complicagdes cardiacas secundarias a hemocromatose na segunda década da vida
representam a causa mais comum de morte nessa doenga (13). Os heterozigotos para f3-
talassemia apresentam, com raras excegdes, apenas discreta anemia com auséncia de
manifestagdes clinicas relevantes, quadro, em geral, conhecido como talassemia menor.
Entre estes dois extremos, existem quadros clinicos de gravidade intermediaria, com

anemia moderada mas sem necessidade de transfusdes regulares (18, 19).

Devido a grande heterogenidade clinica das [-talassemias e aos anos de estudo, hoje
acredita-se na presenca de fatores genéticos que podem contribuir para a melhora ou piora

da evolugdo clinica destes pacientes. Além dos considerados moduladores do fenétipo de
pacientes com [-talassemia mais comuns, como aumentados niveis de producdo de
hemoglobina fetal (20, 21) e co-heranga com a-talassemia (22), alguns outros tem sido

descritos ultimamente:

- HRI: A proteina Heme-regulated elF2o. kinase [heme-regulated inhibitor (HRI)] regula a
sintese cadeias a-globinas, entre outras proteinas, em resposta aos niveis de heme celular.
Na presenca de heme na células a proteina HRI fosforila o fator iniciador da tradugéo elFa.
Entretanto, em condigdes de auséncia ou deficiéncia de sintese de heme a proteina HRI
fosforila o fator elF2a, diminuindo a sintese de cadeias o-globina e mantendo a razio
heme/cadeias globinicas equilibrada. Estudos de delecdo do gene HRI em camundongos
com fendtipo P-talassémico demonstraram aumento da sintese de cadeias a-globinas e

niveis elevados de dano celular. o que leva & morte intra-uterina destes camundongos (23);

- Hepcidina: A proteina Hepcidina € considerada proteina chave no metabolismo do ferro
em mamiferos. Esta proteina inibe a absor¢do de ferro pelo duodeno e a liberagdo de ferro

por macrofagos. Estudos em pacientes com [-talassemia maior € em camundongos com o
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mesmo fendtipo demonstraram niveis diminuidos de expressdo génica do gene Hepcidina,.
Nestes casos, os baixos niveis de expressdo deste gene poderiam estar relacionados com o
aumento de absorgdo de ferro no organismo de pacientes portadores desta

-

hemoglobinopatia (24, 25):

- AHSP: A proteina AHSP ¢ uma proteina estabilizadora de cadeias c-globina. Estudos em
camundongos com fenotipo [-talassémicos apresentando delecio do gene AHSP
demonstraram eritrécitos com vida-média reduzida, aumento da presenca de corpos de
inclusdo nas hemacias, elevados niveis de espécies reativas de oxigénio e aumento do
numero de morte intra-uterina. A auséncia da proteina AHSP poderia estar expondo os
precursores eritroides e as hemdcias a elevados niveis de precipitagdo e oxidagio por

cadeias o-globina. o que levaria a um fenétipo mais severo (26, 27).
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4. AHSP

AHSP € uma proteina eritréide especifica que apresenta afinidade de ligagdo com -
globinas estabilizando essas moléculas e, dessa forma, evitandoﬂa precipitagdo nos
precursores eritroides e bloqueando danos celulares causados pela oxidagao de produtos
globinicos. A primeira descricao do gene AHSP ocorreu durante estudos pela busca de
marcadores moleculares para Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis (28). Em
funcédo da localizagdo e da abundancia deste transcrito na medula Ossea e sangue periférico
os autores o denominaram EDRF (Eryvthroid differentiation-related factor). Em 2002. o
gene EDRF foi renomeado AHSP (alpha hemoglobin stabilizing protein) por Kihm e
colaboradores (26). Através da comparacdo de genes diferencialmente expressos em
linhagens celulares com e sem a expressdao do fator de transcrigdo GATA-1, o transcrito
descrito por Miele e colaboradores foi identificado como altamente expresso na presenca do

fator GATA-1.

O gene AHSP que se localiza no cromossomo 16, abrange aproximadamente 1.8kb
de DNA com estrutura gendomica composta por trés éxons e dois introns. O RNA
mensageiro € constituido de aproximadamente 600pb, codificando uma proteina com 102
aminoacidos. Em relagdo a regulacdo da expressao do gene AHSP, Gallagher e
colaboradores (29) analisando a seqiiéncia gendmica de AHSP encontraram multiplos sitios
para o fator de transcricdo GATA-1 (30, 31) e sitios CACCC, de reconhecimento do fator
EKLF (Erythroid Kruppel factor) (figura 2).

Estudos em camundongos com o gene EKLF deletado demonstraram niveis de
expressao do gene AHSP nove vezes menor do que a demonstrada em camundongos
normais. Outros pesquisadores, também analisando os efeitos da auséncia do gene EKLF
em observaram varias anormalidades celulares, sugerindo corpos de inclusdo (31, 32, 33).
Apesar de ter sido demonstrado que EKLF regula negativamente os niveis de AHSP, ndo
foi possivel concluir que a presenc¢a dos corpos de inclusdo nestes camundongos estaria
ocorrendo exclusivamente pela auséncia de AHSP, uma vez que mais de 50 genes

mostraram se regulados pelo gene EKLF.
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Outro fator de transcrigao recentemente descrito como regulador do gene AHSP é o
Oct-1 (34). Oct-1 € uma proteina de dominio POU, membro de uma familia de fatores
conhecidos como reguladores de numerosos genes tecidos especificos, podendo agir como

-

repressor € ativador da transcrigao.

GG O

Figura 2 — Descri¢io grifica do gene AHSP — Os 1.8kb de DNA do gene AHSP sio
estruturalmente divididos em regido promotora (blocos pontilhados), 3 éxons (blocos) e 2
introns (linhas). Estao representados os sitios de ligacdo dos fatores de transcricio GATA-1
(G. num total de 9 sitios), EKLF (E, num total de 2 sitios) e Oct-1 (O). Seta indica local do
inicio da transcricdo. Blocos em preto representam a regiio ndo codificante do RNA

mensageiro. Blocos listrados representam a regido codificante da proteina AHSP.

Ensaios funcionais demonstraram que, além da AHSP ligar-se a cadeias o.-globina e
prevenir sua precipitagdo nos precursores eritroides, também bloqueia sua oxidagdo (35). O
modelo de ligagdo e outras caracteristicas biofisicas da proteina AHSP foram melhor
esclarecidos por Feng e colaboradores (36), que demonstraram a habilidade da AHSP se
ligar com as varias formas de o-globina, mesmo quando a molécula de heme nio esta
presente (apo- o-globina), que o sitio de ligagdo entre AHSP e a-globina é o mesmo
utilizado pela ligagdo o-globina e B-globina e que a ligagdo entre AHSP e cadeias o-
globina ocorre através de 3 pontes de hidrogénio, o que constitui uma ligagdo fraca,

facilitando a substituigdo de AHSP por B-globina.

Além de comprovar as vias de estabiliza¢do de a-globina por AHSP, estes autores
foram capazes de analisar o motivo pelo qual a AHSP ¢€ eficiente na prote¢do contra a

geragdo de espécies reativas de oxigénio pela molécula de a-globina (37).
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A ligacio entre a AHSP e cadeias a-globina promove um rearranjo de
aproximadamente 80% da estrutura da a-globina, gerando modificagdes da ligagao do
grupo heme com esta molécula. Normalmente o grupo heme-Fe(II) encontra-se coordenado
pela histidina 58 da molécula de o-globina, regido onde o grupo heme se liga a molécula de
a-globina (37). Com a formagdao do complexo AHSP-a-globina-Fe(Il), o grupo heme-
Fe(Il) passa a ser coordenado adicionalmente pelo histidina 87, que se liga a molécula de

Fe(1I) induzindo sua oxidacdo em Fe(Ill) — forma menos reativa da molécula.

Dessa forma, a proteina AHSP previne diretamente a precipitacdo de cadeias o-
globina nos precursores eritroides e indiretamente previne o grupo heme-Fe(Il) de gerar

espécies reativas de oxigénio (37) (figura 3).

PRECIPITACA
0

Figura 3 — Mecanismo de liga¢ao da proteina AHSP — A AHSP pode ligar-se tanto a o-
globina-Fe(Il) (reduzida) quanto a o-globina-Fe(Ill) (oxidada). Quando AHSP forma
complexo com a-globina reduzida, o grupo heme esta coordenado pela histidina 58 da
molécula de a-globina. Com a formag¢do do complexo, a a-globina-Fe(Il) € rapidamente
oxidada. Dessa forma, a AHSP protege o eritrocito de danos causados pela geracdo de
espécies reativas de oxigénio, uma vez que a molécula o-globina-Fe(III) € cataliticamente

inerte. Por outro lado, a liga¢ao especifica de cadeias a-globinas com AHSP previne a
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precipitagdo de cadeias c-globina, dando mais tempo para a a-globina oxidada voltar ao
estado normal e ligar-se com cadeias do tipo B-globina para a formagdo de hemoglobina
(36). )

De acordo com as fungdes preditas para a AHSP. poderia ser especulado que essa
proteina deva apresentar uma importante fun¢do como modeladora de gravidade em B-
talassemia, diminuindo a propor¢io de eritropoese ineficaz promovida pela precipitagio de
cadeias o.-globinas nos precursores eritréides (27, 35). Ensaios de co-expressdo de AHSP e
a-globinas demonstraram que na auséncia de AHSP, as a-globinas precipitam-se nas

células formando agregados semelhantes aos corpos de inclusdo observados em precursores

eritréides com B-talassemia.

Camundongos portadores de [-talassemia com delegdo do gene AHSP também
foram analisados (27). Nestes camundongos foram observados indices elevados de morte
intra-uterina, niveis acentuados de anemia e apoptose celular e graus aumentados quanto a
geracdo de espécies reativas de oxigénio nas hemacias. Estes foram os primeiros indicios de
que mutagoes AHSP. que pudessem alterar ou abolir os niveis desta proteina nas células da
linhagem eritréide, poderiam possivelmente contribuir com pior evolugdo clinica em

pacientes com [(3-talassemia.

Na tentativa de determinar possiveis muta¢des no gene AHSP, Vip e colaboradores
(38) analisaram a seqiiéncia de nucleotideo do gene AHSP em 120 pacientes com HbE/B-
talassemia provenientes da Tailandia. A principal expectativa do grupo era a de encontrar
mutagoes no gene AHSP que diminuissem a expressdo do gene e que essas alteragdes
estivessem relacionadas com talassemia grave. Nenhuma mutagdo foi encontrada.
Entretanto esse foi o primeiro grupo a sugerir um conjunto de polimorfismos (SNPs) que
pudessem formar um haplétipo para o gene AHSP. Analises de relagéo entre haplétipos no
gene AHSP com gravidade clinica nas B-talassemia ndo foram capazes de demonstrar

nenhuma correlacao significativa.
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Atualmente, varios sitios polimérficos no gene AHSP encontram-se depositados no
banco de dados de SNPs (tabela 1). Muitos destes encontram-se em regides que

provavelmente nao alteram a expressdo do gene AHSP.

Tabela 1 —Polimorfismos descritos no gene AHSP

= Localizacao SNP ID Nucleotideo Regiao Alteracao
cromossomo 16

1 22850300 19929657 T A Promotor -

2 22850301 rs9937367 [ T Promotor -

3 22850653 rs7203199 C G Promotor -

4 22850734 157203199 G A Promotor .

5 22850883 rs13338939 & T Promotor B

6 22851040 rs13339026 (B G Promotor -

7 22851538 19921592 G A Promotor B

8 22851545 rs9921597 G il Promotor -

9 22851705 rs28509322 A G Promotor -

10 22851797 rs4889672 [ 8 T Promotor -
11 22851818 rs8046452 & T Promotor 2
12 22852061 rs4499252 A G Promotor -
13 22852138-55 rs5816533 T18 T15 Promotor -
14 22852261 rs4319784 G A Promotor -
15 22852465 rs8050390 G A Intron 1 -
16 22852509 rs4296276 G - A Intron 1 Sitio de ligagdo do fator Oct-1
17 22852916 rs10920 T A Exon 3 Lis / Met (aa45)
18 22853013 rs17677 G T Exon 3 Leu/Leu
19 22853109 rs10843 T C Exon 3 3’-UTR

Localizagdo do cromossomo 16 do gene AHSP estd de acordo com banco de dados
(GeneBank GI: 51472974);

SNPs ID descritos de acordo com nomenclatura do dado de bases de polimorfismos no
NCBI;

Sublinhados estdo os nucleotideos apresentados na seqiiéncia génica depositada no

Genebank.
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Uma sugestdo do possivel papel de AHSP como um modulador de gravidade em
talassemia foi proposto através de ensaios analisando RNA mensageiro. Gallanello e
colaboradores (39) estudaram um grupo de pacientes heterozigotos para B-talassemia mas
portadores de fenotipo intermediario (geralmente detectado em pac;entes homozigotos),
pela técnica de PCR em tempo real. A expressio do gene AHSP nestes pacientes

apresentou uma diminui¢ao significativa quando comparados com individuos normais.

Em outra vertente, Lai e colaboradores (40) sugeriram que a expressio do gene
AHSP estaria relacionada a quantidade de bases nitrogenadas Timina na regio promotora,
variagao ja proposta por Vip e colaboradores (38). A compara¢io da expressdo do gene
AHSP com 15 Ts e 18 Ts em pacientes com (-talassemia e em estudos in vitro sugerem
que, na presen¢a de 15 Ts a expressdo do gene AHSP é menor quando na presenca de 18
Ts.

Foi entdo que, pelo fato de da proteina AHSP ser uma chaperone de o-globina com
potencial importancia na eritropoese normal e em ocasides de excesso de a-globina nos
eritrocitos, decidimos estudar os niveis de expressdo do gene AHSP durante a diferenciagéo
eritréide em cultura de células (41) e a presenga de polimorfismos ou mutagoes, bem como
os nivels de expressao génica, em pacientes brasileiros com B-talassemia e em individuos
controles. Estes estudos foram realizados durante a dissertagdo de mestrado da autora

Camila Oresco dos Santos, defendida em 2004.

Observou-se que. durante a eritropoese normal, a expressdo do gene AHSP ¢
coordenada com a expressdo do gené a-globina, sugerindo um feedback positivo da
expressdo de ambos RNAs durante a maturagéo eritrdide. Assim, quanto maior a produgio
de hemoglobina, maior serd a expressiao de AHSP, provavelmente para estabilizar todas as
moléculas de a-globina evitando sua precipitacdo e, dessa forma, colaborando na ligac@o

com B-globina (41).

Os estudos realizados em pacientes com talassemia sugeriram que a expressao do
gene AHSP poderia estar relacionada com a severidade clinica nos pacientes analisados

(42). Comparando os niveis de expressao do gene AHSP entre pacientes com talassemia
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intermediaria e pacientes com talassemia maior, foi observado nivel aumentado, de
aproximadamente 2.5 vezes da expressdo do gene AHSP no grupo de pacientes com
talassemia intermedidria. Os niveis de o-globina em ambos os grupos ndo demonstraram
diferengas estatisticas, sugerindo que a AHSP poderia ser um dos faté}es modificadores do

fendtipo.

Nenhuma mutagao foi detectada no gene AHSP durante os estudos da seqiiéncia de
DNA nos pacientes talassémicos. Os polimorfismos previamente descritos (38. 40) foram
detectados e, assim como quando descritos, ndo demonstraram relagdo com a evolugao
clinica dos pacientes talassémicos. Entretanto um polimorfismo que promove a altera¢do de
um aminoacido na cadeia polipeptidica da proteina AHSP foi detectado somente no grupo

de pacientes talassémicos.

O polimorfismo na posi¢ao 12888 do gene AHSP, que foi detectado em 4 pacientes
com [-talassemia, promove a substituicao de uma asparagina (N) por uma isoleucina (I) na
posi¢do 75 da cadeia de aminoacidos da proteina AHSP. Santivieri e colaboradores, grupo
que previamente descreverdo o polimorfismo (43), sugeriram que essa substitui¢io na

cadeia polipeptidica da proteina AHSP néo alteraria a afinidade por a-globinas.

Neste trabalho, apresentamos uma vasta analise da composi¢do de nucleotideos do
gene AHSP em amostras de DNA originarias de diversos locais do mundo e, anélises das
propriedades bioquimicas da proteina AHSP N75I. Nossos resultados sugerem a primeira
alteracdo na proteina AHSP detectada através do seqiienciamento de DNA de individuos
talassémicos e controles, que gera uma proteina ndo totalmente funcionante sugerindo, mais

uma vez, uma fun¢do moduladora para o gene AHSP nas sindromes talassémicas.

Outras duas caracteristicas foram detectadas a partir das analises de DNA do gene

AHSP: a presenca de uma estrutura secundéria na por¢do 3’-UTR da molécula de RNA
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A andlise computacional da estrutura secundaria na por¢do 3°-UTR do RNA
mensageiro do gene AHSP sugeriu a existéncia de um possivel elemento responsivo a ferro
(IRE). IREs sao estruturas secundarias compostas de aproximadamente 28 nucleotideos que
estao presentes em molécula de RNA mensageiro, tanto na posin;z{o 5°-UTR como na
posi¢do 3°-UTR, e que regulam a expressdo génica de forma pés transcricional (44). Os
IREs estdo presentes em um grande nimero de RNAs mensageiros, integrando o
metabolismo de ferro e oxigénio pela regulagdo do ciclo do 4cido tri-carboxilico (m-
aconitase RNA), estoque de ferro (ferritina e ferroportina RNAs), sintese de heme (eritroide
aminolevulinico sintetase RNA), absor¢do de ferro (receptor de transferrina e transportador
de metais divalentes — DMT1 RNAs) e regulacio de ciclo celular (CDC14A e CDC42
kinase RNAs) (453, 46, 47, 48, 49 ¢ 50).

A regulagdo pds transcricional de genes que apresentam IREs ocorre de acordo com
os niveis de ferro celular, através da ligagdo de proteinas reconhecedoras de elementos
responsivo a ferro denominadas IRPs. Em condi¢des em que existem diminuidos niveis de
ferro. as proteinas IRPs encontram-se ligadas aos IREs. Em condi¢des em que existem
aumentados niveis de ferro. as proteinas IRPs apresentam-se na forma oxidada e nio se
ligam aos IREs. Duas proteinas com habilidade de ligacdo a IREs sdo conhecidas: IRP1 e
IRP2 (52). Camundongos apresentando delecdo dos genes IRP1 e IRP2 desenvolveram
neurodegeneragdo associada com a ndo regulagio da absor¢io de ferro em 4reas especificas

do cérebro, anemia microcitica e porfiria (52, 53, 54).

Os genes melhor caracterizados como regulados por IREs sdo os receptores de
transferrina e ferritina. A ligagdo das proteinas IRPs aos multiplos IREs da porgao 3’-UTR
do RNA mensageiro do gene receptor de transferrina resulta na estabilizacdo do RNA. A
ligagao das proteinas IRPs ao tnico IRE na por¢io5’-UTR do RNA mensageiro do gene
ferritina (cadeias leve e pesada) impede a liga¢do dos ribossomos a molécula de RNA

inibindo a sintese protéica (35).

A possibilidade da AHSP ser uma proteina eritrocitéria controlada pela presenca do

ferro poderia ter implicagdes importantes em talassemia, anemias por auséncia de ferro e
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até mesmo na explicacdo da enorme variacdo da expressdo do gene AHSP em individuos
normais (56). Nossos resultados demonstraram a regulagdo da estabilidade do RNA
mensageiro do gene AHSP de acordo com os niveis de ferro intracelular pela via IRE/IRP.
Quanto a seqiiéncia de nucleotideos encontradas no final do éxon 2 do gene AHSP,
analises de comparagdo de seqliéncias sugeriram que esta seqiiéncia seria um sitio de
reconhecimento de fatores de transcri¢do do tipo MARE (Maf recognition element) (57).
Proteinas to tipo Maf (MafG, MafK e MafF) pertencem a familia dos fatores de transcri¢do
do tipo ziper de leucina, responsaveis pela repressdo e/ou ativagdo da transcri¢do de varios
genes a partir da heterodimerizagdo com outros fatores de transcrigdo, tais como c-Jun, Jun-
B, Jun-D, c-Fos, Fral, Nrfl, Nrf2, YABP, ARE-BP1 e Bachl (58, 59). Dentre os genes que
apresentam regulacao via elementos MARE temos B-globina, a—globina, NAD(P)H:

Quinona oxiredutase (NQO1) e Hemeoxigenase-1 (HO-1) (59, 60. 61, 62).

No caso das globinas, a ativagdo da transcri¢do destes genes acontece em reposta as
concentragdes de heme na célula. Na presenca de heme. o fator de transcrigio NF-E2
encontra-se ligado a regido promotora destes genes, a0 passo que nos primeiros estagios
celulares, onde a presenga de heme nao € tao grande, estes genes encontram-se repressos

pela ligagdo do fator de transcricdo Bach-1 ao elemento MARE (61, 62).

O fator de transcrigdo NF-E2 foi identificado primeiramente como um fator restrito
as linhagens eritréide e megacariocitica por se ligar a regido promotora do gene eritréide
especifico porfibilinogenio deaminase (PBGD), codificante de uma das enzimas
participantes da sintese de heme. NF-E2 ¢ um complexo heterodimero formado pela
interagdo das proteinas p45 e pl8, onde p45 € uma proteina integrante da subfamilia bZip.,
presente nas linhagens eritréides, megacariocitica e mastécitos, e a pl8 é integrante da

familia das proteinas Maf (MafK, MafF e MafG) (57) .

Em eucariotos, 4 outros genes estdo relacionados com o fator de transcri¢gdo NF-E2:
Nrfl, Nrf2, Bachl e Bach2. Todos estes genes sdo conhecidos por terem a propriedade de

formar heterodimeros com proteinas do tipo Maf, para ativagao ou repressio da transcri¢io.
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Enquanto os fatores de transcri¢do Nrfl e Nrf2 estdo relacionados com a ativacio de genes
relacionados a prevencdo de stress oxidativo, Bachl e Bach2 funcionam como repressores
de transcrigdo (58, 62, 63). Em resposta & presenca de heme nas células tanto NF-E2 como
Nrf2 encontram-se heterodimerizadas com as proteinas Maf ativando a transcricdo de
genes, enquanto que Bachl € transportado para o citoplasma celular, ndo exercendo mais

repressao da transcrigdo.

A presenga de um elemento MARE no gene AHSP poderia estar confirmando dados
publicados anteriormente que demonstraram correlagdo da expressdo dos genes a-globina e
AHSP durante a diferenciacio eritrdide, ¢ sugerindo, mais uma vez. a grande importancia
da proteina AHSP durante a maturacao eritroide. Nossos resultados preliminares sugerem
reconhecimento do elemento MARE por fatores de transcrigio que poderiam estar

regulando a expressdo do gene AHSP em resposta aos niveis de heme.

Em suma, os dados obtidos durante o desenvolvimento desta tese contribuem para o
entendimento da regulagdo da expressdo do gene AHSP nos niveis transcricional e pos
transcricional e para a melhor compreensdo da importancia desta proteina na diferenciacao

eritrdide e sua possivel implicagdo em doencas.
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OBJETIVOS



Os objetivos deste trabalho foram:

Analisar a presenca do polimorfismo N751 do gene AHSP em amostras de DNA de

individuos das populacgdes brasileira, européia, asiatica e caribenha;

e Analisar o impacto do polimorfismo N75I na fun¢do da proteina AHSP através de

estudos das propriedades bioquimicas da proteina recombinante AHSP N75I;

e (Caracterizar funcionalmente a estrutura secundaria presente na extremidade 3°-UTR

da molécula de RNA mensageiro do gene AHSP;

e Caracterizar a ligacdo de fatores de transcri¢ao ao elemento MARE localizado no

segundo exon do gene AHSP.
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1 — Amostras de DNA

298 amostras de DNAs de individuos andnimos foram estudadas: 50 amostras de
individuos provenientes de Papa Nova Guiné (NG); 48 amostras de individuos de origem
Européia (M), 50 amostras de individuos de origem Asidtica (Al), 46 amostras de
individuos provenientes de Port Orly (PO), 48 amostras de individuos de origem Afro-

caribenha (AC), 126 amostras de individuos de origem Brasileira (BR).

As amostras de DNA das populagdes de Papa Nova Guiné, Europé€ia, Asiatica, Port
Orly e Afro-Caribenha foram cedidas pela Dra. Swee Lay Thein do King’s College
Hospital, em Londres, e pelo Dr. Douglas R. Higgs da University of Oxford, no Reino
Unido. As amostras de origem brasileira foram coletadas no Hemocentro da Universidade

Estadual de Campinas.

Os dados de seqiienciamento das amostras de pacientes com [-talassemia foram
obtidas durante o desenvolvimento de tese de mestrado. Nesse estudo, 88 pacientes com f-
talassemia atendidos pelo Hemocentro da Unicamp foram analisados. O diagnéstico da
talassemia foi realizado através da quantificagdo de hemoglobina do tipo A; e
seqiiénciamento do gene P-globina. Dados clinicos e historico familiar foram obtidos

através dos prontuarios dos pacientes.

2 - Analise de DNA gendémico

Os polimorfismos do gene AHSP foram numerados e coordenados de acordo com a
seqiiéncia depositada no GeneBank (numero de acesso AC 106 730.2). Dois conjuntos de
primer foram utilizados para a amplifica¢do de fragmento de 1.26Kb da regido estrutural do
gene AHSP a partir de DNA gendmico. A analise da seqii€ncia repetitiva de Ts na regido
promotora do gene AHSP foi realizada de acordo com a literatura (40). Os produtos de
PCR gerados foram seqiienciados em seqiienciador automdtico MegaBace (Amershan

Pharmacia). As seqiiéncias dos conjuntos de primers foram as seguintes :
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AHSP_F2: 5’- GCCTCTCCCTTCTTCTCCTC-3";
AHSP_R2: 5’-CGTGTCTCTGCTTGTTTCCA-3";
AHSP_F3: 5-TCCATTTCAAAGGACTGGCC-37;
AHSP_R3: 5’-TGGTCACTCAAGGCTGCTAA-3.

Os hapldtipos foram estimados utilizando os softwares Haploview v.3.32 e

Multalin.

3. Superexpressao de proteinas e purificacio

Um fragmento de cDNA de aproximadamente 306pb referente a parte codificante
dos genes AHSP WT e AHSP N75I foi clonado em vetor de superexpressio pGEX-2T
(Amershan Biosciences). Os primers utilizados para a amplificagio do fragmento foram: F:
5’-GGGGACAGAGAGATTCACGC -3" e R: 5°- AGCACTGGTCTTTATTGAGGTGT -
3°. Da superexpressdo destes plasmidios em bactérias da linhagem E. Coli BL21 foi
possivel a obtengdo das proteinas AHSP WT e AHSP N75I fusionadas a Glutationa S-

transferase (GST).

A superexpressdo foi realizada através do tratamento das bactérias em fase
exponencial de crescimento com 0.5M de IPTG (Sigma) durante 2 horas em agitador
automatico a 30°C. Apds a lise celular, utilizando-se 50mg/ml de lisozima (Sigma) e
sonica¢do durante 30 segundos, as proteinas de fusdo foram capturadas em beads contendo

Glutationa (Amershan Biosciences) por 16 horas a 4°C em constante rotagao.

Apbs a incubagdo, as beads conjugadas, com as proteinas, foram precipitada através
de centrifugagdo a 3000 RPM por 5 minutos e lavada com tampio BC500 (20mM Tris-
HCI pH 8, 500mM KCI, 20% glicerol, 1% Igepol, 0.5mM EDTA, ImM DTT e 0.5X
solugdo inibidora de proteases) cinco vezes, sendo incubadas por 2 minutos em cada
lavagem. Apés lavagem, as beads foram ressuspendidas em PBS gelado, e tratadas com

Trombina (Sigma) para liberacdo das proteinas. Para melhor pureza, as proteinas ainda
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foram submetidas & purificagdo em FPLC (Amershan Biosciences) utilizando para isso
coluna Mono Q HR 5/5 (Amershan Biosciences).

As proteinas foram concentradas em concentrador Centricon-30 (Milipore) e a
quantificagdo foi realizada por meio de Bradford (BioRad). No total 5 diferentes
preparagdes de proteinas foram utilizadas. A preparagdo da c-globina foi realizada como

descrito previamente (37).

4 — Analise da afinidade da proteina AHSP N75I com cadeias a-globinas

As proteinas recombinante AHSP WT e AHSP N75I foram superexpressas como
descrito anteriormente, mas ndo foram tratadas com Trombina. Para elui¢ao das proteinas,
as beads foram ressuspendidas com 1ml de solugdo de glutationa reduzida pH 8 (100mM
NaCl, 50mM Tris 8.8, 20mM Glutationa) a temperatura ambiente por 10 minutos em
constante agitagdo. O sobrenadante contendo as proteinas foi coletado e aplicado em coluna
desalinizante PD-10 (Amershan Biosciences) sendo as proteinas eluidas pela adigdo de
3.5ml do tampao BCI100 (20mM Tris-HCI pH 8, 100mM KCI, 20% glicerol, 0.5mM
EDTA, ImM DTT e 0.5X mix inibidor de proteases).

Um passo adicional de purificacdo utilizando FPLC foi realizado como descrito
previamente. O volume coletado foi concentrado em colunas de concentragio (Centricon -
Milipore) e a quantificacdo protéica foi realizada por meio de Bradford (BioRad). As
proteinas recombinante com GST rag foram imobilizadas em Sensor Chip CMS5 (Biacore),
uma lamina de vidro que apresenta uma fina camada de ouro revestida com dextran
carbometilado. Este revestimento formou um ambiente hidrofilico que serviu de substrato

para a ligagao de biomoléculas.

A camada de ouro no chip criou condi¢des fisicas requeridas para ressondncia em
Surface Plasmon (SPR). Essencialmente, SPRs detectam mudancas de massa na camada
aquosa proxima da superficie do chip através de captacdo de mudangas no indice de
refragdo. Dessa forma, quando as moléculas em solugdo se ligam as moléculas imobilizadas

no chip ocorre um aumento da massa molecular e, quando as moléculas se dissociam,
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ocorre volta aos estagios iniciais. Através desse principio é que se formam as bases dos
sensogramas — um continuo monitoramento em tempo real da dissociacdo das moléculas
que interagiram. Os sensogramas promovem informagdo quantitativa e em tempo real da
ligagdo especifica, concentragio de moléculas ativas na amostra, cinética e afinidade
(protocolo do fabricante). A imobilizagdo das proteinas foi realizada de acordo com
instru¢do do fabricante. Um mutante com habilidade de ligagio a a-globina diminuida foi

usado como controle negativo (AHSP D43R) (36, 37).

5 — Produgao de espécies reativas de oxigénio pela proteina AHSP

AHSP WT e AHSP N75I (80uM) foram incubadas com a-globina-Fe(III) (40uM)
em tampao de ligacdo (30mM Hepes, 250mM NaCl, 1mM EDTA) por 30 minutos em
gelo, para formagdo do complexo AHSP-o-globina. Para a quantificagdo da produgdo de
EROs foi utilizado o reagente TMPD (N,N.N',N'-Tetramethyl-p-phenylenediamine), um
quimico facilmente oxidado e que serve de agente redutor para heme peroxidase. TMPD

perde um elétron a partir da oxidacdo por H,O5 . sendo o produto da oxidaco de tom azul.

Dessa forma a velocidade de oxidagdo pode ser acompanhada através de constantes
leituras a absorbéncia de 610nm (protocolo Sigma). Sendo assim. ao complexo AHSP-a-
globina foram adicionados 400uM de TMPD e 400uM de H,O e a continua oxidagao do
IMPD foi acompanhada em leitor de Elisa a absorbancia de 610nm (29, 36, 37).

6 - Analise de Corpos de Heinz

A coloragdo dos corpusculos de inclusdo (Corpos de Heinz) foi realizada como
proposto em literatura (26, 27). Sul de sangue total foram homogeneizados com 5ul do
corante Violeta de Metila e incubados a 37°C por 1 hora. 3ul da mistura foram utilizados na
preparagdo esfregago celular. As ldminas foram analisadas utilizando microscépio de
contraste de fase Eclipse E-600 (Nixon). As imagens foram capturadas utilizando o

software Image Pro-Express (Media Cybernetic, LP).
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A analise de precipitagdo de o-globinas pela técnica de imunofluorescencia foi
realizada com a fixa¢do de 10ul de sangue periférico em formaldeido e incubagio com
anticorpos primarios, tanto anti a-globina (diluigao 1:100) ou anti B-actina (diluigdo 1:100)
overnight a 4°C. As amostras foram lavadas em PBS e incubadas com o anticorpo
secundario (diluicdo 1:100 anti IgG de coelho, Santa Cruz Biotechnology) por duas horas a

temperatura ambiente.

7 - Analise de liga¢io RNA-proteina pela técnica de EMSA

Células do tipo K562 (linhagem eritroleucémica humana) foram cultivadas em meio
de cultura IMDM enriquecido com 10% de soro bovino fetal. Durante as ultimas 16 horas
de culturas, as células foram tratadas com 100uM de desferrioxamina (Novartis) ou com
50uM de Hemina (Sigma) ou mantidas sem tratamento. As células foram lavadas duas

vezes com tampdo PBS gelado.

Para gera¢do de extrato citoplasmatico, as células foram submetidas a lise
utilizando-se tampéo de lise gelado (10mM EDTA (pH 7.4). 100mM Tris-HCI, 10mM
Na,P,07, 100mM NaF,, 10mM Na;VO4, 2mM PMSF, 1% Triton X-100 e 0.1mg/ml
Aprotinina) por 30 minutos em gelo. Apos centrifuga¢do a 13000 RPM o sobrenadante foi
coletado. A concentra¢do de proteinas foi determinada utilizando-se Comassie blue (Bio
Rad). O IRE presente na molécula de RNA mensageiro da cadeia pesada da ferritina foi

utilizado como controle positivo (49).

Para geracdo das sondas de RNA mensageiro, oligonucleotideos de
aproximadamente 50pb, contendo seqiiéncia de reconhecimento da enzima T7 polimerase
(sobrescrito) (49), foram anelados em solu¢do composta de S0uM de NaCl e ImM de
EDTA pH 7. incubando-se a reagdo por 5 minutos a 95°C em banho seco, seguido de

incubagdo a temperatura ambiente por 2 horas. As sondas utilizadas foram:
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AHSP_Humano WT: 5° CAATAAAGACCAGTGCTGGTTTTGTTGTATAGTGAGTCGTATTA 3’
AHSP_Humano MT: 5’CAATGAGTACCAGTGCTGGTTTTGTTGTATAGTGAGTCGTATTA 3°
AHSP_Camundongo: 5’ - TGTTGCTGTACTTTGACATGCCAATATATAGTGAGTCGTATTA - 3°
Ferritina: 5~ GGATCCTGCTTCAACAGTGCTTGGACGGATCCTATAGTGAGTCGTATTA - 3°

Sondas radioativas utilizando [o**] UTP, bem como sondas sem marcagdo foram
sintetizadas utilizando-se T7 RNA polimerase (Invitrogen) de acordo com instru¢des do
fabricante. Eletrophoretic mobility-shift assay (EMSA) foi realizado utilizando-se 20ug de
extratos citoplasmaticos e 0.5ug de sonda. As reagdes foram submetidas a eletroforese em
gel de poliacrilamida 6%. Apos seco, o gel foi exposto em filme fotografico por periodo 5

horas.

8 — Construcao dos plasmideos AHSP-IRE-WT e AHSP-IRE-MT

Fragmentos de cDNA de aproximadamente 600pb, referentes aos RNA mensageiros
(3 exons) dos genes AHSP WT e AHSP N75I. foram clonados em vetor de tipo pEF1a neo

(Invitrogen) e em vetor tipo pTet-Splice (Invitrogen) respectivamente.

Os plasmideos foram transfectados em bactéria da linhagem DH3a, e a confirmagao
das sequiencias de nucleotideos foi realizada por seqiinciamento automatico. Os primers
utilizados para a amplifica¢do do fragmento de DNA foram:

AHSP_IRE_F 5'-ACAGAGAGATTCACGCACC-3"

AHSP_IRE_WT_R 5'-CAACAA AACCAGCAGTGGTICTTTATTGAGG -3
AHSP_IRE_MT_R 35-CAACAAAACCAGCAGTGGTACTCATTGAGG-3

A

9 - Anilise de ligacao de proteinas pela técnica de RNA IP

Células de linhagem de carcinoma mamario (HeLa) resistentes ao antibi6tico
tetraciclina (65) foram transfectadas (5x10° células/ml) com 6ug do plasmideo pTet-Splice
(Invitrogen) contendo as seqiiéncias para AHSP-IRE-WT e AHSP-IRE-MT, em placas de
cultura de 60mm. As transfecgdes foram realizadas utilizando-se o reagente FUGene

(Roche) de acordo com instrug¢des do fabricante.
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Apbs 4 horas de transfec¢do as células foram incubadas por 24 horas em meio
DMEM (Invitrogen) suplementado com 10% de soro bovino e antibidtico, na auséncia de
tetraciclina, com a finalidade de proporcionar a expressdao do gene AHSP, na presenca de

Desferal (100uM) e/ou Citrato de Ferro(III) (1mM). i

Ap6s 24 horas, as células foram removidas da placa e lavadas 2 vezes com PBS
gelado. O pellet celular foi tratado com 3 volumes do tampéo de lise (15mM Tris-HCI pH
7.4, 15mM MgCl,, 150mM NaCl e 0.65% Igepal) por 10 minutos, em gelo, para geragdo de
extrato protéico. O drebid celular foi removido por centrifugacdo a 13000RPM por 5
minutos. 100ul de proteina A beads (previamente lavadas 3 vezes em PBS) foram
incubadas com 250mg de anticorpos anti-IRP1 e anti-IRP2 por 1 hora a 4°C com constante

agitacdo e posteriormente lavadas duas vezes com PBS gelado, para remogéao de anticorpos

nio-incorporados as beads.

2.1mg de extrato protéico diluido em tampdo de ligagdo (20mM Hepes pH 7.9,
150mM NaCl, 0.05% Triton-X ¢ RNAseOut 0.15U/ul) foram adicionados as beads pré-
conjugadas com os anticorpos ¢ incubadas novamente por 1 hora a 4°C, em constante
agitacdo. ApOs incubagdo, as beads foram lavadas duas vezes com tampdo de ligagdo e
duas vezes com tampdo de lavagem (20mM Hepes pH 7.9, 150mM NaCl, 1% Triton-X e
RNAseOut 0.15U/ul). A eluigdo do RNA foi realizada a partir da incubagé@o das beads com
tampdo de elui¢do (100mM Tris-HCI pH 7.4, 12.5mM EDTA, 150mM NaCl e 1% SDS) a

100°C, por 3 minutos (65).

O .RNA foi purificado utilizando-se Trizol (Invitrogen) de acordo com instrugdes do
'fabricante, e precipitado utilizando-se 20ug de glicogénio. Dos 20ul de H,O com DEPC
utilizados para ressuspender o pellet de RNA. 5ul foram utilizados para sintese de cDNA
utilizando-se o kit SuperScript II (Invitrogen). A quantificagdo do RNA precipitado pelos

anticorpos foi feita através de PCR em tempo real.
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10 - Quantificac¢io da estabilidade do RNA mensageiro

Células do tipo K562 foram cultivadas em meio de cultura IMDM (Invitrogen)
suplementado com 10% de soro bovino fetal. A indu¢do da produgdo de hemoglobina
nestas c€lulas ocorreu do tratamento das células com Hidroxiuréia (Sigma) por 48 horas.
Como indicado, Desferrioxamina (100uM - Novarts) ou Citrato de Ferro(IIl) (ImM -
Sigma) foram adicionados as células por 16 horas antes da adi¢do do inibidor de
transcri¢do. Actinomicina-D (Sigma — SuM/ml) foi adicionada ao meio de cultura para

inibi¢ao da transcrigdo.

As células foram entdo lavadas duas vezes em tampdo PBS gelado e a extragdo de
RNA total foi realizada utilizando-se Trizol (Invitrogen). cDNA foi sintetizado utilizando-
se SuperScriptll (Invitrogen). Os niveis da molécula de RNA mensageiro do gene AHSP
foram quantificados em trés diferentes experimentos utilizando-se PCR em tempo real.
GAPDH foi utilizado como controle interno, uma vez que este transcrito e estavel na
presenga/auséncia de ferro (16). Os niveis de RNA dos genes c-myc, receptor de
transferrina, considerados RNAs instaveis (49, 66) e do gene das globinas, considerado

RNA estavel (66) foram quantificados como controles intra-experimento.

A estabilidade do RNA das construgdes AHSP IRE-WT e AHSP IRE-MT foi
analisada transfectando células COS-7 (linhagem celular de rim de macaco). Células COS-
7 foram cultivadas em meio de cultura tipo DMEM (Invitrogen) suplementado com 10% de
soro bovino fetal. Os plasmideos contendo AHSP IRE-WT e AHSP IRE-MT foram
produzidos clonando a regido codificadora do gene AHSP em plasmideo pEF1-a™© | 3pug
de plasmideo foram utilizados para transfec¢do. As transfeccdes foram realizadas
utilizando-se o reagente FUGene (Roche) de acordo com instrugdes do fabricante. O
tratamento das células, extracdo de RNA e a PCR em tempo real foram realizados como

descrito anteriormente.
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11 — Inducao de camundongos ao excesso de Ferro

Camundongos da linhagem C57/Bl6, com aproximadamente 6 a 8 semanas, foram
tratados com 100pl de solu¢do salina (grupo controle) ou com 10mg de Ferro Dextran por
dia, via injecdo intra-peritonial (INFeD). Apos10 dias de tratamento os animais foram

sacrificados, e fémur, baco e figado foram removidos.

Os fémures foram lavados com 1X PBS para remogéo das células da medula dssea.
Baco e figado foram fixados em paraformaldeido e submetidos a cortes histologicos e
coloragdo de Azul da Prussia para confirmagdo do acumulo de ferro. Os eritrocitos
presentes na medula 6ssea foram marcados utilizando-se beads conjugadas com marcador
especifico para esta linhagem (MACS) e entdo selecionados através de separador
automatico (autoMACS). As células foram entdo lavadas duas vezes em tampdo PBS
gelado e a extragdo de RNA total fo1 realizada utilizando-se Trizol (Invitrogen). cDNA foi
sintetizado utilizando-se SuperScriptll (Invitrogen). Os niveis de RNA foram determinados

a partir de PCR em tempo real.

12 — Tratamento de células da linhagem G1E-ER4 com ferro(III)

Células da linhagem G1E-ER4 (7, 67) foram previamente tratadas por 24 horas na
presenga, ou auséncia de Citrato de Ferro(IIl) (ImM). Apés este periodo, as células foram
induzidas a diferenciagdo através da adigdo do horménio estradiol, que proporcionou a

expressdo do gene GATA-1 e promoveu a diferenciagdo das células em linhagem eritroide.

Nos tempos determinados, as células foram coletadas e lavadas duas vezes com 1X
PBS. /1o das células foram utilizadas para confeccdo de laminas para analise morfologica,

que foram coradas com corante Wright-Giemsa.

O restante foi submetido a extragdo de RNA total, utilizando-se o reagente Trizol,
de acordo com as instru¢des dos fabricantes. ¢cDNA foi sintetizado utilizando-se
SuperScriptll (Invitrogen). Os niveis de RNA foram determinados através da técnica de

Northern blot.
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13 - Anilise de ligag¢io de proteinas pela técnica de Imunoprecipita¢io de

cromatina (ChIP)

Células do tipo K562 foram cultivadas em meio de cultura IMDM (Invitrogen)
suplementado com 10% de soro bovino fetal. A indu¢do da produgdo de hemoglobina
nestas células decorreu do tratamento das células da linhagem K562 com Hidroxiuréia
(Sigma) por 48 horas. Como indicado, Succynil acetone (100mM) ou Hemina (50p) foram
adicionados as células nos tempos determinados e, apés o tratamento, as células foram

lavadas duas vezes em tampéo PBS gelado.

A técnica de ChIP foi realizada como descrito na literatura (68). Células, apos
remogao dos residuos do meio de cultura, foram submetidas ao crosslink do complexo
DNA/proteina a partir da adigao de Formaldeido por 10 minutos. A interrup¢io do
crosstink ocorreu pela adi¢ao de glicina a células e incubagdo por 5 minutos. Apés lise
celular e nuclear, o DNA foi sonicado e incubado com os especificos anticorpos

incorporados em beads, por 16 horas.

As beads contendo a composigdgo DNA/proteina/anticorpo foram lavadas e, apos a
eluicdo do DNA destas, foi realizada purificagdo por fenol/cloroférmio/alcool isoamilico.
Apos a purificagdo do DNA, os fragmentos de DNA precipitados a partir da ligagdo dos
fatores de transcri¢do Bachl e Nrf2 foram analisados por PCR em tempo real, utilizando-
se conjuntos de primers cobrindo uma regido de aproximadamente 4kb, constante do gene
AHSP mais aproximadamente 2kb antes da regido de inicio da transcrigao e 2kb depois da

regido de inicio de transcricdo.

14 — Extra¢ao de RNA nuclear

Células (1x107 células) foram lavadas duas vezes com 1X PBS gelado e incubadas
com 3 volumes do tampdo de lise nuclear (10mM Tris-HCI pH 7.4, 10mM NaCl, 3mM
MgCl,, 0.5%NP-40) por 5 minutos em gelo. Apds incubagio as células foram centrifugadas

por 2000RPM por 1 minuto e o sobrenadante (extrato citoplasmatico) foi removido (69).
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O pellet nuclear foi lavado duas vezes com 1X PBS gelado e ressuspendido em
Trizol. 5 a 10pg de RNA nuclear foi submetido a eletroforese em gel desnaturante para

quantificagdo da expressdo génica pela técnica de Northern.

15 - Northen-blot

5 a 15pg de RNA foram aplicados em gel de agarose suplementado com
formaldeido. A eletroforese ocorreu utilizando-se tampao 1X MOPS a 70 volts por
aproximadamente 4 horas, e transferéncia do RNA para membrana de nylon ocorreu por 16

horas utilizando-se tampao 20X SSC.

Ap6s transferéncia, a membrana foi lavada duas vezes a temperatura ambiente com
tampdo 5X SSC, e uma vez com tampao 5X SSC, 1%SDS, 65°C, para remogédo do excesso
de formaldeido e brometo de etideo. A pré-hibridizagdo ocorreu em tampao 5X SSC,

1%SDS suplementado com 100ng de DNA de esperma de salmdo, a 65°C por 6 a 8 horas.

A hibridizagdo ocorreu utilizando-se o mesmo tampdo, adicionado de sonda
radioativa especifica para o gene AHSP, por aproximadamente 16 horas. A marcacdo da
sonda foi realizada utilizando-se o reagente High primer (Roche) e [o**]P-dCTP. Duas
lavagens a 65°C com tampao 2X SSC foram realizadas e, entdo a membrana fol exposta em

filme fotografico por 3 a 5 horas.

16 - PCR em tempo real

Tanto as analises de real-time para quantificacdo da express@ao génica como as
analises de real-time para a técnica de ChIP foram realizadas em placas de 384 wells

(Applied Biosystens) em equipamento SDS-7900HT (Applied Biosystens).

Todas as reagdes foram realizadas utilizando-se SYBR Green PCR Master Mix

(Applied Biosystens). Em todas as reagdes foram utilizadas curvas padrdo e derivagao da
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formula 244", Segue abaixo a relagio dos primers utilizados nas metodologias acima

citadas: (h) primers utilizados em experimentos com células de humanos: (m) primers

utilizados em experimentos com células de murinos:;

hAHSP_RT
hGAPDH_RT
he-myc_ RT
ha-globin_ RT
hFerritin_ RT
cosGAPDH_RT
hTfR_RT
mAHSP_RT
mGAPDH_RT
mpB-globina_RT
ma-globina_ RT
mTfR_RT
ChIP_hAHSP#1
ChIP_hAHSP#2
ChIP_hAHSP#3
ChIP_hAHSP#4
ChIP_hAHSP#5

ChIP_hAHSP#6

F - 5’-CAATAAGGATCTCATTTCCG-3’
F - 3-CCACATCGCTCAGACACCAT-3"
F-35- ACCAGATCCCGGAGTTGGA-3"
F-5-GTTAAGGGCCACGGCAAGAA-3
F-5- AACATGCTGAGAAACTGATG-3"

F-35"-TGTGGTAAAGTGGATATTGTTG-3"

F-5"- AGATTTCGGGAATGCTGAGAAA-3"

F - 5°-GCCATGACAGAATTCCAGCCA-3’
F-3-AGGTTGTCTCCTGCGACTTCA-3’
F-5- AACGATGGCCTGAATCACTTG -3°
F-5- CCACCCTGCCGATTTCAC -3

F -3-TGGAGTATCACTTCCTGTCG -3°

F - 53-GGAGTGCAGTGGCGTGATC-3'

F -3-TGCATCCATACAATGCAATGTG-3'
F-5-TGGGAGAATCATTGCGATCA-3'

F -3-GGCACTATTCTAGTATTCCCG-3'

F -5-AAGTCTCCCAGTCTTGTTCATCCT-3'

F-3-ACGCTCCGGTGCCTTATG-3'

R - 3’-GAGGATCATTGAAGACCTGCTGA-3"

R - 53’-CCAGGCGCCCAATACG-3’

R -5-CGAGTCCGAGGAAGGAGAGA-3’

R - 5- GGCTTAGGAGGTTGAAGTTG-3’

R -5- GCACACTCCATTGCATTCAGC-3’
R-53- TGGGTGGAATCATACTGGAACA- 3’

R -3-AGGGAGAGAGGAAGTGATAC-3’

R -3-TTTGGACTTCAGAAAGGTCCTGTAT-3"
R - 5’-CCAGGAAATGAGCTTGACAAAG-3’

R -5 -AGCCTGAAGTTCTCAGGATCCA-3’

R =3"- CTCACAGAGGCAAGGAAGTTGTC -3°
R -3~ TGAGAGAGTGTGAGAGCCAGAGC- 3"
R - 3-GGCTGAGGCAGGAGAATCG-3'

R - 53-TTTTGGTCAGCATGATGTTCTTG-3'

R - 3-GGGCATGTTCCTGCTTTTTG-3'

R - 3'-CAGAGACGAGAGGATCATTG-3'

R - 5-AGAGTCCGAAGATCCTAGAATGTAGTTT-3'

R - 3-TGTAACAACTATTTGCACAGCATTG-3'
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1 — Analise do polimorfismo N75I no gene AHSP

Foi com base na hipotese de que variacdo nos niveis de expressdo génica e/ou
alteracdo da conformagdo protéica da proteina AHSP poderiam estar relacionados com
variabilidade clinica em [B-talassemia, que primeiramente decidimos examinar a seqiiéncia
de nucleotideos do gene AHSP. Em nosso trabalho prévio, 88 amostras de DNA de
pacientes brasileiros com [3-talassemia foram analisadas e a detec¢do do polimorfismo N75,
na posicao 12888 da seqiiéncia de DNA do gene AHSP, s6 foi possivel em trés diferentes

casos de pacientes com talassemia:

Caso 1: Paciente adulto heterozigoto para B-talassemia (B>°/p*) e heterozigoto para o
polimorfismo N75I no gene AHSP, com um quadro de anemia grave e freqiientes eventos
transfusionais. A mde do paciente apresentou [-talassemia em heterozigose e seqiiéncia
génica normal para o gene AHSP, com leve anemia: o pai do paciente apresentou seqiiéncia
génica normal para o gene 3-globina e presenca em heterozigose do polimorfismo N75I no

gene AHSP.

Caso 2: Paciente heterozigoto para B-talassemia (B*°/B*) e heterozigoto para o
polimorfismo N75I no gene AHSP, com anemia acentuada. Co-heranga de trés genes o-
globinas foi detectado. Dois irmaos e um filho apresentaram as mesmas caracteristicas. A
filha ndo apresentou mutagdes no gene PB-globina e ndo apresentou mutagdes no gene

AHSP.

Caso 3: Dois irmdos (um irmdo e uma irma) homozigotos para p-talassemia (B*°/™5%) e
heterozigotos para o polimorfismo N75I no gene AHSP com fendtipo de talassemia

intermedidria.
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Tabela 2 — Dados hematolégicos de pacientes com B-talassemia e com o SNP N751I no gene AHSP

Individuos  PB-globina AHSP Hb (g/dL) MCV (fL) MCH (pg) Ret(%) HbA2(%) HbF (%) a—globina
Caso 1

Paciente ppA N75I/N75N 6.8 67 19 10.4 4 5.2 ac/o
Mae B/B*  NT5N/N75N 10.8 63 19.7 ¥ 57 0.7 aa/ao
Pai BY/p* N75I/N75N 14.5 89.6 29.7 ¥ 2.0 0.2 aa/oo
Caso 2

Paciente B pA N751/N75N 9.4 59 20.7 1.86 4.8 2.6 acovoo
Irmao p¥pA N75I/N75N 11 65.1 20.4 2.29 4.7 3.3 coo/oo
[rma B°/p* N75I/N75N 10.9 61.1 19.2 3.18 5.0 3.9 aoo/oc
Filho BBt N75I/N75N 13.8 61.1 20.2 1.56 49 1.2 aoo/ao
Filha pr/pt N75N/N75N 14.4 88.4 29.9 1.52 2.9 0.9 coe/oo
Caso 3

Paciente P BISE NTSI/NTSN 7.2 77 22.8 4.2 6.7 4.3 ao/oa
Paciente BE/BIVSI6  NTSI/NTSN 7.3 73 21.3 13.7 3.2 3.2 oo/o

e "\ * & 2 . e ? 2 s * i o . 49 ?
B significa alelo normal para o gene B-globina; “coo” significa um gene o-globina triplicado; “*

significa niveis dentro dos padrdes normais de reticulécito; “N” significa alelo normal para o gene
AHSP.

A paciente indicada como caso 1 apresenta anemia acentuada divergente do
proposto pelo genétipo do gene B-globina, que indica somente 1 alelo para B-talassemia. As
andlises do gene a-globina ndo demonstraram triplicagio deste gene. Os niveis de
hemoglobina considerados habituais em casos de traco talassémico variam entre 10.5g/dL a
11.5g/dL, similares aos niveis de hemoglobina apresentados pela mae, considerada trago
talassémico. Os dados apresentados nesta familia indicam fortemente que o polimorfismo
N75I no gene AHSP pode estar relacionado com a gravidade clinica da paciente. Nos casos
2 e 3 esta sugestdo ndo € claramente indicada. No entanto, deve ser observado que os dois
pacientes do caso 3 apresentam niveis de hemoglobina inferiores aos sugeridos pela

literatura.
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No decorrer do presente trabalho, uma nova analise do gene AHSP foi realizada
utilizando amostras de DNA de individuos andénimos provenientes de paises com alta
incidéncia de B-talassemia. A andlise dos sitios polimorficos no gene AHSP demonstrou
vérios SNPs descritos na literatura (38, 40). E importante observar que o polimorfismo

N75I no gene AHSP foi observado somente em um individuo de origem brasileira.

Desta analise foi possivel a elaborac@o de 19 haplotipos a partir da associagdo dos 7
polimorfismos mais freqiientes: 11943 (A-G), 12020 (T'® - T"), 12347 (G-A), 12391 (G-
A), 12985 (G-T), 12888 (A-T) e 12991 (T-C). A posi¢do dos nucleotideos refere-se a

seqiiéncia do gene AHSP depositada no Gernebank sob nimero de acesso AC 106 730.2.

Tabela 3 — Anilise dos haplétipos do gene AHSP em diferentes etnias

Freqiéncia dos Haplotipos (%)

AC Al BrRk B M NG P
Haplétipos Seqiiéncias (n=96) (n=100) (n=252) (n=176) (n=92) (n=100) (n=92)
H1 A18GGGAT 39.4 235 56.4 51.0 446 21.0 13.3
H2 G15GGGAT 74 27 11
H3 A18GGGTT 0.9 1.3
Ha A18AGGAT 32 21.8 30.5 37.5 6.0 7.8
H5 G15AGGAT 43 Selal
H6 A18GGGAC 2.1 1:3
H7 G15GGGAC 1.8
H8 A18AGGAC 13 1.8 1.0 49
H9 G15GAGAT 1.1 36 3.0
H10 A18GAGAT 0.9 1.8 5.0 15
H11 A18AAGAT 1.8 0.7
H12 A18GGTAT 3.2
H13 G15GGTAT 14.9 25.0 45 133
H14 G15GATAT 9.6 2.9 6.4 33 47.0 62.2
H15 A18GATAT 3.2 0.9 89
H16 A18AGTAT 1.1 0.9 26 1.8
H17 A18AATAT 1.3 1.8
H18 G15AATAT 6.4 485 46 15.0 12.2
H19 G15AGTAT 43 0.7 2.0

NG. Nova Papa Guine; M, Mediterranea; Al, Asiatica; PO, Port Olry (llha de Vanatu, Oceania); AC, Afro-
caribenhos; Br*", brasileiros controles; Br', pacientes com [-talassemia.
O primeiro nucleotideo e posigdes referem-se aos dados fornecidos pelo Genebank numero de acesso AC

106730.2.

N significa a quantidade de alelos seqiienciados em cada populagdo
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Os haplétipos H7, H8 e H19 foram detectados exclusivamente em amostras de
DNA provenientes do Mediterraneo, Brasil e Asia, respectivamente, e o haplétipo H4 foi o
Unico presente em todas as populagdes analisadas. Dois haplotipos foram presentes somente

em amostras de pacientes com B-talassemia: H17 e H18.

De forma interessante, o haplotipo H3 que representa o alelo com o polimorfismo
N75I, foi detectado exclusivamente na populacio de controles e pacientes provenientes do
Brasil, sugerindo um haplotipo ancestral em comum nesta populagdo. Esta sugestio fica
mais evidente quando a ancestralidade dos pacientes com talassemia e do individuo
controle foram analisadas. Em todas as situagdes, os individuos apresentaram ancestrais

provenientes de Portugal e Jtalia.

Uma vez que o polimorfismo N75I foi encontrado em pacientes com B-talassemia
com evolugdo clinica mais grave do que o esperado, resolvemos estudar, através de ensaios
com proteina recombinante, se a alteracio de uma asparagina (N) por uma isoleucina (I) na
cadeia polipeptidica da proteina AHSP poderia alterar a funcdo estabilizadora de cadeias o

globina.

Entretanto, antes de iniciar os estudos com a proteina recombinante, hemacias de
individuos saudaveis e heterozigotos para o polimorfismo N75I no gene AHSP foram
analisadas (n=2). Como ja descrito por Kong e colaboradores (27), células de camundongos
com auséncia de uma ou de ambas as cépias do gene AHSP apresentam precipitagdo de
cadeias globina, denominados corpos de inclusio. Dessa forma, se o polimorfismo N75I
estiver alterando a estrutura da proteina AHSP ou a afinidade a a-globinas, precipitados de
cadeias globinicas na membrana de hemacias deverdo ser observados. Como controles
foram corados eritrocitos de cinco individuos normais para o gene AHSP e para o gene B-

globina (figura 4).

Somente os eritrocitos provenientes do individuo com o polimorfismo N75I
demonstraram corpos de inclusdes num padrdo heterocelular, sugerindo precipitagdo de

cadeias globinicas nas células.
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Figura 4 — Anilise de corpos de inclusio em células normais e positivas para o
polimorfismo N75I no gene AHSP — Painel Superior - laminas de eritrécitos de individuo
controle (A) e eritrécitos de individuo positivo para o polimorfismo no gene AHSP (B)
corados com solu¢do de Violeta de Metila. Outros painéis — laminas de eritrécitos individuo
controle (A) e eritrocitos de individuo positivo para o polimorfismo no gene AHSP (B)
analisados pela técnica de imunofluorescéncia. Imagens capturadas pelo software Image

Pro-Express 4.0 (Media Cybernetic, LP).

Mas, qual seria o impacto que o SNP N75[ estaria causando na proteina AHSP que
levaria a precipitacao de cadeias globinicas nas hemécias? Sabe-se que a proteina AHSP
apresenta duas fungdes vitais nos eritrocitos: além da AHSP ligar-se a cadeias o-globinas e
prevenir a precipitagdo desta em precursores eritréides, AHSP também e capaz de bloquear
a oxidagdo da a-globina (26, 27, 36, 37). Na tentativa de analisar quais destas fun¢des
poderiam estar sendo modificadas pelo polimorfismo N75I experimentos com proteinas
recombinantes foram realizados. Para tanto. sangue dos individuos positivos para o
polimorfismo N75I foi coletado para extracio de RNA e sintese de cDNA. Um fragmento
de aproximadamente 500pb foi amplificado do ¢cDNA e clonado em vetor TOPO
(Invitrogen). Apos o seqiiénciamento, os clones positivos para AHSP-N751 foram digeridos
para extra¢@o do fragmento de interesse que foi, entdo, clonado em vetor de expressao
pGex ‘Invitrogen). A transformacio de bactérias de linhagem BL21-DE3 permitiu a

superexpressdo da proteina AHSP-N75I.

A Interagdo entre as proteinas AHSP e ¢-globina pode ser avaliada pela taxa de
oxida¢do do grupo heme, por meio de mudangas espectrométricas ocorridas na presenca de
H>0;. Neste estudo foram avaliadas as seguintes interagdes: AHSP-WT-a-globina-Fe(I),
AHSP-N75I-a-globina-Fe(Il) e AHSP-D34R-a-globina-Fe(ll), que conhecidamente
apresenta reducdo de ligacdo com a-globina. Os resultados obtidos demonstraram que
AHSP-WT e AHSP-N75I apresentam a mesma capacidade de ligagio com o-globina, uma
vez que ndo foi observado o rapido declinio da absorbancia (referida como unidade de
resposta). Ja a proteina AHSP-D34R-Fe(Il), que apresentava perda da capacidade de

ligagdo com o-globina, demonstrou um declinio consideravel da absorbancia (figura 5a)
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Analise da ligagdo AHSP - a-globina
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Figura 5 — Estudos utilizando proteina recombinante AHSP N75I — (A) estabilidade do
grupo heme nos complexos AHSP-WT-u-globina-Fe(IIl), AHSP-N75I-a-globina-Fe(III) e
AHSP-D34R-a-globina-Fe(1ll) apos exposi¢ao a H;O, . (B) Produgdo de oxidantes
secundarios durante incubagZo na presenca de H>O; e do corante TMPD. Valores coletados

da leitura colorimétrica a 610nm em leitor de Elisa. a-Hb - a-globina. * p < 0.05.
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Com relagdo a fungdo protetora de AHSP contra a geragdo de espécies reativas de
oXigenio. esta pdde ser estimada por meio da quantificacio da oxidac,:z‘iz) do grupo heme. Os
complexos AHSP-WT-a-globina-Fe(Il), AHSP-N75I-a-globina-Fe(II) e o-globina livre
foram incubados na presenca de H,O, e do corante TMPD. A alterac@o na cor do corante
foi medida por leitor de Elisa. de 15 em 15 segundos, durante uma hora. Os resultados

indicaram que o complexo AHSP-N73I-a-globina-Fe(II) apresentou menor capacidade de

proteger as cadeias o.-globina de gerar espécies reativas de oxigénio (figura 5b).

Em suma, os resultados obtidos com a proteina recombinante AHSP-N751 indicam
uma perda parcial da fungdo protetora contra geracio de espécies reativas de oxigénio. Este
fato poderia explicar o aparecimento dos corpos de inclusdo visualizados em células

positivas para o polimorfismo N75I.
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2 — Presenca de estrutura secunddria na posi¢do 3’-UTR do gene AHSP pode

estar relacionada a estabilidade do RNA dependente da concentragio de ferro

Durante a fase de analise da composi¢do de nucleotideos- do gene AHSP, a
seqiiéncia de 6 nucleotideos na posicao 3°-UTR do gene nos chamou atengdo. A seqiiéncia
de CAGTGC ¢ conhecida por fazer parte do stem-loop encontrado em RNAs mensageiros
de proteinas envolvidas na resposta aos niveis corporeos do ion ferro. Este stem loop €
denominado “Elemento Responsivo a Ferro” (IRE). IREs sdo estruturas secundérias
formadas por aproximadamente 25-35 nucleotideos com 6 nucleotideos principais,
responséaveis pela formacdo do /oop da estrutura. Estes stem-loops sdo reconhecidos por
proteinas denominadas IRPs na resposta a concentragéo de ferro (47). Dependo de sua

localizagdo na molécula de RNA o IRE pode apresentar duas fungdes distintas (49):

a- IREs posicionados na porgdo 5'-UTR do RNA mensageiro regulam a sintese de
proteinas na presenca de niveis elevados de ferro, como por exemplo RNA mensageiro do
gene da ferritina, molécula de estoque de ferro. Na presenca de altas concentragdes de ferro
nio ha a liga¢do das proteinas IRP ao stem-loop, o que favorece a liga¢do dos ribossomos

ao RNA mensageiro e a sintese da proteina;

b- IREs posicionados na por¢do 3°-UTR do RNA mensageiro estdo relacionados a
estabilidade da molécula, como por exemplo RNA mensageiro do gene do receptor de
transferrina, que promove o influxo de ferro nas células. Na presenca de altas
concentragdes de ferro ndo ha a ligacdo das proteinas IRP ao stem-/oop, deixando expostos

sitios de RNAses, que degradam o RNA mensageiro.

Para a avaliagdo da formacéo de estrutura secundaria no RNA mensageiro do gene
AHSP foi utilizado o software RNAProfile (70). Este software apresenta a vantagem de
predizer estruturas secundarias tipicas e ndo tipicas, de acordo com a semelhanga aos IREs
presentes nos RNAs dos genes receptor de transferrina e ferritina (figura 6a). Trés pré-
requisitos basicos sdo necessarios para a caracterizagdo de um IRE tipico: 1) presenca de
um loop formado por 6 nucleotideos, onde os nucleotideos de nimero 1 ¢ 5 devem

obedecer ao pareamento segundo as leis de Watson e Crick (Cs pareiam com Gs, e As
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pareiam com Ts); 2) presenga de 5 nucleotideos pareados formando o stem superior e, 3)

um C bulged entre os stems superior e inferior (71).

Os resultados da analise da estrutura secundaria presente no RNA do gene AHSP
permitiram reconhecer que os IREs presentes na molécula de RNA do gene AHSP de
humanos, macacos e cachorros enquadram-se na classe de IREs atipicos, uma vez que
apresentam um /oop composto de 4 nucleotideos e um bulged A (figura 6b). Os IREs
presentes na molécula de RNA do gene AHSP de camundongo e cachorro aproximam-se
mais das formas conhecidas de IREs, apresentando loop de seis e cinco nucleotideos,

respectivamente, pareamento de acordo com as leis de Watson e Crick (figura 6b).

G W B UG U u UG ugG A
. G G C C U G C G C A U
C,  H, G W Al A G AU AU A U
NN A G cG UA CG CG CG
NN C, H; cG GC CcG CcG CG
N N N N Al UA AU AU AT
NN NN Gl L GU GU GT
NN NN A CG A A AT
N N N Al GC Al A G A G
G N NN Al C AU A A C
N C UG UA UG UG T T
NN NN Al UA AU AU A G
N N N N AU GU AU AU A G ¥
NN NN 3 CG 3 UA P 3 CG 3 5 CG ¥ 5 C
NN N N
NN N N Humano Murino Primata Bovino Canino
N N N N AHSP-IRE AHSP-IRE Niao-humano AHSP-IRE AHSP-IRE
5 NN 3 5 NN 3 AHSP-IRE

Figura 6 — Stem-loop na porcio 3’>-UTR do RNA mensageiro do gene AHSP sugere
presenca de elemento responsivo a ferro - (A) Representa¢do da estrutura conservada
para IREs. (B) Representacdo do possivel stem-loop no gene AHSP de humanos,
camundongos, macaco, boi e cachorro. A predi¢do da estrutura secundaria no RNA
mensageiro do gene AHSP foi gerada utilizando-se o algoritmo descrito por Giulio et al
(70).
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Uma vez sugerida a presenca de um elemento responsivo a ferro na molécula de
RNA do gene AHSP, passamos a investigar a capacidade desse stem-loop ser reconhecido
pelas proteinas reconhecedoras de IREs, denominadas IRPs, por meio da técnica de EMSA

(figura 7).
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Figura 7 — Liga¢do especifica de proteina presente em extrato protéico de células da
linhagem K562-a0 elemento responsivo a ferro presente em AHSP — Sondas de RNA
sintetizadas in vitro (0.5ug), correspondentes a seqiiéncia encontrada no RNA mensageiro
do gene AHSP de humanos, um mutante com alteragdo de trés nucleotideos (A) e a
seqiiéncia de IRE do gene ferritina foram incubados com 20pg de extrato protéico total de
células K562. As amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida 6% n@o-desnaturante.
(B) coluna 1 — sonda para IRE de ferritina; coluna 2 — sonda para IREYT de AHSP; coluna

3 — branco; coluna 4 sonda para IREMYT de AHSP.
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Utilizando sonda de RNA com aproximadamente 35 nucleotideos, representando a
sequiéncia do IRE do gene AHSP de humano e extrato protéico total de células K562 —
linhagem eritroleucémica humana - foi possivel a visualiza¢do de um padrdo de migragio
similar ao visualizado com a sonda de controle positivo (ferritina ‘IRE) (figura 7b). A
construgdo de uma sonda mutante, modificando 3 nucleotideos do IRE do gene AHSP de

humanos (figura 7a) demonstrou menor afinidade de ligacdo com proteinas.

Dessa forma, podemos concluir que o atipico elemento responsivo ao ferro presente
no gene AHSP de humanos € provavelmente reconhecido pelas mesmas proteinas que se

ligam ao IRE presente na molécula de ferritina.

Uma vez que o reconhecimento de um IRE por proteinas do tipo IRPs depende da
concentragao de ferro na célula, resolvemos avaliar o padrio de ligagdo de IRPs ao
possivel IRE presente na molécula de RNA do gene AHSP de humanos, de acordo com a
concentracdo de ferro. Células da linhagem K362 foram tratadas por 16 horas na presenca
de desferal (quelante de ferro) e ou hemina (como fonte de ferro). O resultado observado
Sugere que a estrutura secundaria atipica presente no RNA mensageiro do gene AHSP ¢
reconhecida por proteinas IRPs de acordo com os niveis de ferro: na presenca de extrato
protéico de células tratadas com hemina, perde-se totalmente a ligagdo proteina-/oop,
enquanto, em situa¢des sem tratamento ou tratadas com desferal ainda existe a ligacdo

(figura 8).
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Figura 8 — Tratamento de células da linhagem celular K562 com heme como fonte de
ferro reduz a ligacao entre IRPs e IRE - Sondas de RNA sintetizadas in vitro (0.5ug),
correspondentes a seqiiéncia encontrada no RNA mensageiro do gene AHSP de humanos
foram incubadas com 20ug de extrato protéico total de células K562 sem tratamento
(coluna 1), células K562 tratadas com 100uM de Desferal, como quelante de ferro (coluna
2), células K562 tratadas com 50uM de Hemina, como fonte de ferro (coluna 3). Coluna 4
— competidor ndo radioativo 100 vezes mais concentrado. As amostras foram submetidas a

eletroforese em gel de poliacrilamida 6% nao-desnaturante.
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Para andlise da formagdo do complexo AHSP IRE/IRPs in vivo, IRPs foram
imunoprecipitadas a partir de extratos citoplasmaticos da linhagem celular Hela
previamente transfectadas transitoriamente com plasmideos contendo a seqiiéncia completa
do ¢cDNA do gene AHSP de humanos. Dessa forma. tanto IRPs como os RNAs
reconhecidos por essas proteinas poderiam ser estudados. Apés extragdo e purificagdo, a
quantidade de RNA mensageiro dos genes AHSP, ferritina (controle positivo) e GAPDH

(controle negativo) foi analisada através da técnica de PCR em tempo real.

Através da imunoprecipitagdo das IRPs foi possivel a detec¢io de grande
quantidade de RNA mensageiro dos genes AHSP e ferritina ¢ pequenas quantidades de
RNA mensageiro do gene GAPDH. confirmando a especificidade do experimento e a
formag¢do do complexo IRE-IRP no RNA mensageiro do gene AHSP. Entretanto, a
formagdo do complexo RNA-Proteinas pelas proteinas IRP falharou na precipitacdo do

RNA do gene AHSP contento mutages no possivel IRE (figura 9a).

O tratamento das mesmas células com DFO elou ferro (III), seguido da
imunoprecipitagdo das IRPs, confirmou os dados obtidos pelos experimentos EMSA.,
demonstrando que a habilidade de reconhecimento de IREs pelas proteinas IRPs ¢é

dependente dos niveis de ferro na célula (figura 9b).

Levando em consideracdo que a presenca de IREs na por¢do 3°-UTR da molécula
de RNA esté relacionada com a estabilidade da molécula de acordo com a concentragdo de
ferro, foi sugerida a hipotese de que a estabilidade do gene AHSP poderia ser regulada
através do sistema IRE/IRP. Dessa forma foram realizados experimentos bloqueando a
transcrigdo em células K362 e analisando a estabilidade do RNA mensageiro do gene

AHSP na presenca de quelante de ferro e de fonte de ferro (figura 10).
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Figura 9 — Proteinas IRP1 e IRP2 reconhecem o IRE localizado na extremidade 3’-
UTR do RNA mensageiro do gene AHSP — Células da linhagem Hela foram transfectadas
com plasmideo pTet-AHSP, e a transcricdo foi induzida por 24 horas. Extratos
citoplasmaticos das células transfectadas foram incubados com anticorpos especificos para
as proteinas IRP1 e IRP2 e IgG (isotipo controle). O RNA imunoprecipitado foi isolado e
os niveis de RNA dos genes AHSP, Ferritina e GAPDH foram analisados por PCR em
tempo real. RNA direto do extrato citoplasmatico foi utilizado para constru¢do de curva
padrao. (A) Quantificagdo dos niveis de RNA dos genes AHSP_IRE™", AHSP IREMT,
Ferritina e GAPDH imunoprecipitados com as proteinas IRP1 e IRP2; (B) Afinidade de

ligagdo das proteinas IRP1 e IRP2 de acordo com niveis de ferro na c€lula. * p < 0.05.
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Figura 10 —Efeito da presenca de ferro na estabilidade do RNA mensageiro do gene

AHSP — Os niveis da expressdo génica foram quantificados em células K562 tratadas por
24 horas com Desferal e/ou Ferro(Ill) e, em seguida. tratadas com 5uM de Actinomicina-D
por 4 e 8 horas. A quantificagdo da expressdo génica foi realizada por meio de PCR em

tempo real. * p < 0.05.
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Ap6s 4 horas de tratamento com Actinomicina-D, um bloqueador de transcrigdo,
células tratadas com Ferro(IlI) apresentaram 30% de reducdo de transcritos para o gene
AHSP. Transcritos conhecidos foram utilizados como controle: receptor de transferrina, por
apresentar menor estabilidade do RNA na presen¢a de ferro; a-glabina, que apresenta
estabilidade n3o-dependente das concentracdes de ferro, e c¢-myc, por apresentar
instabilidade ndo-dependende das concentragdes de ferro. Os resultados obtidos sugerem

que. na presenga de ferro. transcritos para o gene AHSP apresentam maior instabilidade.

Ensaios de transfeccio de células com plasmideos contendo cDNA do gene AHSP
de humanos com a estrutura IRE normal (WT) ou com a mutacao descrita previamente
(MT) foram realizados. Como sugerido pelos ensaios de EMS4, o gene AHSP-MT
apresenta maior instabilidade mesmo na auséncia de ferro. quando comparado como perfil

de estabilidade apresentado nos experimentos realizado com AHSP-WT (figura 11).

Todos os dados indicam que um dos mecanismos de regulagdo pds tfanscricional,
que regula a expressdo do gene AHSP. consiste da presenga de um elemento responsivo a
ferro na extremidade 3’-UTR da molécula de RNA. A presenga desse stem-loop confere
instabilidade ao RNA mensageiro do gene AHSP quando elevados niveis de ferro estdo

presentes na célula.
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Figura 11 — Estabilidade diferencial entre os RNAs mensageiros AHSP-IRE™" e
AHSP-IRE™'T — Células do tipo COS foram transfectadas com plasmideo contento o
cDNA para o gene AHSP com a seqiiéncia normal do IRE (WT) e com a seqiiéncia com
trés nucleotideos alterados (MT). Os niveis da expressio do gene AHSP foram
quantificados em células tratadas por 24 horas com Desferal e/ou Ferro(Ill) e, em seguida,
tratadas com SuM de actinomicina-D por 4 horas. A quantificacdo da expressao génica foi

realizada por meio de PCR em tempo real. * p < 0.03.
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Na tentativa de melhor esclarecer o impacto da regulagdo pos transcricional por
IREs in vivo, camundongos da linhagem C57Bl6, com 6 a 8 semanas de vida foram tratados
com Ferro Dextran (10mg/dia’camundongo) por via intra peritonial durante 10 dias. A
confirmacio do excesso de ferro no organismo foi realizada atraves da coloragao de cortes

histolégicos do bago e figado com corante Azul da Prussia (figura 12).

Figura 12 — Analise da deposi¢io de ferro em cortes histologicos de camundongos com
excesso de ferro — Cortes histologicos de baco e figado de camundongos, tratados ou ndo
com ferro dextran por 10 dias. foram corados pela metodologia de Azul da Prussia,
especifica para analisar deposito de ferro em 6rgdos. Na presenca de depdsito de ferro sao
observados pontos em azul, denominados “pérolas azuis”. Apds coloragdo slides foram
analisados em microscépio Axioskop2 (Zeiss) num aumento de 40x. As representacoes
acima correspondem a: A — bago de animal controle; B — bago de animal tratado com ferro;

C — figado de animal controle; D — figado de animal tratado com ferro.
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Pela técnica de colora¢do de azul da Prussia, pontos em azul correspondem ao
depdsito de ferro nos tecidos. De acordo com a figura 12, bago de camundongos sem
tratamento (A) apresentaram niveis basais de estoque de ferro, o que era previsivel uma vez
que o bago em camundongos ¢ o segundo local de eritropoese, e de};ésitos de ferro sdo

necessarios para sintese de heme e, posteriormente, hemoglobina.

Por outro lado, bago de camundongos tratados com ferro dextran apresentou pontos
em azul em maior concentragdo, sugerindo o sucesso do tratamento, gerando camundongos
com hemocromatose. Essa conclusio ¢ baseada na analise de figado de animais sem (C) ou
com tratamento (D), uma vez que depésito de ferro no figado s6 ocorre em situagdes de

acumulo excessivo de ferro no organismo.

Apos a confirmagio do acumulo de ferro no organismo dos camundongos tratados
com Ferro Dextran. foi realizada a analise da expressao dos genes AHSP, receptor de
transferrina, a-globina e B-globina em células provenientes da medula 6ssea, recuperadas
dos fémures dos camundongos. Os precursores eritréides foram isolados utilizando pérolas
conjugadas com anticorpo especifico contra o antigeno eritréide Ter119 (uma proteina
assoclada com glicoforina A), e a expressdo génica analisada por PCR em tempo real

(figura 13).
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Figura 13 — Niveis de expressio génica em precursores eritroides de camundongos
controle e com excesso de ferro - Células positivas para o antigeno Ter-119 foram obtidas
de medula 6ssea de camundongos tratados (ferro) e ndo tratados (controle) com Ferro
Dextran. No total, 7 camundongos controle e 8 camundongos tratados com ferro foram
analisados. RNA total foi extraido e os niveis de expressdo génica foram quantificados por

PCR em tempo real. * p = 0.035. " p=0.059.
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A expressdo dos genes AHSP e receptor de transferrina mostrou-se diminuida em
células de camundongos tratados com ferro quando comparada aos niveis de expressdo em
camundongos controles, mas nio sio estatisticamente significativa. A‘expresséo dos genes
das globinas também nao demonstrou diferencas estatisticas entre animais tratados e nio

tratados.

Os nossos dados, até o momento, sugerem que elementos responsivos a ferro
presentes em moléculas de RNA regulam a estabilidade de transcritos de acordo com a
concentragdo de ferro em estudos utilizando células de linhagens celulares, porém in vivo

este efeito ndo € perfeitamente similar.

Esta mesma conclusdo foi sugerida em recentemente publicagdo (72). Durante
estudo, células da linhagem eritréide, tratadas e nio tratadas com ferro(III), provenientes da
cultura de célula fetal de figado de camundongos, foram comparadas quanto ao perfil de
expressao de genes controlados pelo sistema IRE/IRP, como ferritina, receptor de

transferrina e acido aminolevilico sintetase (Ala), em diferentes estagios de maturacio.

Como concluséo, os autores sugerem o funcionamento do sistema IRE/IRP somente
em estagios celulares imaturos, onde as atividades de transcrigdo e traducdo sdo menores e
a necessidade de ferro e/ou heme por estas células para a producdo de hemoglobina, nio é
grande. Enquanto isso, durante os estagios de grande produc@o de hemoglobina e sintese de
heme, situagdes onde niveis aumentados de ferro sio necessarios, a regulagdo dos genes

ferritina e receptor de transferrina parecem nzo mais seguir os parametros do sistema
IRE/IRP.

Na tentativa de entender se essas conclusdes sio aplicadas da mesma forma para a
regulagdo do gene AHSP, uma vez que o experimento com células eritroides de
camundongos poderia nio ter demonsirado diferencas estatisticas em fungdo da analise da
expressdo génica em células com diferentes estagios de maturagdo, resolvemos analisar a
expressdo geénica em diferentes estagios de diferenciacdo eritréide utilizando-se células da

linhagem G1E-ER4 (67).
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A indugdo da maturagdo das células eritréides na linhagem celular G1E-ER4 ocorre
através do tratamento das células com o horménio estradiol. Esta linhagem celular foi
construida a partir de células tronco de embrides de camundongos deletados para o gene
GATA-1. Normalmente esta linhagem celular imortalizada se prolifera. na forma de
eritroblastos imaturos. A insercdo de vetor de expressdo regulando a expressdo do gene
GATA-1 através do receptor de estradiol induz estas células a diferenciagao eritroide

normal (67).

Previamente a inducdo da diferenciag@o as células foram submetidas, ou ndo, ao
tratamento com Citrato de Ferro(Ill) por 24 horas. A diferencia¢do eritroide também
ocorreu na presen¢a ou auséncia de ferro. Para a constatagdo da maturagdo celular, foram
realizadas analises morfoldgicas das células coletadas nos tempos 0, 3, 24 e 48 horas apos

tratamento com estradiol (figura 14).
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Figura 14 — Anilise morfolégica da diferenciagio da linhagem celular GIE-ER4
tratadas, ou nio, com Citrato de Ferro(IlI) — Células foram coletadas nos tempos 0, 3,
24 ¢ 48 horas apés a indugdo da diferenciagdo eritréide pelo tratamento com estradiol.
Léaminas celulares foram confeccionadas pela fixagdo das células através de citospin e
coloracdo de Wright-Giemsa. As ldminas foram analisadas em microscopio Zeiss Axioskop
2 (Zeiss) e as imagens foram registradas pelo softwareAxio vision 4.3 (Zeiss) em aumento

de 40x.
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Nenhuma diferenca quanto & morfologia celular ou a diferenciacdo eritroide foi
identificada entre células tratadas e néo tratadas com citrato de ferro(III). A expressdo do
gene AHSP foi analisada em células coletadas com 0. 3, 10, 24, 30 e 48 horas ap6s a

indugdo, pela técnica de Northern blot (figura 15)
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Figura 15 — Anilise da expressio do gene AHSP em células G1E-ER4 tratadas e nao
tratadas com Citrato de Ferro - 15ug de RNA total de cada amostra foram submetidos a
eletroforese em gel agarose formaldeido e transferidos overnight para membrana de nylon.
A hibridizagdo ocorreu como descrito em materiais e métodos. Dados representativos de 3

experimentos diferentes.

Atraves da analise da expressdo do gene AHSP foi possivel a observagido de dados
similares aos apresentados na literatura para os genes do receptor de transferrina e ferritina,
sugerindo que durante a diferenciacdo eritroide o sistema IRE/IRP nio estaria mais
regulando a estabilidade de RNAs mensageiros com estrutura secundaria na extremidade
3’-UTR (72). Em contra partida, diferencas muito ténues puderam ser observadas na
expressdo em células com 48 horas. sugerindo diminui¢do dos niveis de RNA do gene

AHSP nas células que receberam tratamento com ferro.
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Uma vez que, analisando a expressdo em extrato celular total a interpretagdo dos
dados estaria englobando niveis de transcri¢do e a estabilidade do RNA, realizamos
experimentos determinando a expressdo do gene AHSP na porgdo citoplasmatica (figura

16) e na por¢@o nuclear (figura 17).
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Figura 16 — Andlise da expressao do gene AHSP em extrato citoplasmatico de células
induzidas a diferencia¢do eritréide — A extracdo de RNA citoplasmatico de células
tratadas ou ndo com Citrato de Ferro (III) foi realizada como descrito em materiais e
métodos. 15ug de RNA citoplasmatico de cada amostra foram submetidos a eletroforese
em gel agarose formaldeido e transferidos overnight para membrana de nylon. A
hibridizag¢do ocorreu como descrito em materiais € métodos. Dados representativos de 3

experimentos diferentes.
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Figura 17 — Anilise da expressio do gene AHSP em extrato nuclear de células
induzidas a diferenciagio eritréide — A extracio de RNA nuclear de células tratadas ou
nao com Citrato de Ferro (III) foi realizada como descrito em materiais ¢ métodos. 10pg de
RNA total de cada amostra foram submetidos a eletroforese em gel agarose formaldeido e
transferidos overnight para membrana de nylon. A hibridizacdo ocorreu como descrito em

materiais e métodos. Dados representativos de 3 experimentos diferentes.

A quantificagdo dos niveis de RNA presente no citoplasma celular indicou que apoés
48 horas de indugao da diferenciacio eritréide, na presenc¢a de niveis aumentados de ferro,
ocorre a diminui¢do da expressio do gene AHSP quando comparada a células sem

tratamento com ferro (figura 16).

A explicagdo do porqué estas células demonstraram menor expressdo do gene
AHSP somente com 48 horas de diferenciagio, e ndo com 24 horas, é apresentada através
da analise de RNA nuclear (figura 17). Aparentemente, o tratamento de células com Citrato
de Ferro ndo s6 desestabiliza 0o RNA do gene AHSP mas, também induzem a transcrig¢do do

gene. Esta inducdo da transcri¢do pode ser identificada principalmente pela presenca de
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varios tamanhos de RNA, provavelmente representando RNAs com diferencas de
processamento, demonstrado pela presenga de um rastro difuso visualizado no pogo onde o

RNA de células induzidas por 24 horas foi aplicado.

Esses dados, mais uma vez. estdo de acordo com a hipotese da regulagdo da
expressdo do gene AHSP pelo sistema IRE/IRP e ajudam na interpretacdo dos dados
obtidos de células da medula Ossea de camundongos. Uma vez que diferentes tipos
celulares apresentam diferentes niveis de transcrigdo, e os niveis dos genes AHSP e
receptor de transferrina ndo demonstraram diferencas significativas quanto aos niveis de
expressdo génica entre os grupos tratados ou ndo com ferro, sugerimos que esses dados

podem refletir a analise de células eritroides com diferentes niveis de transcri¢@o.
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3 — Regulacdo da transcricaio do gene AHSP pelos fatores de transcrigido

Bach1/Nrf2 em resposta a presenca/producio de Heme

Durante muito tempo acreditou-se que a Gnica via bioquimica de atuacdo da
molécula de heme seria sua incorporagao a molécula de hemoglobina para o transporte de
oxigénio. Hoje em dia sabe-se que além dessa funcdo, a presenga de heme pode estar
relacionada com a regulagdo da expressdo génica de varios genes relacionados com a
biossintese de heme, como heme oxigenase-1, e de genes relacionados com a eritropoese

como: receptor de transferrina, ferritina e o e f3- globinas (57).

No caso das cadeias globinicas, elementos regulatérios como LCR e fatores de
transcri¢ao estdo relacionados a regulagdo da expressdo génica. Nos genes que codificam as
cadelas o e - globina a existéncia de uma seqiiéncia de nucleotideos denominada MARE
(Maf recognition elements) sugere a regulacio da expressio pelo sistema Bach-1 em
resposta a heme (62, 66). Os possiveis fatores de transcri¢do que reconhecem os elementos
MARE sao Bach-1 e Bach-2, que exercem fungéo repressora na auséncia de heme, ¢ NE-

F2, Nrf-1 e Nrf-2. que exercem funco ativadora na presenga de heme (60).

Como ja proposto. a expressdo do gene AHSP é coordenada com a expressdo do
gene a- globina durante a diferenciacdo eritréide simulada em cultura de duas fases. Tanto
AHSP como «- globina apresentam algumas caracteristicas quanto aos fatores de
transcrigdo: ambos apresentam regulagio pelos fatores GATA-1 e EKLF. Durante a busca
de outros fatores de transcri¢do em comum entre AHSP e o- globina, uma seqiiéncia

similar ao elemento MARE foi identificada no gene AHSP.

Para a validagao da presenca desse elemento, experimentos de ChIP (Chromatin
Imunoprecipitation) foram realizados, primeiramente, utilizando anticorpos contra as
proteinas tipo MAF, pois tanto Bachl quanto NF-E2 ou Nrf2 heterodimerizam com Maf
para ligacdo no DNA. Seis pares de primers foram sintetizados cobrindo toda a regido do
gene AHSP e mais 2kb antes da regido de inicio da transcrigdo e 2kb depois da regido de

inicio de transcri¢io (figura 18).
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Figura 18 — Ligacdo da proteina Maf no final do segundo éxon do gene AHSP sugere
presenca de elemento MARE — (A) Seis pares de primers foram sintetizados cobrindo
toda a regido do gene AHSP ¢ as regides 2kb antes da regido de inicio da transcri¢do e 2kb
depois da regido de inicio de transcri¢do; (B) Analise da estrutura cromatinica do gene
AHSP pela técnica de ChIP demonstrou possivel ligacdo de proteina da familia das
proteinas tipo MAF no final do segundo éxon do gene. A regido amplificada pelo conjunto

de primers de numero 4 encontra-se 281pb antes do possivel elemento MARE.
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A observagdo da ligacdo da proteina MAF foi observada somente utilizando o
conjunto de primers de numero 4, que amplifica um fragmento proximo ao possivel

elemento MARE do gene AHSP.

Uma vez demonstrada a presenga de interagdo proteina-DNA no possivel elemento
MARE localizado no final do segundo éxon do gene AHSP, foi realizada a analise dos

possiveis fatores de transcri¢do que poderiam heterodimerizar com as proteinas MAF.

Anticorpos especificos contra os fatores de transcrigdo Bach-1, NF-E2 e Nrf2,
proteinas conhecidas por se ligarem a proteinas MAF e estarem presentes na regulacio da
expressao de varios genes eritroides especificos, foram utilizados na técnica de ChIP em
células K562 tratadas com hemina e succynil acetone, um bloqueador na sintese de heme

(figura 19).

Os resultados obtidos demonstraram a ligagio dos fatores Nrf2 e Bachl, mas nio do
fator NF-E2, ao sitio MARE. A ligagdo destes fatores ocorre de acordo com a concentragio
de heme nestas células. uma vez que, com o bloqueio da sintese de heme. ocorre maior
ligagdo do fator de transcricdo Bach-1. Como controles positivos para os fatores de
transcrigao, a regido HS2 do gene f-globina foi analisada para a ligagdo dos fatores de
transcrigdo Bach-1 e NF-E2, e a regido promotora do gene NQOI1 foi analisada para a

ligagao dos fatores de transcri¢io Bachl- e Nrf2 .
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Reconhecimento da sequencia MARE do
gene AHSP por fatores de transcricao
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Figura 19 — Anailise da ligagao dos fatores de transcri¢io Bach-1 e Nrf-2 no elemento
MARE do gene AHSP — Andlise da estrutura cromatinica do gene AHSP pela técnica de
ChIP demonstrou ligagdo dos fatores de transcrigdo Bach-1 e Nrf-2 ao DNA. A analise de
Bach1/Nrf2 dependente da presenca de heme; maior afinidade do fator de transcri¢gao Bach-
1 é observada quando as células sdo privadas de heme; maior afinidade do fator de
transcri¢do Nrf2 € observada na presenca de heme. HS2 do gene B-globina e a regido
promotora do gene NQO1 foram amplificadas como sendo controles positivos para os

fatores de transcri¢do analisados.
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Ainda que preliminares, estes dados sugerem que a expressdo do gene AHSP, além
de ser controlada por fatores eritroides especificos como GATA-1 e EKLF, poderia
também ser regulada em resposta aos niveis de heme celular, através dos fatores de
transcricdo Bachl e Nrf2. Uma forte evidéncia vem de experimenzos, apresentados na
sessdo anterior, que demonstram inducdo da transcrigdo do gene AHSP em células tratadas

com Ferro (III) (figura 18).
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As hemoglobinopatias representam as doencas genéticas que mais contribuiram com
0 avango nas pesquisas na area da biologia molecular, estrutura protéica, regulagao génica e
compreensdo das bases moleculares de doengas hereditarias como moduladores de

fenotipos clinicos(1).

A molécula de hemoglobina A. a proteina transportadora de oxigénio em hemécias
de mamiferos em fase adulta. ¢ composta da tetramerizagdo de duas subunidades protéicas,
a- ¢ - globinas, as quais encontram-se ligadas a um grupo heme. Este ¢ representado por
complexo de estrutura planar, sintetizado através de oito passos enzimaticos onde, no
Gltimo passo, ocorre a incorpora¢do de uma molécula de ferro que ira ligar-se diretamente
com a molécula de oxigénio. Mutacdes que afetam a sintese e a estrutura da hemoglobina

sdo reconhecidas por causar uma grande variedade de doengas humanas (1).

Mas, apesar do profundo conhecimento sobre a biologia das hemoglobinas, algumas
questdes ainda ndo foram respondidas. Uma destas seria como a sintese das globinas ¢
coordenada e equilibrada em ordem de minimizar os efeitos prejudiciais que as cadeias
globinicas, quando ndo heterodimerizadas, que poderiam ser toxicas aos precursores
eritroides e comprometer sua diferenciacio em hemacia. Alguns mecanismos relevantes

que poderiam ajudar a responder essa questao foram recentemente descritos.

Como exemplo, podemos citar a proteina heme regulated kinase (HRI) parte de um
mecanismo sensor que coordena a sintese de cadeias globinicas de acordo com a
viabilidade de heme na célula (73, 74), e Bachl, um fator de transcri¢do que exerce fungéo
repressora, como inibidor da transcrigdo dos genes das globinas em situagdes de reduzidas
concentracdes de heme (61, 66). Entretanto, muitos dos mecanismos que regulam a

producio da molécula de hemoglobina ainda permanecem ndo esclarecidos.

A melhor compreensdo de como a expressdo e sintese de cadeias globinicas sdo
coordenadas seria de grande importancia principalmente para a melhor compreensdo da
fisiopatologia de algumas hemoglobinopatias, como as f-talassemias. Nesta doenga,
mutacdes que ocorrem no gene da f-globina reduzem ou interrompem a sintese de cadeias

B-globina resultando no acumulo das cadeias c.-globina livres, as quais sao extremamente
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instaveis e tendem a danificar os precursores eritréides e hemacias pela liberagdo de ferro e

geragdo de espécies reativas de oxigénio (12, 19).

Algumas pesquisas sugeriram durante muito tempo que as células eritréides
poderiam possuir um mecanismo acoplador de cadeias a-globina, como uma chaperone,
responsavel por regular o excesso de a-globinas. Essa sugestio veio de estudos mostrando
que precursores eritroides normais produzem mais o-globinas que B-globinas sem que
ocorra nenhum dano celular (75) e da conclusio de que individuos com trago [3-talassémico
sintetizam cadeias c-globina com aproximadamente 50% de excesso relativo a sintese de
cadeias (3-globina. na maioria das vezes sem apresentar anemia acentuada ou anemia
hemolitica significativa. A identificagdo e caracterizacdo da proteina AHSP veio confirmar
estas expectativas, possibilitando a ampliagdo das investigagdes do processo de controle da

producdo das cadelas a-globina.

A AHSP € uma proteina pequena de aproximadamente 12kDa, especificamente
expressa na linhagem eritrdide, que apresenta habilidade de se ligar com diferentes formas
de cadeias a-globina (apo- a-globina, a-globina-Fe[lI] e a-globina-Fe[lll]) e limitar a
capacidade pré oxidativa deste tipo de globina. Desde sua descri¢do como estabilizadora de
cadeias o-globinas em 2002 (26), a AHSP tem sido extensivamente estudada, na tentativa
de melhor compreender suas funcdes (26, 35. 36) no mecanismo de ligacdo e estabilizacio
das cadeias a-globina (36, 37). na regulacdo génica (28, 30, 31, 34, 41) e também as
possiveis implicagdes como possivel fator modulador de gravidade nas sindromes
talassémicas (27, 38, 39, 40. 42). Este tltimo topico pela sua importancia € o que conduz a

inumeros estudos em diferentes populacdes.

E de conhecimento que diferentes fatores genéticos podem contribuir para melhor
ou pior evolugdo clinica de pacientes com B-talassemia. Além dos moduladores do fenétipo
de pacientes com B-talassemia mais comuns, como niveis de producdo de hemoglobina
fetal (20, 21) e co-heranca com o-talassemia (22), alguns outros tém sido recentemente
descritos como alteragdo da expressio e sintese das proteinas HRI (23), Hepcidina (24, 25)
e AHSP (26, 27).
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Neste trabalho, apresentamos a primeira evidéncia de um polimorfismo no gene
AHSP (N75I) que poderia relacionar esta proteina com casos de talassemia menor que
evoluem com anemia acentuada. Vale ressaltar que o polimorﬁsma N75I ja havia sido
publicado anteriormente como uma variagdo neutra na proteina AHSP por ndo estar

localizado na regido de ligagio com a proteina a-globina (43).

Entretanto, um novo mecanismo de acdo para a proteina AHSP proposto em 2005
(37) demonstrou que, quando ligada 2 AHSP. a proteina a-globina apresenta um rearranjo
estrutural de 80% em sua conformacdo protéica. Com a alteragdo estrutural da proteina a-
globina ocorre alteracdo no emparelhamento de elétrons do atomo de Ferro(II) presente no
grupamento heme, acarretando oxidacdo do atomo de Ferro(Il) em Ferro(IIl), forma com
menor poder reativo do atomo de ferro. Dessa forma a proteina AHSP ndo s6 preveniria a
precipitacdo de cadeias o-globinas como também, pela oxidagdo do atomo de Ferro(II),
evitaria a gerag¢do de espécies reativas de oxigénio pela molécula de heme, via reacéo de

Fenton.

Experimentos utilizando proteinas recombinante AHSP WT e AHSP _N75I
demonstraram que a presen¢a do polimorfismo N73] ndo altera a ligagcdo entre AHSP e a-
globina mas, € menos eficaz na prevencdo da geragdo de espécies reativas de oxigénio
(EROS). A presenca de corpos de Heinz em hemacias de individuos com o polimorfismo
N751 no gene AHSP reforga a hipotese de oxidagdo de cadeias globinicas. Uma vez que a
formacdo ‘do complexo a-globina-AHSP N751 ocorre de forma normal, acreditamos que
também ocorra normalmente a alterag@o estrutural da proteina a-globina e a oxidagdo do

atomo de ferro no grupamento heme (37).

Uma hipoétese para a maior geracdo de EROS e producdo de corpusculo de inclusdo
nas hemacias pela proteina AHSP_N751 seria a de que o atomo de ferro, mesmo oxidado,
ndo estaria sendo ocultado completamente pelo completo o-globina-AHSP_N75I, e a

exposi¢do minima poderia estar promovendo a geracao de EROS. e
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Apesar de estudos mais aprofundados. como anélise da estrutura da proteina AHSP
€ ressonancia magnética do atomo de ferro e. principalmente, a identificacdo de novos
casos com este polimorfismo serem requeridos para confirmar nossa hipétese, acreditamos
na importancia dos nossos achados, por serem pioneiros na identiﬁcagéo de uma forma da
proteina AHSP ndo totalmente funcional que poderia estar relacionada com anemia mais
grave em alguns casos de heterozigose ou homozigose para [-talassemia, como

demonstrado em nossos resultados.

Além dos estudos conferindo @ AHSP um provavel papel de fator modulador nas f3-
talassemias, estudo sobre as formas de regulacdo da expressao deste gene foram analisados,
na tentativa de contribuir para esclarecer a funcio desta proteina na diferenciacio eritréide

normal.

A regulacdo da expressdo de um gene ¢ imediatamente relacionada as moléculas de
DNA que serdo transcritas em RNA mensageiro e estes traduzida em proteinas. Entretanto,
esta regulacdo requer alguns passos intermediarios, o que torna complexa a compreensio

de como a expressdo de um determinado gene € controlada.

A expressdo génica pode ocorrer pelo controle de quantas moléculas de RNA
mensageiro serdo produzidas a partir da seqiiéncia de DNA (controle da transcri¢@o), pela
rapidez no processamento das moléculas de RNA mensageiro por meio de inclusdo da
cauda poli A e ou splicing (controle do processamento de RNAs), ou pela sele¢do de quais
dos RNAs que foram processados serdo transportados para o citoplasma (controle do
transporte do RNA). Uma vez no citoplasma, estes RNA mensageiros podem ser

reconhecidos por ribossomos e entio traduzidos em proteina (controle da traducido).

Algumas moléculas de RNA ainda apresentam fatores de controle pés
transcricional, que regulam a estabilidade da molécula. Estes fatores reconhecem estruturas
secundarias na molécula de RNA e. a partir de sua ligacdo com estas estruturas, regulam a
estabilidade da molécula. Em comum entre quase todos os RNAs mensageiros presentes em

eucariotos podemos citar o complexo protéico CBPS0 e CBP20 que se ligam a estrutura
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m’Gppp cap na extremidade 5° da molécula de RNA ¢ a proteina PABP que se liga na

cauda poli-A na extremidade 3" da molécula de RNA.

Dois fatores importantes para a linhagem eritrdide sdo as proteinas aCP e as
proteinas IRPs. As proteinas do tipo aCP sao conhecidas por ligarem-se a motivos ricos
em citosinas na porgdo 3’-UTR do RNA mensageiro do gene a-globina (65) regulando a
estabilizacdo da molécula de RNA e a tradugdo desta em proteina. IRPs (iron regulatory
proteins) sdo proteinas que reconhecem estruturas secundarias na molécula de RNA
mensageiro, localizadas tanto na regido 5°-UTR quanto na regiao 3’-UTR, e regulam a

expressdo de genes envolvidos no metabolismo de ferro celular, como o gene do receptor

de transferrina e o gene da ferritina (73).

Uma nova proposta para a regulacdo da expressao do gene AHSP, via regulagdo da
estabilidade do RNA pelo mesmo sistema que regula a estabilidade do RNA do gene
receptor de transferrina, € sugerida pelos dados deste estudo. Entretanto, ao invés de
apresentar cinco IREs na extremidade 3°-UTR, como o RNA do gene do Receptor de
transferrina, a AHSP apresenta um tnico IRE, também localizado na extremidade 3’-UTR
do RNA mensageiro. Um fato interessante é que a estrutura secundaria presente no RNA
mensageiro do gene AHSP € conservada entre humanos, macacos e bovinos, apresentando
praticamente 0 mesmo arranjo estrutural. e também ¢ conservada em caninos, porém com a

diferenca de apresentar um /oop interno.

Entretanto, além do IRE do gene AHSP de camundongos encontrar-se numa regiao
completamente diferente das outras espécies, apresenta uma composi¢do de nucleotideos e
estrutural diferente das dos outros IREs do gene AHSP. A unica espécie em que o elemento
responsivo a ferro ndo foi detectado foi em marsupiais. Esta, entre outras ja descritas (30), €
mais uma evidéncia de que o gene AHSP é relativamente novo na escala evolutiva, que esta
presente num Jocus de alta recombinagdo e, por isso, ainda apresenta muita diversidade

entre espécies.
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Outro fato interessante sobre o IRE presente no RNA mensageiro do gene AHSP
pode ser apontando quanto a formacio da uma estrutura secundéaria atipica, abrindo novas
perspectivas na participagdo de elementos responsivos a ferro atipicos na regulagido da
expressao génica. Esta nova concepcdo quanto a IRE poderia ser impo;tante principalmente
em estudos de rastreamento gendmicos utilizando analises bioinformaticas que vém sendo

realizadas na tentativa de encontrar novos genes que apresentam IRE (46, 47).

Entretanto, um comentario em comum entre estes estudos & que poucos genes sdo
encontrados, principalmente por estas ferramentas de bioinformatica utilizarem como
molde os IRE presentes nos genes ferritina e receptor de transferrina. Estes genes
apresentam os IRE considerados ideais. por demonstrarem um loop formado por 6
nucleotideos, um C bulged. e um stem superior composto por 5 nucleotideos (71). Estudos
induzindo a alteragdo desses requisitos nos elementos responsivos a ferro demonstraram
impreterivelmente a presenga da seqiiéncia de nucleotideos CAGWGH (onde W pode ser A
ou U, e H pode ser C. A ou U) no loop e, necessariamente. o pareamento pelas leis de
Watson-Crick entre os nucleotideos numero 1 e numero 5 do loop para o eficiente
reconhecimento da estrutura secundaria pelas proteinas IRP. (77, 78) Até a presente data,
poucos exemplos de ligacao de IRPs a atipicos IREs foram demonstradas (79) mas
nenhuma evidéncia sobre a funcionalidade destes elementos responsivos a ferro nio-

conservados foi observada.

Os dados apresentados na segunda parte da sec¢do resultados deste trabalho, ndo s6
indicam fortemente que ambos os IREs presentes no RNA mensageiro do gene AHSP de
humanos e camundongos ligam-se a IRPs de maneira semelhante que o IRE presente no
gene da ferritina, mas demonstram também que a presenga desse complexo parece regular a
estabilidade do RNA do gene AHSP de acordo com as concentragdes de ferro, in vitro e in
vivo. Dessa forma, a AHSP provavelmente ¢ o primeiro exemplo de um gene que apresenta
um IRE atipico na extremidade 3°-UTR do RNA que além de ser reconhecido por IRPs

apresenta funcionalidade na regulacio da estabilidade do RNA.

Uma sugestdo do porqué o gene AHSP seria regulado por IREs incluiria esta

proteina como um possivel fator modulador de gravidade, ndo s6 da B-talassemia mas
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também de anemias por deficiéncia de ferro. A AHSP seria importante para estabilizar apo-
a-globina, proteina sem a presenca de heme, e evitar a precipitagdo desta nos eritrocitos.
No caso das talassemias. o maior excesso de ferro, comum devido aos eventos

transfusionais, poderia estar interferindo com o papel de estabilizadora de cadeias o-

globinas da AHSP.

Outra implicagdo da regulagdo da estabilidade do RNA mensageiro do gene AHSP
pelo sistema IRE/IRP seria na diferenciacdo eritréide normal. A regulagdo dos niveis de
RNA do gene AHSP de acordo com a concentragdo de ferro seria importante na limitagao
da sintese protéica, evitando assim competi¢cdo da proteina AHSP com cadeias [-globina
pela ligagdo com «-globina. Essa sugestdo ¢ reforcada por estudos anteriores, que
demonstraram uma relagdo estequiométrica entre os niveis de proteina AHSP e a-globina.
E possivel sugerir que a alteracio desse equilibrio poderia prejudicar hemoglobinizagio

(35).

No entanto, € importante ressaltar que. ao mesmo tempo que a presenga de niveis
aumentados de ferro altera a estabilidade do RNA do gene AHSP também promove
inducdo da expressdo génica. como sugerido pela andlise de RNA nuclear. Uma explicagio
para a indugdo da transcricdo génica do gene AHSP na presenca de ferro poderia estar
relacionada com o terceiro e ultimo topico apresentado nesta tese de doutorado, que sugere
a regulagdo da expressdo do gene AHSP através da produgdo de heme nos eritrocitos. Neste
caso, a presenga de ferro, além de essencial para a vida como catalisador dos sistemas de
oxidagdo-redugdo e bioenergéticos, seria um fator essencial para formagao de moléculas de

heme.

Durante a diferenciac¢io eritroide o aumento da sintese de heme nos eritrocitos induz
o aumento da produgdo de cadeias globinicas. receptores de transterrina e proteinas do tipo
ferritina. A indugdo da expressdo destes genes tem como finalidade a produgdo, em larga
escala, de hemoglobina. Néo ¢ claro ainda o mecanismo pelo qual heme induz a produgado
de receptores de transferrina e ferritina, mas existe a sugestao que esta aconteca da mesma
forma que os genes da globina (61, 62) por meio dos elementos MARE (Maf recognition

elements).
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O reconhecimento destes elementos MARE por fatores de transcricdo envolve a
repressdo ou inducdo de genes relacionados com stress oxidativo e resposta a heme. O fator
de transcricdo Bach-1 ¢ um dos fatores que se liga ao elemento MARE e promove
repressdao da expressdo génica na auséncia de heme. Na presenc;a- de heme, Bachl é
transportado para o citoplasma e fatores de transcricio como NF-E2 e Nfr2 passam a

reconhecer o elemento MARE, induzindo a expressio génica (60).

Uma seqiiéncia de nucleotideos muito semelhante a do elemento MARE (5-
NNNTGCTGACTCAG- 3°) foi encontrada no final do segundo exon do gene AHSP (5°-
CTGCTGAATCAGCA- 3°). Estudos do reconhecimento desta seqiéncia a partir de
técnicas baseadas na andlise de DNA quanto estrutura cromatinica, sugerem que os fatores

de transcricdo Bachl e Nrf2 ligam-se 4 molécula de DNA do gene AHSP.

Entretanto. uma vez que a presenca de elevados niveis de ferro e heme, como fonte
de ferro, desestabiliza 0 RNA mensageiro do gene AHSP, fica dificil a analise da expressao
deste gene pela simples analise do RNA total. Como sugerido pela técnica de Northern blot,
existe sim uma indugdo da expressio génica na presenca de ferro, mas ainda acreditamos

que técnicas mais claras e sensiveis sdo necessarias para elucidar todo o processo.

Apesar de preliminar, a sugestdo de que a expressdo do gene AHSP estaria sendo
regulada pelos niveis de heme da mesma forma que o gene a-globina, confirma resultados
anteriormente publicados pelo nosso grupo de pesquisa (41). Apesar de nio ter sido
possivel a completa remogdo do fator de transcricio Nrf2 em condigdes de bloqueio da
sintese de heme, podemos concluir que o fator de transcricdo Bachl seria um dos
responsaveis por coordenar a expressio dos gene AHSP e a-globina durante a

diferenciacio eritrdide.

Quanto ao fator de transcricdo Nrf2, duas hipdteses podem ser levantadas: indugio
da transcri¢do durante a diferenciacdo eritréide em resposta aos niveis de heme, em
conjunto com os fatores de transcricido GATA-1 e EKLF, genes estes conhecidos até o

presente momento como os principais fatores que regulam a expressio do gene AHSP; e,
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em segundo, indugdo da transcri¢do do gene AHSP na prevengido da geragdo de espécies

reativas de oxigénio pela molécula heme-ferro encontrada nas cadeias o-globina.

Tomando em conjunto, os dados apresentados neste trabalho reforcam a idéia de
que a AHSP pode ser um potencial fator modulador de gravidade nas sindromes PB-
talassémicas. que a ocorréncia de mutagdes em sitios ndo requeridos para a ligagdo com
cadeias a-globina podem parcialmente alterar a fungédo da proteina AHSP e fornecem

dados sugestivos de que a produgdo da proteina AHSP é complexa e regulada por heme.
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As conclusdes que chegamos com este trabalho foram que:

* O polimorfismo N75I é a primeira alteragdo descrita em humanos na proteina AHSP

que poderia estar afetando a fungio desta proteina:

* A regulacdo da expressdo do gene AHSP pela via IRE/IRP poderia indicar uma
fun¢do modeladora de gravidade em outras doencas hematoldgicas além f-

talassemia;

* A regulacdo da expressdo do gene AHSP pela via MARE sugere mais uma vez a

importancia deste gene durante a diferenciagdo eritroide
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AHSP and (3-thalassemia: A possible genetic modifier

CAMILA ORESCO DOS SANTOS' & FERNANDO FERREIRA COSTA'

'State Unwwersity of Campinas, Center of Hemotherapy and Hematology, Campinas, Sao Paulo, Brazil

(Recerved 23 November 2004 accepied 10 December 2004)

Abstract

The identification of defectives genes underlyving inherited diseases has made it clear that patients with the same genotype can
have vanable clinical expression. Suggestions proposing that the protein AHSP, a a-globin specific chaperone could influence
disease severity in patients with [-thalassemia, an inherited disorder characterized by a quantitative deficiency of B-globin
genes. Thus arucle presents a review of the AHSP gene structure, function and expression. A discussion of the AHSP gene
knowledgments 15 presented with an overview of the possible genetic modifier funcrion of AHSP on RB-thalassemia

pathophisiology.

Keywords: AHSE B-thalassemia, a-globins

Introduction

Alpha hemoglobin stabilizing protein (AHSP) is a
specific molecular chaperone that binds to the
o-chamns of hemoglobin, providing a potential
compensatory mechanism in ervthroid precursors to
neutralize the deleterious effects of a-globin precipita-
ton [1,2]. Consistent with a role for AHSP in
regulating coordinated globin expression, gene-target-
ing studies in mice have shown that ablation of AHSP
functions leads to erythrocyte abnormalities that are
also observed in B-thalassemia [2].

These results may have medical implications. It is
known that the balance of the « and B-globin chains is
important not just to molecular physiology but also in
blood disease. Indeed, in B-thalassemia syndromes the
main defect is, by definition, an alteration in the rate of
synthesis of B-chains with an excess of a-chains, which
1s a major determinant of disease severity [3,4].

If the excess in a-chains is correlated with severity
disease 1n thalassemia syndromes, AHSP may provide
a potenual targer for studies searching for new disease
severity modulators in B-thalassemia.

The (-thalassemias

B-Thalassemia can be broadly defined as a syndrome
of inherited haemoglobin disorders, characterized by a
quantitative deficiency in functional B globin chamns
[4,5]. Although B-thalassemia is considered to be a
classical monogenic disease, it is clear that there is
considerable clinical variability between patients who
inherit identical B globin gene mutations, suggesting
that there mayv be a variety of genetic determinants
influencing different clinical phenotypes [4].

The basic defect in B-thalassemia is a reduction
or absence in the output of B chains. These
affect B-globin synthesis and promote the excess of
a-globin chains. Unbound «-chains precipitate in the
red-cell precursors in the marrow and in their progeny in
the peripheral blood, leading to ineffective erythropoiesis
and a shortened red cell survival. The resulting anemia
causes an intense proliferauve drive in the ineffective
bone marrow, which results in skeletal deformities and
growth and metabolic abnormalites [6].
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a-thalassemia or the co-inheritance of Hereditary
Persistence of Fetal Hemaglobin (HPFH) [4].
Idenufication is another factor that could prove to be
compensatory mechanisms 1s important for the
understanding of the clinical features of this disease.

AHSP

Miele et al. [7] were the first to describe AHSP, whilst
attempting to identify molecular markers of transmis-
sible spongiform encephalopathies disease (TSE) in non
central nervous system mssues in spleens of scrapie-
infected and uninfected mice by differennal display
(DDRT-PCR). One transcrpt clearly expressed at
decreased levels in spleens of scrapie-infected mice was
identified. Nucleotide sequencing analysis of this cDNA
revealed 100% homology to a nucleotde database. This
new gene was named erythroid differenuation related
factor (EDRF) since it was 1solated from murine
erythroblasts and human bone marrow.

Kihm et al. in 2002 [1], whilst searching transcripts
induced by the transcription factor GATA-I,
performed a subtracuve hybridizauon after genetic
rescue of GATA-I1 null erythroid cell line (G1E-ER2
cell line). The search demonstrated several known
GATA-1 targets and 1dentufied numerous other genes
of unknown function. In the latter group, EDRF
messenger RNA and protein were strongly and rapidly
induced by GATA-I.

The identification of the possible funcnion of this
protein was performed in a yeast two-hybrid assay
screening a murine ervthroleukemia cell complemen-
tary library. The analysis demonstrated that EDRF
selectively bound free « globins as a chaperone. On the
basis of its cellular function, EDRF was renamed as
AHSP Luzzatto and Notaro [3] proposed a hypo-
thetical scheme for the role of AHSP functon.

The AHSP gene is located on chromosome 16 with a
genomic soucture containing three exons and two introns.
The wanscript sequence represents approximately 0.5 Kb
in length, coding for a protein of 102 amino acids.

Gene transcription

Gallaher et al. [8] studied a number of genomic
sequences that could be involved with AHSP gene
transcription. Inspection of the 5’ flanking DNA
revealed no TATA or CCAAT sequences; multiple
consensus binding sequences for GATA-1 and a single
CACCC-binding protein site were found. In vivo
studies demonstrated that the AHSP gene is depen-
dent on Erythroid Kruppel-like factor (EKLF).

To examine the role of EKLF in AHSP expression, a
subtractive hybridization microarray and a RNAse
protection analysis were performed to compare AHSP
mRNA levels in fetal liver cells from wild tvpe and
homozygous for the knockout gene mice (EKLF ™'7).
EKLF ™'~ feral liver had 9-fold less AHSP mRNA

than wild type feral liver cells. Based on the
observation that EKLF associates with an ervthroid
chromatin remodeling complex, the authors hypoth-
esized EKLF was involved in chromatin remodeling at
the AHSP locus. DNAse I hypersensiave sites (HS)
were assaved in chromatin” from wild type and
EKLF ~'~ fetal liver nuclei and a strong DNAse I
HS was found. To determine histone acetylaton in
chromatin from wild type and EKLF ~~ fetal liver
was performed chromatin immune precipitation
analysis and two regions in wild type chromatin were
hyperacetylated while the same regions were hypo-
acetylated in chromartin from EKLF 7" fetal liver
cells. The results suggested that EKLF is required for
remodeling chromatin of the AHSP locus [9,10].

Molecular chaperones

In response to many stresses, including hear, oxidizing
conditions, and exposure to toxic compounds, all cells
produce a common set of heat shock proteins (Hsps).
Experiments n E. coli, yeast, fruit flies and mice have
shown thar increased expression of these proteins can
protect the organism agaimnst stress-induced damage
[11]. A very similar response occurs in all organisms;
increased expression of Hsps is mediated at multiple
levels, such as mRNA synthesis, mRNA stability, and
translation efficiency. Elevated synthesis of Hsps
persists only through the initial period of stress and
even if the organism continues to be exposed to high
temperature after the iniual shock, Hsp expression
drops, and Hsp levels return to normal. The heat
shock response is distinct from adaptive responses that
an organism may undergo when its environment
changes gradually [11]. Most, but not all, Hsps are
molecular chaperones, namely proteins that bind and
stabilize other proteins at intermediate stages of
folding, assembly, and translocation across mem-
branes and degradaton.

The AHSP characterisrics closely resemble those of
other members of the small Hsp family in its size and
ATP independence. Furthermore, AHSP is similar to
Rb12p, a veast protein that binds B tubulin, a
component of microtubules [2]. Free B tbulin
disrupts microtubule assembly and functon. Rb12p
limits the toxicity of free B tubulin from forming a
heterodimer complex. However, B tubulin interacts
more strongly with a tubulin than Rb12p, favoring
microtubule formauon when tubulin subumits are
balanced. B tubulin bound to Rb12p can be released;
either for assembly into microtubules or for storage in
higher order phenomenon also aggregates [2].

The same occurs with « globin and AHSP; Gell et al.
[2] demonstrated that AHSP bound « globin can be
released for assembly into hemoglobin A tetramers.
Based on the studies performed with the Rb&i2p
protein, AHSP may have two possible functions:
AHSP might enhance the catabolism of excess free «
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globins through interactions with protein degradation
machinery and, it is also possible that AHSP plays
other roles in erythrocyte maturation, by acting as a
monitor of free « globin levels, feeding back to globin
gene regulation, as 1s known to occur with other
chaperone proteins.

AHSP protein

AHSP in its native state is conformationally hetero-
geneous in solution, an elongared antparallel three
a-helix bundle complex, and the probable dynamic
source of its behavior is a cis/rrans isomerizaton of
residue Pro30. The a-helix is unusually long (helix 1
and helix 2 comprise residues Lys5 to Asn23
and Glu34 to Arg53, respectively) partcularly
the c-terminal residue (Glu6l to Ser91). Helix 3 is
kinked due to the presence of Pro80 in its middle. The
third a-helix is arranged with a very rare right-handed
twist [12].

The main backbone differences berween the cis and
the rrans forms are observed in the loop 1 region,
where Pro30 1s located, with the ¢fs conformation
being more open than the rans. The side chain of
residue Leu31 points to opposite directions in both
forms. While in the cis conformation, Leu31 interacts
with Phe88 but not with Phe27, the situation is reverse
in the rrans conformation, with Leu31 interacting with
Phe27 but not with Phe88. The cis and the rrans form
also present slight differences in the side chain
orientation of the aromatic residues, forming the
hydrophobic core. The orientation of the ¢-terminus
of the helix 3 is different in the structures of both
forms of AHSP [12].

The specific binding site of AHSP to a-globin is in
the o;B; interfaces and no detectable aB-complexes
and AHSP exist [2]. The conformation complexity of
AHSP disappears upon formation with e-globin and
some evidence suggests that the frans position must be
involved m a-globin recognition. The backbone
conformation of loop 1 of AHSP undergoes a
rearrangement upon a-globin binding. This indicates
that once AHSP binds to w-globin, residue Pro30
adopts primarily just one conformation [12].

The heme groups of a-globin are not required for
AHSP interactions and at least six amino acids from
N-terminal and 17 from the C-terminal are dispen-
sable for a-globin binding activity [2]. Baudin-Creuza
et al. [13], studving CO recombination kinetics
proposed a better understanding for the stabilizing
role of AHSP on a-globin. The results demonstrate
that AHSP binds rather tightly to hemoglobin
a-chains and it 1s easily replaced by pB-chains.
(reactions 1 and 2).

Reaction 1: AHSP + a-globin — AHSP-u-globin

Reaction 2: AHSP-a-globin + B-Hb — AHSP
+ a3, tetramers

AHSP 1 B-thalassemiaAHSP in f-thalassemia 159

In the formaton of the complex between the AHSP
and a-chains, two models involving the different
interface are possible;

1. AHSP could be coupled to the a-chain via the o, 3,
type contact, an orientation favoring the association
of «-chains with B-chams into o3, type dimers.
Once the residues which participate in the o,p,
contacts are exposed towards the exterior of the
molecule the complex formed by AHSP and the
a-chain, the B, G, H helices and the GH corner
from c-chains, involved in the « 3, packing contact,
are postulated to be exposed towards the exterior
and not participate in the binding with AHSP, In this
model, there is the possibility of a ternary complex,
with AHSP released only upon Hb (&), tetramer
formauon;

2. An alternauve model is the «;B; type contact for
AHSP binding. In this case, the AHSP must
dissociate before the B-chain can bind.

To investigate how formation of this complex affects
a-globin-mediated redox chemistry, Zhou et al. [14]
examined the ability of AHSP to inhibit peroxide-
mediated oxidation of the redox-sensitive dye tetra-
methyl-p-phenylenediamine (TMPD). AHSP binding
to oxy-c-hemoglobin induced a spectral shift in the
UV/visible range, suggesting that stabilization might
be associated with structural alterations in the heme

‘moiety. These alterarions suggest that heme-bound

iron is converted to a ferric (Fe™? ) form and therefore,
can no longer catalyze redox chemistry.

These findings illustrate a potential mechanism
whereby AHSP renders «-globin chemically
inert by inhibiting the reactivity of heme-bound iron.
The authors propose that within the AHSP-o-
hemoglobin dimer, the oxidized heme is held within
a bi-histidyl form, thus blocking its ability to act as a
redox catalyst [14].

Only two amino acid changes have been described
to date; a vanant sequences on AHSP (N75I)
that exposes a solvent residue that would not be
expected to alter the function of AHSP and another
variant, M45K, which is also thought to be a neutral
alteration [12].

Role in erythropoiesis

Gell et al. [2] suggested that AHSP might act as a
monitor of free a-globin levels, providing feedback for
globin gene regulaton. Dos Santos et al. [15]
demonstrated, using a two-phase liquid culture of
human erythroid cells, that AHSP acts as a monitor of
free a-globin levels. Blood from control volunteers was
cultured in the presence of erythropoctin to stimulate
differentiation. The different stages of erythropoiesis
were confirmed by morphologic and flow cytometric
analysis. Quantification of a-globin and AHSP mRNA
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demonstrated a coordinate expression of AHSP and
«-globin during ervthroid maturation with the highest
expression of both at stages where hemoglobin
synthesis was intense, and a reduction in expression
levels when the cells lose their nuclear function and
hemoglobin synthesis 1s reduced.

These findings are in agreement with those of Gell
et al. [2] who hypothesized that AHSP may have an
important role i normal erythropoiesis by stabilizing
a-globins to prevent their precipitation and possible
helping 1n hemoglobin tetramer binding.

Evidence for AHSP as a genetic modifier

A report by Kihm et al. [1] suggested that AHSP
might be a possible genetic modifier in B-thalassemia
events. It is known that free a-globins are highly
unstable m cells, forming inclusion bodies that are
detected by staining with crystal violet (Heinz bodies).
These inclusion bodies decrease the erythrocyte
lifespan by damaging and destabilizing the cell
membrane. In wvirro studies have demonstrated that
AHSP blocks oxidant-induced «-globin precipitation.

Cell culture experiments were performed in COS
cells and coexpressed AHSP and a-chain immuno-
precipitated together from cell extracts. Indirect
immunofluorescence localization data showed that
the o-chain, when expressed alone, precipitates in a
punctuate pattern, in a similar manner to that of
inclusion body formation in B-thalassemic ervthroid
precursors that contain excess free a-chains.

Some results indicate that when AHSP is absent,
a-globin becomes unstable and generates reactive oxygen
species (ROS) that damage «-globin itself, HbA, and
other cellular consttuents. AHSP could inhibit ROS
producton from a-globin by reducing its inherent ability
to participate in redox reactions and/or by mhibitng its
denaruration and subsequent heme release.

In mice, the AHSP gene was deleted to mvestigate
the requirement for AHSP in vive; mice homozygous
for the knockout gene (4HSP ~ 7)), demonstrated an
elevated reticulocyte count, indicating a shortened
erythrocyte half-life. The erythrocytes exhibited
an abnormal speculated morphology, which has
been observed in erythroid cells of B-thalassemic
mice. Moreover, AHSP ™'~ erythrocytes contained
denatured haemoglobin inclusions.

Data analyzing the hematological parameters from
AHSP-null mice and from AHSP-null mice with
B-thalassemia suggest that AHSP participates in
normal erythropoilesis by limiting oxidauve damage
caused by free a-globin and that altered AHSP levels
could modify the phenotypes of thalassemia 1n
humans [16,17,18]. Ervthrocyte PB-globin precipi-
tations were present in some mice with B-thalassemia
intermedia alone, although the relative levels
of a-globin precipitates were always greater. Con-
comitant AHSP deficiency exacerbated both a-globin

precipitation and, to a lesser extent, [(-globin
precipitation in thalassemic mice [18].

These data strongly suggest that the loss of AHSP
leads to defective hemoglobin metabolism tn vivo and
that AHSP could be a relevant factor in B-thalassemia.

AHSP and pB-thalassemia

In order to investigate the possible role of AHSP in
human B-thalassemic patients, Viprakasit et al. [19]
characterized the AHSP gene in 120 Thai patents
with clinically mild, moderate, and severe forms of Hb
E-B-thalassemia to determine whether there were
common alleles of AHSP in this population that could
modify the clinical presentation of (-thalassemia.
These authors were unable to find any mutation in the
AHSP gene of the patients studied. Several single
nucleotide pelymorphisms (SNPs) were found and
these SNPs formed distinct haplotypes although no
statistically significant association was found between
a particular haplotype and disease severity. The
hypothesis that AHSP may act as a genetic modifier
in B-thalassemia so far was not proved with studies
concerning genotype—phenotype correlations in
B-thalassemia patients. There was no alteration in
AHSP gene that was associated with clinical severnity
[20,21,22,23].

An indication of the possible role of AHSP as a
genetic modifier, however, has been shown by
studies analyzing the messenger RNA. Galanello et al.
[24] studied a group of patients that were heterozygotes
for B-thalassemia, with an unusually severe phenotype
of thalassemia intermedia, by real-time PCR. The
AHSP gene in these thalassemia intermedia patients
was found to have a significantly lower average
expression as compared to beta carriers and normal
subjects. Similar results were obtained in erythroid
culrure cells.

The hypothesis that lower AHSP gene expression
could be responsible for this severe phenotype
was suggested once again by Dos Santos et al. [25]
when comparing the AHSPand a-globin gene expression
in patients with thalassemia major, thalassemia inter-
media with different genotypes, and controls by real-tume
PCR. The a-globin gene expression was not significantly
different in any of these groups, whilst AHSP gene
expression was higher in thalassemia intermedia than in
thalassemia major.

Perspectives

The importance of AHSP in the red blood cell 1s
becoming increasingly clear with AHSP prevenung
the deleterious effects of a-globin precipitaton. The
role of AHSP as a genetic modifier of B-thalassemia,
however, is not clear. The main difficulty in proving
this role is the large heterogeneity of the molecular
bases that affect the analvsis of the genotype/pheno-
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tvpe relationship in PB-thalassemia. Studies have
shown that there are three categories of population
specific genetic modifiers that form background
genes, some of which have been co-selected with

the

thalassernias. To include AHSP 1in these back-

grounds in the furure it will be important to further
examine its gene inheritance and expression in the
different populations of patients.
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Abstract

Alpha hemoglobin stabilizing protein (AHSP) binds « hemoglobin, limits its ability to
produce reactive oxygen species and stabilizes its structure. This raises the possibility that

naturally occurring variations in AHSP protein could influence B thalassemia phenotypes

by modulating the effects of o globin excess. We analyzed AHSP gene coding regions in
348 anonymous individuals from 6 different geographic regions and 109 well characterized
patients with various forms of B thalassemia. We detected numerous single nucleotide
polymorphisms, including 4HSP N75I, which substitutes isoleucine for asparagine at
amino acid position 75 in the AHSP protein. Several thalassemia patients who were
heterozygous for AHSP N751 exhibited clinical phenotypes that are more severe than
expected for the thalassemic B globin gene mutations. Moreover, erythrocytes from non-
thalassemic AHSP N75I heterozygotes contained low level hemoglobin precipitates, similar
to what we observed previously in 4hsp haploinsufficient mice. Finally, compared to
recombinant wild type AHSP protein, AHSP N75I was less effective at inhibiting the
production of reactive oxygen species by o hemoglobin. Together, our data identify AHSP

N751 as a candidate modifier of B thalassemia.
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Introduction

Beta thalassemia is a common inherited hemoglobinopathy caused by B globin gene
mutations that impair the production of 3 globin polypeptide. This limits the synthesis of
hemoglobin (Hb) A (a2f32), the major blood oxygen carrier in adults ' In addition, B globin
deficiency causes accumulation of free aHb, an unstable protein and potent oxidant.
Excessive free oHb causes premature death of erythroid precursors (ineffective
erythropoiesis) and shortened lifespan of circulating erythrocytes >. The clinical spectrum
of B thalassemia varies greatly, even among individuals with the same [ globin gene
mutations.  Numerous genetic and environmental determinants contribute to this
variability’. Coexisting globin mutations that modulate o to B globin chain ratios are
important modifiers. For example P thalassemia is alleviated by ongoing expression of y
globin, a fetally expressed P-like chain that binds aHb. Similarly, concomitant o
thalassemia improves [ thalassemia by reducing free aHb, while inheritance of extra o
globin loci is deleterious. These clinical findings highlight free aHb as a major
determinant of [ thalassemia pathophysiology and explain some of the observed
phenotypic heterogeneity. However, not all observed clinical variability in B thalassemia

can be explained and it is believed that additional unknown genetic modifiers exist.

Alpha hemoglobin-stabilizing protein (AHSP) is an abundant erythroid protein that
specifically binds o globin polypeptide and multiple forms of free ccHb, but not BHb or
HbA*>. AHSP limits the oxidative effects of aHb and prevents its precipitation in solution

and in cells. Loss of AHSP in mice causes hemoglobin precipitation with reduced

Apéndices
143



dos Santos et al. . AHSP N751 and [ thalassemia

ervthrocyte lifespan and ineffective erythropoiesis. Furthermore, P thalassemia in mice is
exacerbated by concomitant loss of AHSP®. These observations indicate that AHSP
stabilizes aHb during normal erythropoiesis and suggest that altered AHSP expression or

function could modulate P thalassemia in humans.

We and others have examined AHSP loci in selected P thalassemia pedigrees and

>, Some of these studies indicate that variations in expression could modulate

populations”
B thalassemia, although no structural AHSP mutations or statistically significant
associations between specific alleles and disease severity were discovered. However, these
prior studies examined AHSP genes in a relatively limited number of thalassemic
populations. It is important to examine A HSP sequences more broadly because the genetics
of thalassemia and its modifiers vary greatly between populations from different
geographic regions of the world. In the current study, we analyzed AHSP gene coding
regions in a large, diverse cohort of normal subjects and B thalassemia patients. We found
that AHSP missense mutations are relatively rare in all populations studied. However, a
previously described single nucleotide polymorphism (SNP) variant, AHSP N751, was
associated with impaired protein function and unexpectedly severe phenotypes in some
thalassemia patients. These findings indicate that stabilization of aHb by AHSP may play

an important role in the pathophysiology of human B thalassemia and identify AHSP N75I1

as a candidate modifier mutation.
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Methods

DNA analysis. A total of 436 DNA samples from various ethnic ;g-roups were studied.
AHSP gene nucleotide positions are numbered according the nomenclature used in
Genbank accession number AC106 730.2. Two set of polymerase chain reaction (PCR)
primers were used to amplify a 1.26-kb fragment of the structural portion AHSP from
genomic DNA: AHSP F2: 5’- GCCTCTCCCTTCTTCTCCTC-3’; AHSP_R2: 5°-
CGTGTCTCTGCTTGTTTCCA-3’; AHSP_F3: 5-TCCATTTCAAAGGACTGGCC-3’;

and AHSP R3: 5-TGGTCACTCAAGGCTGCTAA-3". PCR products were sequenced

using fluorescent-labeled dideoxyterminators. The molecular basis for (3 thalassemia on the
Brazilian population was determined by sequencing the B globin gene. Analysis of the T)s-

T\ region at the 5° end of the AHSP gene was performed as described'”.

Phylogenetic analysis. Haplotypes were estimated using an accelerated EM algorithtm in

Haploview  v3.32° software  and  aligned  with Multalin® software

1)13,14'

(http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.htm Phylogenetic analyses were

performed by distance matrix and Phylogenetic tree were built from Neighbor n-joining
method in Clustal W online software (http:;’;‘a]igg.genome.jp!)[5. Moreover, association
tests, as well as odds ratio (OR) calculus with 95% interval confidence (IC), were analyzed
from 88 Brazilian with thalassemia (cases) and 126 Brazilian controls using Fisher’s exact
test in R environment. Association between mutation and disease were accepted with p

values < 0.01'°.
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Protein expression and purification. N751 AHSP cDNA was cloned from carrier
individuals using previously described methods. The full-length coding regions of wild-
type (wt) and N751 human AHSP cDNA (GeneBank™ accession number AF147435) were
subcloned into the bacterial protein expression vector pGEX-2T (Amersham Biosciences).
Recombinant wt and N751 AHSP proteins were produced as described®’. Alpha Hb was

purified as described'”.

Analysis of AHSP—aHb binding affinities by surface plasmon resonance. Wt and
mutant versions of AHSP fused to GST were immobilized onto Sensor Chip CMS5 (Biacore
AB) using The GST Capture Kit according to the manufacturer’s instructions. The analyte,
carbon monoxy (CO) oHb, was injected with flow rate 40ul/min for 2 min. The
experiments were conducted at room temperature using a Biacore 3000 instrument
according to the manufacturer’s instructions. Data were analyzed using BlAevaluation

software (version 3.0).

AHSP-mediated conversion of oxygenated (oxy) aHb to the ferric bis-histidyl form.
Oxy aHb (5 uM) was incubated on ice for 30 minutes with 10 uM of AHSP-WT or AHSP-
N75I to allow oxy-o-Hb-AHSP complexes to form. The complexes were then shifted to
room temperature and the rate of Fe(Ill) aHb formation was determined by monitoring the

characteristic changes in visible light absorbance'®.

Production of reactive oxygen species (ROS) by aHb. Oxy aHb (10uM) was incubated

with 1.5 molar excess recombinant wt or N751 AHSP proteins at 4°C for 30 minutes.
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Generation of ROS from hydrogen peroxide by aHb or aHb AHSP complexes was
performed using the ROS sensitive dye tetramethyl-p-phenylenediamine (TMPD) as

described®. -

Heinz body analysis. Heinz body staining was performed as described previously]g. Five
ul of fresh whole blood was mixed with 5ul of methyl violet stain solution and incubated at
37°C for 1 hour. Three ul were used to smear cell slides and cells were analyzed using a
phase contrast Eclipse E-600 microscopic (Nixon). Images were captured by Image Pro-

Express 4.0 software (Media Cybernetic, LP).

Immunofluorescence. Peripheral blood (10 pl) was formaldehyde-fixed and incubated
with primary antibodies, either rabbit polyclonal anti-a-globin antibody (1:100 dilution) or
TRITC-conjugated anti-actin antibody (1:100 dilution) overnight at 4°C. The samples were
rinsed in PBS and exposed to secondary antibody, (1:1000, anti-rabbit IgG FITC,
400pg/mL, Santa Cruz Biotechnology) for 2 hours at room temperature. Samples were
mounted and imaged using a Zeiss LMS 510 fluorescence microscope using a C-
APOCHROMAT 63x1.2W water lens. The acquisition software was Confocal microscopy

Software Release 3.2.
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Results

The initial goal of this study was to ascertain the frequencies of 4HSP mutations in
thalassemic populations. We sequenced the AHSP gene in a cohort of 88 well-
characterized 3 thalassemia patients followed at the University of Campinas Center of
Hematology in Brazil and 126 control individuals from the same region (ethnic background
mainly Portuguese, Italian and African), 21 B thalassemia patients from The Children’s
Hospital of Philadelphia (mainly Italian descent) and anonymous subjects from the
following regions where thalassemia is common: 50 individuals from Papua New Guinea;
28 from Mediterranean countries; 50 from Punjab and northern regions of the Indian

continent; 46 from Port Olry (Vanatu, Melanesia) and 48 from Afro-Caribbean regions.

In previous studies, we used polymorphic markers to define different 4HSP gene

haplotypes in selected populations'®'

. Here we extend this analysis by comparing 4 HSP
gene sequences from more diverse populations throughout the world. By analyzing SNP
associations, 19 different 4HSP gene haplotypes were determined among the DNA samples
analyzed (Table 1). The AHSP SNPs positions used for the haplotypes were: 11943 (A-G),
12020 (T'® - T'%), 12347 (G-A), 12391 (G-A), 12985 (G-T), 12888 (A-T) and 12991 (T-C).
The nucleotide position number refers to Genbank accession number AC 106 730.2.
Phylogenetic analysis predicted two major haplotype clades: Haplotypes H9 to H19 in
clade I are represented mainly in samples from Port Olry, Papua New Guinea and Indian

continents; haplotypes H1 to H8 (clade II) predominate in samples from Brazilian, North

America, Mediterranean and Afro-Caribbean regions (Figure 1).
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We identified both new and previously described SNPs, including two rare variants that
cause amino acid substitutions in AHSP protein: SNP N75I (AHSP gene position 12888,
A-T) replaces isoleucine for asparagine at amino acid position 75 and"SNP P100T (12962,
C-A), substitutes threonine for proline at amino acid position 100. Neither of these SNPs
are described in public databases, although N75I is noted in the literature®®. We did not
find dbSNP rs10920 (12798, T-A,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?CMD=search&DB=snp), which encodes a
lysine to arginine substitution at amino acid position 45 of AHSP proteinzo, indicating that

this variant 1s rare.

The AHSP N75I variant was reported previously but its functional significance and allele
frequencies in various populations are not known®’. In previous studies, this mutant allele
was not found in thalassemic individuals from Thailand, Sri Lanka or Mediterranean
areas”” >, These reports and the current one indicate that AHSP N75I is relatively rare.

However, we found this variant to coexist with B globin mutations in three Brazilian

pedigrees (Table 2).

In pedigree 1, the index patient, of Italian and Portuguese ancestry, was doubly
heterozygous for [30 thalassemia (genotype B39IBA’ with normal o globin genotype) and
AHSP N751. The patient had chronic severe anemia requiring regular blood transfusions
and died of sepsis in 2004. The patient’s mother has the same B globin genotype with
normal AHSP alleles. She exhibits only mild anemia with microcytosis, a more typical

phenotype for the B*/p* genotype. The father has normal erythrocyte indices, normal B
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globin alleles and is heterozygous for AHSP N751.  Therefore, in this family,
heterozygosity for AHSP N751 is associated with a more severe f thalassemia phenotype.

In pedigree 2, the index patient has B° thalassemia trait (genotype B*/B*) and is
heterozygous for both triplicate a-globin (genotvpe ac/acc) and AHSP N751. This
individual has mild anemia, bone disease and splenic enlargement. Two sibs have the same
genotypes and similar Hb levels, but no splenomegaly. Exacerbation of thalassemia in this
pedigree could be due to heterozygosity of triplicate o globin genes*'**, AHSP N75I or
both. However, the son of the patient has the same genotype combination, but is clinically
normal, indicating that other inherited or acquired phenotype modifiers must also exist in

this pedigree. The patients in this family also were from Italian and Portuguese ancestry.

Pedigree 3 consists of two sibs of Italian descént who are compound heterozygotes for B*
thalassemic mutations (genotype B™/B™*') and are also heterozygous for AHSP N75I.
These individuals have thalassemia intermedia with intermittent transfusion requirement,
splenomegaly and bone disease. Of note, the hemoglobin levels for 6 individuals with the
B*/B""* genotype are reported as 8.6 +/— 1.1 g/dL>. The hemoglobin levels of the two
individuals in pedigree 3 are at the low end of this range. It is possible that coinheritance of

AHSP N751 contributes to the relatively low hemoglobin levels in these affected

individuals.

Two non-coding polymorphisms may be associated with variations in AHSP gene

expression. First, 12020 (T'® — T") is a variable length T stretch located approximately
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1012 Reticulocytes from

110 nucleotides upstream of the major start of transcription
individuals with the T polymorphism contain reduced AHSP mRNA compared to
individuals who are homozygous for the T'® variant'’. Second, SNP-12391 (G/A) resides
within an Oct-1 transcription factor binding site required for optimal AHSP promoter
activity in linked reporter assays®. An A residue at this position could potentially disrupt
Oct-1 binding and inhibit transcription. All individuals in pedigrees 1, 2 and 3 are
homozygous for the AHSP T'® variant and for G at position 12391 within the Oct-1 site,
genotypes that are not predicted to adversely affect AHSP expression. Another AHSP SNP

in the 5° upstream region at position 11679 that was associated with reduced mRNA

expression in a Japanese cohort was not examined in the current studyzj.

It 1s possible that coinheritence of 4HSP N75I exacerbates B thalassemia in pedigrees #1
and #3. In this case, the AHSP mutation should impair protein function. Previously, we
noted that 4hsp”™ mice are hematologically normal, but their erythrocytes contain low-
level Hb precipitates (Heinz bodies), indicating that AHSP haploinsufficiency causes mild
destabilization of aHb®. Similarly, we found erythrocyte Heinz bodies in two 4HSP N75I
heterozygotes with normal B globin alleles and normal erythroid indices (Figure 2, top
panels and not shown). Immunofluorescence studies showed that the Heinz bodies
contained precipitated o globin in two related individuals (Figure 1, middle panels). In
contrast, we observed no Heinz bodies in 6 control individuals with normal AHSP alleles.

Hence, heterozygosity for AHSP N75I in the context of normal B globin alleles is

associated with o globin instability in erythrocytes.
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Human AHSP is a 102 amino acid protein consisting of three parallel o helices. The distal
portion of helix 1, the proximal portion of helix 2 and their intervening loop form the aHb
binding interface of AHSP'**°. Position 75 contains a solvent-exposed residue within a
conserved region of helix 3 that does not participate directly in aHb bindingzo. Asparagine
is present at this position in human, pig and cow AHSP proteins while another polar amino
acid, serine (S), is present in rat and mouse. Substitution of I at this position introduces a

hydrophobic amino acid that, unlike N or S, is incapable of hydrogen bonding.

To investigate how the N75T substitution affects AHSP function, we studied biochemical
interactions between recombinant mutant protein and purified aHb. Previously, we showed
that wt AHSP binds oxygenated ferrous (Fell) aHb with an association constant of 100 nM~
' to form an AHSP-oxy (Fell) aHb complex (Figure 3A)*. Upon further incubation, the
complex becomes deoxygenated and oxidized through loss of an O, ion to form (Felll)
aHb. Simultaneously, AHSP-bound oHb undergoes a conformational change in which the
heme iron becomes liganded at opposite sides of the planar porphyrin ring by histidine
residues 58 and 87 of the a globin polypeptide'®?®?”. This bis-histidyl structure limits the
accessibility aHb-associated iron, inhibiting its ability to participate in chemical reactions

that produce ROS.

AHSP N75I and wt AHSP were indistinguishable in their binding to aHb as measured by
surface plasmon resonance, suggesting that the mutation does not affect the affinity of
AHSP for aHb (Figure 3B), consistent with predictions based on structural studies'®?°. In

addition, N751 AHSP and wt AHSP induce oxidation of bound oxy Fell oHb to the Felll
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form at similar rates (Figure 2C). Introduction of N75I AHSP or wt AHSP cDNA
expression constructs into murine erythroleukemia cells generated similar levels of protein,
as assessed by Western blotting (not shown) Together, these findirgs demonstrate that

AHSP N751 is stable, folds normally and is expressed at normal levels in erythroid cells.

Next, we compared production of ROS from hydrogen peroxide by wt or N75I AHSP-
(Felll) aHb complexes (Figure 3D). Wt AHSP suppressed ROS production from aHb by
64%. In contrast N751 AHSP suppressed ROS production by only 44%. These differences
were reproduced in three experiments using independent protein preparations. Therefore,
compared to wt AHSP, the N751 mutant protein is about 30% less effective at suppressing
ROS production by aHb. It is possible that in vivo, increased ROS production by aHb
bound to AHSP N75I causes low-level Hb precipitation with Heinz bodies in individuals
with normal [ globin alleles (Figure 2) and exacerbates thalassemia phenotypes in some

patients (Table 2).

Discussion

The biochemical properties of AHSP, in particular its ability to stabilize free aHb, suggest
that alterations in AHSP expression or function could modulate 3 thalassemia phenotypes.
Here we describe an AHSP gene mutation (4HSP N75I) that appears to impair protein
function and is associated with unexpectedly severe thalassemic phenotypes in some
individuals. The mechanism by which AHSP N75I fails to fully stabilize aHb is unknown.
AHSP N751 induces the formation of the stable bis-histidyl form of oHb at a rate

comparable to that of wt AHSP (Figure 3 and not shown). However, it is possible that
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within the aHb-AHSP complex, one or both iron-histidine bonds are weakened by the
AHSP N75I mutation. This would increase the chemical reactivity of iron, enhancing the
production of ROS that promote Hb precipitation. In any case, our data suggest that subtle
alteration of AHSP function via heterozygosity for the N751 mutant could exacerbate the
deleterious effects of free oHb in some patients. However, it is now important to verify
this hypothesis by examining additional thalassemic pedigrees, particularly those of African
or Mediterranean descent, as our AHSP haplotype analysis (Table 2) predicts that the N75I

mutation arose in one of these regions.

Our data and prior studies indicate that structural mutations in the AHSP gene are rare in
most populations. Hence, such mutations are unlikely to be common modifiers of B
thalassemia. More likely, AHSP null or missense mutations exist in a relatively rare subset
of pedigrees in which thalassemia severity is discordant with B globin genotypes.
Examination of such families is important to better define the role of AHSP in normal Hb
synthesis and [ thalassemia. Moreover, several recent studies indicate that erythroid 4AHSP
expression varies widely among normal individuals and that reduced 4HSP expression

2 -
9.10.28 and with

correlates with more severe thalassemia in some populations and pedigrees
drug or infection-induced hemolytic anemia in non-thalassemic individuals”. Therefore, it

is possible that genetically determined variations in AHSP gene expression influence B

thalassemia phenotypes relatively frequently.
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Table 1. Population distributions of AHSP gene haplotypes.

AHSP N751 and 3 thalassemia

Haplotype Frequencies (%)’

AC Al BCTRL gTHAL M NTHAL NG P
Haplotype Sequences®  (n=96) (n=100) (n=252) (n=176) (n=92) (n=42) (n=100) (n=92)
H1 A18GGGAT 394 235 56.4 510 446 458 21.0 13.3
H2 G15GGGAT 7.4 2.7 1.1
H3 A18GGGTT 09 1.3
H4 A18AGGAT 32 21.8 306,375 417 6.0 7.8
H5 G15AGGAT 43 4.2 1.1
H6 A18GGGAC 2.1 1.3
H7 G15GGGAC 1.8
H8 A18AGGAC 1.3 1.8 1.0 1.1
Hg G15GAGAT 1 36 3.0
H10 A18GAGAT 0.9 1.8 5.0 1.1
H11 A18AAGAT 18 0.7
H12 A18GGTAT 3.2
H13 G15GGTAT 149 250 45 I8
H14 G15GATAT 9.6 2.9 6.4 3.3 42 47.0 62.2
H15 A18GATAT 32 0.9 8.9
H16 A18AGTAT 1.1 0.9 2.6 1.8
H17 A1BAATAT 1.3 1.8
H18 G15AATAT 6.4 485 46 42 1B0°E 122
H19 G15AGTAT 43 0.7 2.0

* The sequences for AHSP SNP haplotypes are: 11943 (A-G), 12020 (T-T9, 12347 (G-A),
12391 (G-A), 12985 (G-T), 12888 (A-T) and 12991 (T-C). Nucleotide position numbers refer to
Genbank accession number AC 106 730.2.

T AC, Afro-Carribean; Al, Indian continent; Br
thalassemic subjects from Brazil, M, Mediterrenean; Nthel B thalassemic subjects from North
America; NG, Papua New Guinea and PO, Port Olry (Vanatu, Melanesia). n, number of alleles

sequenced.

entrl

, control subjects from Brazil; Br™, B
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AHSP N75I and [ thalassemia

Table 2. Hematological data from B thalassemia pedigrees with A HSP N751 SNP

Sample  pglobin  AHSP AHSP Hbo  MCV MCH Ret HbA, HbF o globin
genotype* Genotype Haplotype (g/idl) (fL)  (pg) {(%)' (%) (%) genotype
Pedigree 1
Patient gph N751/wt H1/H3 68 67 19 104 4 52 ac/aa
Mother peph wt / wt H1/H1 108 63 197 nd 57 07 ao/ao
Father phpA N75l/fwt  H1/H3 145 896 297 nd 20 02 ac/oa
Pedigree 2
Patient g*ph N751/ wt H1/H3 9.4 59 207 18 48 26 qawoo
Brother p>pA N751/ wt H1/H3 11 651 204 229 47 33 coaclon
Sister BEpA N751/ wt H1/H3 109 611 192 318 50 39 oaoav
Son p>pA N751/ wt H1/H3 138 611 202 156 49 12 guo/ac
Daughter ~ p*/4 wt / wt H1/H1 144 884 299 152 29 09 oaooc
Pedigree 3
Patient  g™p"s™®  N7S/wt  H4/H3 72 77 228 42 67 43 e
Patient  p®°pVS"®  N751/ wt H4/H3 7.3 73 213 137 32 32 ac/oo

* B* denotes normal
B and pIVS!*6

7 nd, not done.

genotype. B39 is a B’ mutation that fully ablates B globin synthesis.
are B” mutations that partially inhibit B globin synthesis®’.

Abbreviations: Hb, hemoglobin; MCV, mean corpuscular volume; MCH, mean cell
hemoglobin, Ret, reticulocyte count, HbF, fetal hemoglobin level.
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Figure Legends

Figure 1. Phylogenetic analysis of AHSP gene haplotypes. DNA sequences associated

with each haplotype are described in Table 1.

Figure 2. Hemoglobin precipitates (Heinz bodies) in 4AHSP N75I heterozygous
erythrocytes. Right panels show erythrocytes from a normal control individual. Left
panels show erythrocytes from an AHSP N75I heterozygote with normal B globin alleles.
Heinz bodies indicative of precipitated hemoglobin, marked by arrows in the upper right
panel, were detected by staining with methyl violet. The lower two panels show
immunofluorescence staining with antibodies against o globin and 3 actin as control. Note
that some N751 4 HSP erythrocytes contain punctate foci of a globin staining (white arrows
and inset). Micrographs in the top row were photographed with a Eclipse E-600
microscope using a ___ X phase contrast objective and Image Pro-Express 4.0 software
(Media Cybernetic, LP). The immunofluorescence studies (bottom two rows) were

photographed using the same microscope and a 63X objective.

Figure 3. Biochemical interactions of recombinant AHSP N75I protein with purified
aHb. A. AHSP-aHb interactions. AHSP binds oxygenated ferrous (Fell) aHb to form an
initial complex. Subsequently, O,  is lost to generate ferric (Felll) aHb-AHSP. This
complex exhibits a bis-histidyl structure, which stabilizes bound oHb and limits reactive
oxygen species production by the heme iron. B. Surface plasmon resonance analysis of

binding interactions between recombinant AHSP and purified (Fell) aHb. Dashed line, wt
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AHSP; solid line, AHSP D43R, a reduced binding mutant'®; dotted line AHSP N75L. It is
difficult to distinguish dotted from dashed lines because they are largely superimposed. C.
AHSP-mediated oxidation of aHb. Wt AHSP (squares) or AHSP N75I (triangles) were
incubated at 1:1 molar ratio at 37° C. The oxidation of aHb to the (Felll) form was
measured spectrophotometrically. The diamonds indicate spontaneous oxidation of aHb
with no AHSP added. D. Production of ROS by oHb or aHb-AHSP complexes.
Recombinant AHSP proteins (20 pM) were pre-incubated with equimolar oxy (Fell) aHb
for 30 minutes at 4°C, then mixed with hydrogen peroxide and TMPD, a ROS indicator

dye. The initial rate of TMPD oxidation (y axis) was determined by light absorbance at 610

nm.
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ABSTRACT
AHSP is an erythroid protein that binds the alpha globin subunit of hemoglobin (Hb) to

maintain its structure and limit its oxidative activity. Biochemical_and genetic studies
demonstrate that AHSP is essential for normal Hb homeostasis and may act via at least two
mechanisms: First, as a molecular chaperone to promote the folding and stability of alpha
globin prior to its incorporation into HbA (alphajbeta;). Second, to bind and detoxify
excess alpha globin that accumulates in normal erythroid precursors, and to a larger extent,
in beta thalassemic ones. The existence of a potential iron responsive element (IRE) in the
3'-UTR of the AHSP mRNA raises the interesting possibility that iron homeostasis impacts
on alpha globin stability via AHSP. IREs form stem-loop structures that bind cytosolic
iron-sensing proteins (IRPs). Several lines of evidence showed that the AHSP IRE binds
IRPs to regulate mRNA stability in an iron-dependent fashion. Our findings indicate that
AHSP mRNA stability is regulated by iron via an atypical 3'-UTR IRE. These findings
extend the potential repertoire for functional IREs that do not conform to previously
defined canonical consensus sequences. In addition, they provide a potential mechanism by
which erythroid cells can regulate globin stability according to iron status. For example,
induction of AHSP during iron deficiency might stabilize apo- alpha globin that could
accumulate from lack of heme. Conversely, iron overload could destabilize alpha globin by
reducing AHSP levels. As such, iron overload, which occurs in patients with beta
thalassemia, might aggravate the disease by further elevating the levels of toxic free alpha

globin.
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INTRODUCTION

The adult major hemoglobin molecule is a tetramer formed by four polypeptide
chains: two a-globins and two f-globins. Each of these chains is attached to a prosthetic
group, the heme, formed by protoporphyrin IX complexed with an iron molecule. During
hemoglobin synthesis, the coordinated production of a-globin and B-globin are essential to
limit the accumulation of free subunits and iron excess, avoiding oxidative damages to the
cell.

Iron by itself is one of the responsible for regulates the rate of hemoglobin
production. The iron uptake is modulated by at least three factors: the amount of
transferring-bound iron available, the number of functional transferring receptors on the
cell surface, and, in iron-overload states and the amount of nontransferrin-bound iron.
Erythrocyte regulates the appropriate compartmentalization of the internalized iron by
changes in ferritin synthesis and transferring receptor synthesis through an iron responsive
system (IRE/IRP). IREs are stem-loop structures present in the untranslated regions (either
3’or 5’UTR) of mRNA that are recognized by iron-sensing (IRPs). When binding to IRPs,
IREs regulates either translational level, IREs in the 5’-UTR of transcript (ferritin), and
mRNA stability, IREs in the 3°-UTR of transcript (TfR).

In addition, the coupled synthesis of - and B-globins is regulated by both
erythroid-specific system (GATA1, EKLF) elements and heme-dependent system (Bachl,
NF-E2). Heme iron regulates globins protein synthesis by directly regulating the activity of
the heme-regulates inhibitor kinase, HRI. HRI regulates the synthesis of both globins by
inhibiting the general translation initiation factor elF2. This inhibition occurs when the

intracellular concentrations of heme is low. When the heme concentration is high, heme
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bins to HRI, inhibiting the kinase activity. In addition to translation regulatioﬁ, heme
induces transcription of globin gene by displacing the transcript factor Bachl, a
transcription repressor. -

However, despite the complex system to coordinated globin synthesis, the presence
of a potential «-globin chaperone has been demonstrated as an important factor for
successful hemoglobin formation. Alpha Hemoglobin Stabilizing Protein (AHSP) is an
abundant erythroid protein that specifically binds free a-globin, stabilizing its structure, and
limits its ability to participate in chemical reactions that generate free oxygen species.
AHSP prevents free a-globin from precipitating in vitro, whether spontaneously or after
oxidation of heme.

Like a chaperone, AHSP keeps a bound a-globin under control only until the latter
encounters [-globin subunits, to form hemoglobin. Gene knockout studies in mice
demonstrated short-lived erythrocytes with Hb precipitates, which ca exacerbate -
thalassemia indicating that altered AHSP expression or function could modify thalassemia.
The identification and characterization of regulatory elements that control AHSP gene
expression might have important implications for normal erythropoiesis and for human
disease.

A comprehensive secondary structure on AHSP mRNA has been proposed here,
based in the presence of one atypical IRE-like structural element. Additional support for
this model of IRE/IRP complex structure comes from binding studies performed in vitro
and in vivo that indicated the ability of the AHSP IRE to bind to IRP1 and IRP2. The levels
of AHSP mRNA upon iron conditions positively correlated with the levels of transferring

receptor mRNA in human and murine cell lines, indicating that the AHSP mRNA
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posttranscriptional regulation occurs at the level of mRNA stability in an iron-dependent
fashion.

An iron-sensing system regulating the AHSP gene would elucidate new potential
mechanisms for the a-globin binding protein. Under conditions of iron deficiency, the
increased mRNA stability would ensure higher levels of protein, which would stabilize
apo-o-globin. In normal situations, when iron is constantly present in the cell, certain levels
of AHSP mRNA degradation would prevent increased protein synthesis, which could
compete with B-globin for binding to c-globin.

However, the presence of an iron-responsive element regulating the mRNA stability
of AHSP might not be helpful in correlate AHSP levels as a genetic modifier in B-
thalassemia. The ineffective erytropoiesis and hemolytic anemia in patients with B-
thalassemia promotes a severe case of iron overload in these patients, which would
decrease the AHSP mRNA levels, independent of the clinical severity.

Taken all together, our results helps to better understand the AHSP importance in
normal eythropoiesis and suggests new implications of the a-globin like-chaperone protein

in red blood cells disorders.
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MATERIALS AND METHODS

Databases, Bioinformatics — To search for putative IREs on AHSP mRNA, the

RNAProfile program was used at http://www.tbi.univie.ac.at/~ivo/RNA/ (12), which is an

algorithm capable of characterizing regulatory motifs in mRNA, like IREs. The AHSP

sequences used in this study were obtained from NCBI Genbank.

Electrophoretic mobility-shifty assay — The human erythroleukemic cell line K562 was
cultured in IMDM with 10% fetal calf serum. During the final 16 hours, the cells were
treated with 100uM desferrioxamine (Novartis) or 50uM Hemin (Sigma). Cells were
washed with ice-cold PBS buffer. The pellet was lysed with ice-cold buffer (30mM EDTA
pH 7.4, 25mM Tris-HCI, 1% Triton X-100, 1U/ml RNAseOut and Protease Inhibitor
Coktail) for 30 minutes on ice and centrifuged. Supernatant was collected and immediately
frozen in liquid nitrogen. Protein concentration was determined by a Bio-Rad protein assay
(Bio-Rad). DNA templates for T7 RNA polymerase were generated by hybridization of
900uM of oligonucleotides in S0uM NaCl and ImM EDTA (table 1). The reaction was
incubated 5 minutes at 95°C followed by room-temperature incubation for 2 hours and then
used for RNA preparation. Radioactive probe using [a->"] CTP as well as a competitor
RNA were synthesized in parallel by T7 RNA polymerase (Invitrogen) according to the
manufacturer’s manual. Eletrophoretic mobility-shift assay (EMSA) was performed mixing
5pg of cellular extracts with xng of radiolabeled RNA probe. The reaction was loaded onto

a 6% native polyacrylamide gel.
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Measurement of AHSP mRNA stability assay — K562 cells were grown in IMDM
supplemented with 10% fetal calf serum and Hydroxiurea for 48 hours. Where indicated,
Desferrioxamine (DFO - 100uM) or Iron (III) ammonium citrate (FAT- ImM) was added
for 16 hours prior to the addition of an inhibitor of transcription. Actinomycin- D (Sigma -
SuM/ml) was added to the culture medium for 8 hours to inhibit transcription. Cells were
then washed with cold PBS buffer and RNA extracted using using Trizol (Invitrogen).
cDNA was produced using oligo(dT(18)) and SuperScriptll reverse transcriptase
(Invitrogen) following enclosed protocol. The levels of AHSP mRNA were measured three
times by real time PCR. GAPDH was used as an internal standard because its mRNA is
stable under various iron concentrations (10). c-myc (short half-live) and «-globin (stable
mRNA) were used as intra-experiment controls (). AHSP IRE_WT and IRE MT mRNA
stability were measured in transfected cells from the monkey kidney cell line (COS-7).
COS-7 cells were grown in DMEM supplemented with 10% fetal calf serum. antibiotics
and with or without Desferrioxamine (100uM) or Hemin (50uM), were transfected with
plasmids containing the AHSP IRE WT and AHSP_IRE _MT sequence. The full-length
AHSP-IRE-WT and AHSP-IRE-MT were amplified by PCR. The AHSP gene was cloned
into EcoRI site of pEF1-o™ . 3ug of plasmids were used for transfection using FUGene
reagent (____ ), according to the manufacture’s recommendation. Transcription was
stopped by addition of transcription. Actinomycin- D (Sigma - SuM/ml) was added to the
culture medium for 4 hours. RNA extraction and real-time PCR were performed was

described above.
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RNA IP — The immunoprecipitation of AHSP mRNA by IRP1 or IRP2 was performed as
described by Waggoner et al (__) with some modifications. Protein G-Sepharose (PAS)
(Invitrogen) was washed three times in cold PBS buffer. One hundred microliters of 50%
slurry of PAS and PBS was incubated with 10ug of anti-IRP1 or anti-IRP2 antibodies
(Santa Cruz) in the presence of 40U of RNAOut (Invitrogen) in PBS in a volume of 1.0ml
The mixtures were incubated for 1h at 4°C, and the PAS was washed once with PBS.
Cellular extracts were prepared from K562 treated with Desferal or Iron (III) or without
treatment. Cells were harvest by centrifugation at 2000 RPM for 5 minutes at 4°C and
washed twice with 1.0ml of cold PBS buffer. After sedimentation at 2000RPM for 5
minutes at 4°C, the pellets were ressuspended in 3 volumes of extraction buffer (15mM Tris
HCI [pH 7.4], 15mM MgCl,, 150mM NacCl, and 0.65% Igepal). The lysate was incubated
on ice for 10 minutes with shaking and centrifuged at 13000 RPM for 5 minutes at 4°C.
The cytoplasmic lysate (2.1mg/IP) was diluted fourfold in binding buffer (BB) (20mM
Hepes [pH 7.9], 150mM NaCl, 0.05% Triton X-100 and 0.15U/ul of RNAOut) and
incubated with the PAS for 1 hour at 4°C. The PAS was washed twice in BB buffer, twice
with wash buffer (WB) (20mM Hepes [pH 7.9], 150mM NaCl , 1% Triton X-100 and
0.15U7ul of RNAOut) and then transferred to a fresh tube. The PAS was pelleted and
ressuspendend in elution buffer (100mM Tris-HC1 [pH 7.4], 12.5mM EDTA, 150mM
NaCl, and 1% SDS). The mixture was boiled for 3 minutes, Trizol extracted, ethanol
precipitated with 20ug glycogen and ressuspended in 20ul of DEPC-H;O. cDNA was
produced using 5ul of co-purified RNA as described previously. The levels of AHSP
mRNA were measured three times by real time PCR. GAPDH was used as negative

control. Ferritin mRNA was quantified as positive controls for the IPs.
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TABLE 1 — Primer sequences

Gene Primer set (Forward and Reverse) —

AHSP_IRE-WT? 5'-ACA GAG AGA TTC ACG CAC C-3’; 5°-CAA CAA AAC CAG CAG TGG TCT TTA TTG AGG -3

AHSP_IRE-MT® 5’-ACA GAG AGA TTC ACG CAC C-3’; 5’-CAA CAA AAC CAG CAG TGG TAC TCA TTG AGG-3

AHSP_RT"* 5’-CAATAAGGATCTCATTTCCG-3’; 5’-GAGGATCATTGAAGACCTGCTGA-3’
GAPDH_RT"¢ 5’-CCACATCGCTCAGACACCAT-3’; 5’>-CCAGGCGCCCAATACG-3’
c-myc_RT® 5’- ACCAGATCCCGGAGTTGGA-3’; 5>-CGAGTCCGAGGAAGGAGAGA-3’
a-globin_ RT® 5’- GTTAAGGGCCACGGCAAGAA-3’; 5'- GGCTTAGGAGGTTGAAGTTG-3’
Transferrin Rec_RT* 3'- AGATTTCGGGAATGCTGAGAAA-3"; 5°- AGGGAGAGAGGAAGTGATAC-3
Ferritin_ RT® 5’- AACATGCTGAGAAACTGATG-3"; 5°- GCACACTCCATTGCATTCAGC-3’
AHSP PR WT* 5" CAATAAAGACCAGTGCTGGTTTTGTTGTATAGTGAGTCGTATTA 3’
AHSP_PR_MT? 5’CAATGAGTACCAGTGCTGGTTTTGTTGTATAGTGAGTCGTATTA 3’
Ferritin_PR* S’"GGGTTCCGTCCAAACACTGTTGAAGCAGGAAACCCTTATAGTGAGTCGTATTA 3°

* set of primers used for plasmid constructs
® set of primers used for real time PCR on mRNA stability assays
¢ set of primers used for real-time PCR on IP assays

¢ EMSA probes; underlined sequence - T7 RNA polymerase recognition site
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RESULTS
Identification of a putative IRE in the 3’-UTR of the AHSP mRNA

During the course of a program to study the natural variation in the sequence of the
AHSP gene, a consensus region of six nucleotides at the 3’-UTR region of the mRNA
molecule was identified. The six-nucleotide motif had the same nucleotide composition as
the motif present in the stem-loop head of iron responsive elements (IRE). The most
common criteria for evaluation of IREs on mRNAs is based on the secondary structures of
two canonical IRE hairpins: (a) in the upper stem only one G-U pairing allowed within the
three middle base pairs; (b) a lower stem at least five base pairs long with less than three G-
U (Gunshin) (figure 1A). However, experimental observation has discovered some
exceptions to the rule (Sierzputowska-Gracz, Guo, Butt, Huang).

By using the RNAprofile program, a software program able to predict typical and
atypical candidates for IRE regions (---), we were able to predict an atypical secondary
structure for the human AHSP mRNA. Comparison of the human AHSP mRNA with the
previously identified IRE sequences of TfR and Ferritin revel the six conserved
nucleotides, however the upper-loop composition presented just four nucleotides (figure
1B). Another unusual feature of the AHSP IRE is a bulged A, once TfR and Ferritin IREs
presents a bulged C.

The mouse AHSP IRE did not presented the conserved six nucleotide motif
although presented an upper-stem composed by six-nucleotides. The stem conformation
showed similarities with IREs from CDC14A and DMT], presenting a bulged U and a
bulged C (figure 1B). The AHSP IRE was either conserved in another mammalian species

as monkeys, dogs and cows (figure 1C).
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For further studies, a human AHSP IRE three point mutation was generated .(ﬁgure
1D)

In vitro and In vivo binding of IRPs to the AHSP IRE -

To demonstrate the specificity of the in virro AHSP IRE/IRPs interactions, gel
electrophoretic retardation assays were performed to study whether IRPs can interact in
vitro with the AHSP IRE. Cell extract from erythroleukemia cell line K562 was incubated
with the *’P-CTP-labelled RNA oligonucleotides containing IREs derived from the AHSP
IREs and from the 5° UTR human ferritin heavy-chain IRE.

The result demonstrated an IRE/IRP complex co-migrated with the ferritin IRE
probe for the human, mouse, monkey, dog and cow AHSP IRE (figure 2A). Supershift
experiments with specific anti-IRP1 or anti-IRP2 antibodies were performed to demonstrate
the specificity of the observed IRP/IRE interactions. Either ferritin or human and mouse
AHSP IRP/IRE were displaced by the addition of the specific antibodies (figure 2B).

To test these hypothesis in vivo, IRP-containing complexes were
immunoprecipitated from cytosolic extracts of Hela cells transiently transfected with
plasmids containing the AHSP full-length c¢DNA. RNAs isolated from the
immunoprecipitates were assayed for AHSP mRNA, ferritin mRNA and for GAPDH
mRNA, by real-time PCR. While IRPs complexes immunoprecipitated contained abundant
amounts of AHSP mRNA and ferritin mRNA, just trace levels of the GAPDH mRNA
where detected, suggesting, first, the specificity of the experiment and, second, recognition
of the AHSP IRE by IRPs (figure 3A). However, the IRPs complexes immunoprecipitation
failed to bring down the mutant (MT) AHSP mRNA (figure 3B).

The addition of an iron source, Iron(IIl) citrate ammonium, to the transiently

transfected cells decreased the amount of mRNA pull-down by IRPs, suggesting decreased
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affinity to the AHSP IRE in the presence of iron. The treatment of Hela cells with DFO
allowed the imunoprecipitation of AHSP mRNA, suggesting that the IRE present at the 3°-
UTR of the AHSP mRNA might be directly bound by IRPs in a manrmer dependent on iron
status (figure 3C).

The statistical significance observed on the pulled-down mRNA levels by IRP2
immunoprecipitation, upon DFO treatment (p < 0.05) agrees with the suggested iron-
response mechanism for this IRP, when intracellular iron is scarce, IRP2 binds IREs with
high affinity (Guo 1995). The levels of IRP1 were measured by western blot in cell extract
treated with DFO and/or iron (III), but no differences on protein levels were observed (data
not show).

Taken together, these data demonstrate that the predicted atypical IRE at 3°-UTR of
the AHSP mRNA i1s recognized by IRPs, in vitro and in vivo, in a iron-sensing status,

similar to the IRE/IRP complexes described in ferritin and transferring receptor (ref.)

AHSP mRNA stability is controlled by iron levels

The best-characterized IRE-containing mRNA encodes the transferring receptor
(TfR), which plays a critical role in cellular iron uptake. Iron starvation induces IRPs
binding to the multiple IREs in the 3’-UTR of the TfR mRNA, resulting in its stabilization.
However, high levels of iron release the IRPs from the IREs, leading to mRNA
degradation. To assess the function of the AHSP IRE, the half-life of the mRNA was
measured in K562 cells and MEL cells (supplement data) cultured in the presence of DFO
and/or iron (III). Actinomycin-D was added to the cell culture for up to 8 hours to stop
transcription, and the kinetics of AHSP mRNA decay was studied. As internal controls, the

a-globin mRNA was measured, as this mRNA it is very stable; c-myc mRNA has also
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examined as this mRNA has a half-life of about 30 minutes (ref.). The analysis of the
AHSP mRNA levels in cells treated with DFO suggested a very stable mRNA with a half-
life >8 hours (figure 4A). However, in cells treated with iron (IIT), the AHSP mRNA was
more rapidly degraded (half-life 4 hours). The same effect was observed when the
transferin receptor mRNA was analyzed (figure 4B). The levels of the stable control gene
o-globin did not change in response to both treatments (figure 4C) and the levels of the
instable control, gene c-myc, was rapidly degraded independent of the cell treatment (figure
4D).

The half-life of the mutant AHSP IRE, demonstrated by EMSA and RNA IP as
presenting decreased affinity to IRPs was analyzed as well. COS-7 cells treated with DFO
and/or hemin were transiently transfected with plasmids containing the AHSP full-length
cDNA without (WT) or with (MT) mutations and the half-life were analyzed by addition of
actinomycin-D. The results obtained by the analysis of the wild type AHSP IRE mRNA
half-live were similar to those from K562 cells experiment, showing a stable mRNA in
cells treated with DFO and an unstable mRNA in cells treated with iron (figure 5A).
Although, the mutate AHSP IRE mRNA was more rapidly degraded either DFO or heme
treatment (figure 5B).

These results demonstrate that AHSP has IRE at the 3’-UTR of the mRNA that
functions to regulates the stability of the mRNA in response to iron levels, in a manner

similar to transferrin receptor.
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DISCUSSION

Although the absence of AHSP gene in mice demonstrated o-hemoglobin
precipitation in red blood cells and shortened erythrocytes half-life, nor'much is know about
how the AHSP gene expression would correlate with ineffective erythropoiesis or act as
genetic modifier in B-thalassemia.

A variety of studies have been reported trying to understand the AHSP gene
expression. So far, its is know that the AHSP gene expression is synchronizes with a-
globin gene expression during maturation of human red blood cells precursors (_ ), and
reduced levels AHSP expression could be associated with more severe phenotype among
individuals with identical B-thalassemia.

Several studies have been searching for regulatory motifs and mutations on AHSP.
Viprakasit et al (2004), genotyped 120 Thai patients with varying severities of Hb E/f3-
thalassemia for the common sequence variants in AHSP gene. Two distinct haplotypes for
AHSP were proposed, however no mutations or specific associations were found between
extended AHSP haplotypes and severity in these patients. In another study, the analysis of
AHSP mRNA levels in peripheral blood reticulocytes reported an inter-individual variation
of AHSP expression, that could be correlated with the length of a homopolymer dT region
upstream the AHSP gene (Lai et al, 2006).

Here we described a novel regulatory motif on AHSP gene. In our study, nucleotide
analysis and biocomputational approach were used in combination with biochemical
methods to identify a novel iron responsive element (IRE) at 3’-UTR of AHSP mRNA,

present in human, mouse, monkey, dog and cow (figure 1).
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The mouse AHSP IRE loop sequence ACUUUG has never been studied during the
investigation of optimal sequences and structure of IREs, although presents the first and
fifth positions of the hairpin loop forming a Watson-Crick pair and presents a bulged C and
a bulged U, already described in previous IREs. However, the human, monkey, dog an cow
AHSP IREs does not fit in the classical features for IREs: a stem loop sequence composed
by four nucleotides (GUGC) and, in human, monkey and dog, a bulged A.

Binding of IRPs to AHSP IREs was confirmed by EMSA. When lysates from the
human erythroleukemia K562 cell line were used in the EMSA reactions, a similar intense
band likely corresponding to IRP/IRE complexes can be observed (figure 2).
Immunoselected IRP/IRE mRNPs were assed by using specific antibodies against IRP1 and
IRP2 proteins in Hela cells transiently transfected with human AHSP plasmids. The
immunoprecipitation of ferritin mRNA, as well human AHSP IRE-WT mRNA suggested a
potential non-canonical IRE-like motif capable to be recognized by IRP1 and IRP2, in
response to iron levels (figure 3).

Several studies have been attempted to identify novel IRE-containing IREs.
Although data base searches for the alternative ligands have not yielded any obvious
candidates for transcripts that are regulated by IRPs. Studies demonstrating variations on
the IRE main features, as screening of loop mutations, bulges nucleotides and stem length
agree with the fact that the absolute conservation of the stem-loop motifs would affected
the strength and or the specificity of the IRPs binding. In this study, we are suggesting that

an atypical IRE still can be recognized by IRPs.

The mRNA levels studies demonstrated a function of the AHSP IRE nearly the

same as the transferring receptor (TfR). It has been show that the stability of TfR mRNA is
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regulated by iron levels through the presence of IRE at 3’-UTR of the mRNA. Under
conditions of low iron, the AHSP IRE mediated the stability of the mRNA. Indeed the
addition of iron (III) to the culture medium resulted in a degradation of TfR Mrna, as well
the AHSP mRNA. Furthermore, by changing the IRE structure, the AHSP mRNA was
instable even when DFO (iron chelator) was added to the culture medium, suggesting that
AHSP mRNA stability is controlled by intracellular iron levels via the IRE in its 3°-UTR.

However, how is AHSP mRNA degradation regulated? It was demonstrated that the
TfR mRNA degradation involved an endonucleolytic cleavage located directly behind the
IRE C. Comparison of the AHSP IREs locus with the previously identified 3°-UTR IRE
sequences of TfR1 and DMTI, revels the presence of the potential endonucleolytic
cleavage site upstream of the IRE loci in humans, mouse, monkey and dog, but not in cow.
Although the flanking regions are not well conserved among DMT1, CDCI14A, TfR and
AHSP, this motif might be functionally important.

AHSP is an abundant erythroid specific protein that forms a stable complex with
multiple forms of o-hemoglobin, reflecting multiple functions that predominate under
different circumstances of normal or pathological Hb metabolism. The most believed
implications of AHSP it appears to be as a mechanism to coordinate normal Hb synthesis as
such a potential modifier gene to P-thalassemia. The regulation of the AHSP gene
expression by an IRE system as a post-transcriptional regulation might suggest new
physiological implications to this protein.

Studies from the biochemical properties of AHSP (Gell) suggested that AHSP and
a-globin bind each other to form a complex with 1:1 subunit stoichiometry and differences

in the ratio AHSP/a-globin could have consequences for oxygen transport, by competing
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with B-globin. Since erythropoiesis is accompanied by extreme demand of iron to ensure
proper hemoglobinization, the control of AHSP mRNA stability by iron levels through IRE
would prevent AHSP accumulation and further competition with B-globin.

But why should be AHSP mRNA more stable in iron deprivation status? It is of
interest to note that AHSP, as mentioned before. complex with multiple forms of a-
hemoglobin, including apo-a-globin polypeptide, which lacks heme. In some red blood
cells disorders, as anemia by iron deficiency, apo-a-globin it is very instable and precipitate
on erythrocytes. The increase of AHSP protein levels would prevent a-globin precipitation
and prevent cell damage, which could lead to a severe anemia.

IRP2— deficient mice display mild mycrocytosis with altered iron distribution.
suggesting a potential function of IRP2 in normal erythropoiesis. Would be interesting
evaluate the AHSP levels in that system since the phenotype was similar to AHSP”" mice.

Taken all together, our results indicate that AHSP mRNA stability is regulated by
iron levels via atypical IRE system present at 3°-UTR. The implication of this Ipost-
transcriptional regulation helps to better understand the AHSP importance in normal
eythropoiesis and suggests new implications of the a-globin like-chaperone protein in red

blood cells disorders.
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LEGENDS

Figure 1. Identification of an IRE element at the 3’ end of the AHSP gene. A. Structure
of the AHSP gene with IRE stem loop in the 3’ untranslated region. Exons are shown as
rectangles with coding regions in grey and untranslated regions black. B. IRE sequences
and secondary stem-loop structure from human (h) and mouse (m) AHSP mRNAs. B.
Two canonical IRE structures, showing a C-bulge, a 5 nucleotide distal stem and a 6

nucleotide loop.

Figure 2 — Specific binding of a cytoplasm protein to the iron regulatory region on
human AHSP mRNA - Labeled in vitro transcribed RNAs (0.5ng) corresponding to the
[RE-like sequence portion of human AHSP mRNA and to the IRE-like sequence portion of
human ferritin mRNA were incubated with cell extract (15ug of protein) from human
erythroleukemia cell line (K562). (A) AHSPYT probe complexes with possible IRE binding

pk probe: Lane 1 - Ferritin IRE probe; Lane 2

proteins, as Ferritin IRE probe, but not AHS
— AHSP-IREYT probe; and Lane 4 — AHSP-IREMUT probe. (B) Secondary structure of
mutant probe for the IRE on AHSP mRNA. (C) Iron status release IRE-BP from binding to
-AHSP-IRE:; Lane 1 - cell extract from non-treated cells; Lane 2 - cell extract from cells
treated with 100uM of iron chelator (Desferrioxamine); Lane 3 - cell extract from cells
treated with 50uM of iron source (Hemin) and Lane 4 - cell extract from non-treated cells

plus 100-fold molar excess of unlabeled AHSP probe. Samples were electrophoresed in a

nondenaturing 4% acrylamide gel.
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Figure 3. Co-immunoprecipitation of AHSP mRNA with IRE-binding proteins IRP1
and IRP2. Hela cells were transiently transfected with human AHSP ¢cDNA under the
control of a tetracycline-regulated promoter and the mRNA was induced for 24 hours.
AHSP™ refers to the wild-type mRNA; AHSP™ mRNA contains three point mutations that
disrupt the stem-loop structure to inhibit IRP binding. Cytoplasmic extracts from
transfected cells were incubated with specific antibodies for IRP1, IRP2 or control IgG.
Antibody complexes were purified using protein G beads and bound mRNAs were
quantified by real-time RT PCR. The Y-axis shows relative mRNA levels normalized to
input (non-immunoprecipitated) RNA from each sample. A. IRP1 and IRP2 bind AHSP™
and endogenous Ferritin H mRNAs, but not AHSP™ or GAPDH mRNAs. B. The effects
of desferroximine (DFO) or ferric ammonium citrate (FAC) on IRP binding to AHSPwt
mRNA. Data represent values from 3 independent experiments. FAC treatment blocks
IRP binding to AHSP mRNA. In addition binding of IRP-2 to AHSP mRNA is
significantly enhanced by DFO treatment compared to untreated control cells (p < 0.05, T-

test).

Figure 4. Iron destabilizes endogenous AHSP mRNA in K562 erythroleukemia cells.

Cells were treated with FAC or DFO for 16 hours, then new mRNA synthesis was arrested
by actinomycin-D (act-D), SuM. Messenger RNA levels for AHSP (upper left panel) and
controls were measured by real-time RT-PCR and normalized to GAPDH mRNA. Control
mRNAs include: transferrin receptor (T/R), which is destabilized by iron, « globin, a stable,

iron-independent mRNA, and MYC, a constitutively unstable mRNA. Data represent
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values from 3 independent experiments. * p < 0.05 for FAC treated samples at t= 0 vs 4

and 8 hrs, T-test.

Figure 5. The AHSP IRE confers iron-regulated mRNA stability. COS cells were
transiently transfected with expression plasmids encoding wild-type (wt) and IRE mutant
(mut) AHSP cDNAs. Cells were treated for 16 hours with desferrioxamine (DFO) or
hemin (hem) as a source of iron. AHSP mRNA was quantified by real-time PCR at 0 and 4

hours after addition of actinomycin D, 50M. AHSP mRNA levels are normalized to

Apéndices
183



IRE

A AHSP gene

[—.

N\

A G
Uc uu c H G W
G ¢ c u N N A G
AU A G NN c H
cG uA N N N N
cG GC NN NN
AU UA NN NN
GU u N N N
A cG c N NN
AU GC N c
AU C N N NN
uG ua N N NN
AU UA N N NN
AU GU N N N N
5 CG ¥ 5 UA ¥ N N N N
NN N N
hAHSP mAhsp 5 NN 3 5NN 3
IRE IRE
Figure 1 dos Santos et al.
Apéndices

184



IRE/IRP
EE—

.-

Free probe
B E 3
B .
IRE/IRP
FREE PROBE
‘_

Figure 2 dos Santos etal

Apéndices

185



A

- e
w
g 2 ]- OIRP2 |
3 . _ ®IigG |
q l {—L | o
b
x 1 -
- Lis

0 T - T T

AHSPWL  AHsP™Ut  ferritin GAPDH

w

. ‘Gre1]
i T 'OIRP2 |
2 2- [11 ‘HIgG |
— % y L i
= I 1
€ q - :
E , £
0 | y R - : ‘_T—i——ﬁﬁ
control DFO FAC

Figure 3 dos Santos et al.

Apéndices
186



B DFO OFAC

1.5 1 AHSP 15 4 TR
1 -
I *
S 0.5 -
Q9
-
cc 1 0 1 T T 1
= 0 0 4 8
215 o. globin 1.5 MycC
1 -
0.5 4
0 - r _ _'_h_r—ﬂﬁ
0 4 8 0 4 8
hrs after Act-D addition
Figure 4 dos Santos et al.

Apéndices
187



B DFO Ohem

wt
AHSP .

—
()
]

0.6 1

relative mRNA levels
{a ]
[=)]

(=]
(=]

0 4
hrs after Act-D addition

Figure 5 dos Santos et al.

Apéndices
188



