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RESUMO

As sindromes talassémicas compreendem um grupo heterogéneo de doengas hereditarias
em que existe uma redugdo no ritmo de sintese de uma ou mais cadeias polipeptidicas da
hemoglobina. Nas talassemias § ocorre a supressdo total ou parcial da produgdo de cadeias
B. O estado homozigoético da maioria das variantes genéticas da talassemia B produz o
quadro clinico da talassemia maior. Esses pacientes apresentam acentuada anemia e
necessitam de transfusdes sanguineas regulares para sobreviverem. Os individuos
heterozigotos para a talassemia B apresentam, com raras excegoes, apenas discreta anemia.
Existem ainda alguns quadros clinicos ndo tdo graves quanto a forma homozigobtica
classica, geralmente ndo dependem de transfusdes, que sdo denominados de talassemia
intermediaria. Os genes responsdveis pela sintese das cadeias da [ globina estdo
organizados em um cluster localizado no brago curto do cromossomo 11. Quase 200 alelos
de talassemia P ja foram caracaterizados. Destes, 125 representam mutagdes pontuais em
regides funcionalmente importantes do gene, uma de particular interesse ao nosso estudo, ¢
a mutagdo Cd 39 (C—T). Este trabalho teve como objetivo analisar o perfil global de
expressdo génica de células CD 34" de pacientes com talassemia B, portadores da mesma
mutagdo genética (Cd 39), mas com evolugdes clinicas distintas, maior ¢ intermedidria,
pelo método de SAGE (Serial Analysis of Gene Expression). Foram gerados 2718
trancritos Unicos para o perfil de talassemia B intermediaria e 3052 para o perfil de
talassemia  maior, os quais foram classificados como genes identifcados, no matches,
ESTs e outras sequéncias preditas e anotadas. As expressoes de 14 genes foram
quantificadas pela reacdo em cadeia da polimerase em tempo real nas amostras de células
CD34" dos pacientes talassémicos intermediario e maior, com intuito de validar os
resultados obtidos pelo SAGE. As expressdes foram concordantes em 57,14% dos genes
(ABCB10, APEXI, APOCI, EYA3, HMBS, OAZI, SRGN, TAGLN2) e discordantes nos
demais 42,85% (EIF5a, GRIN2C, HMGBI, NAEI, PCBP2, RAD23B). Quando ambos os
perfis foram comparados entre si, 42 transcritos foram ditos como diferencialmente
expresso (p<0,05). A andlise funcional comparativa dos 42 transcritos diferencialmente
expressos foi realizada de acordo com o Gene Ontology Consortium afim de obtermos a

classificagdo funcional destes transcritos. Em conjunto, os resultados podem colaborar na
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identificacao de transcritos importantes, que possam auxiliar na melhor compreensao da

fisiopatologia desta doenca e desempenhar papéis moduladores no fendtipo em talassemia

B.
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ABSTRACT

Thalassemia syndromes are a heterogeneous group of hereditary diseases in which there is
a reduction in the synthesis of one or more hemoglobin chains. In B-thalassemia there is a
reduction or total suppression of the expression of § globin genes. The homozygous state of
most B-thalassemia genetic variants produces the clinical evolution of thalassemia major.
These patients present severe anemia and require regular blood transfusions in order to
survive. Heterozygous individuals present, with exceptions, discret anemia. There are some
clinical evolutions that are not as severe as the classic homozygous form, which are often
blood transfusion independent, named B-thalassemia intemedia. The gene responsible for
the synthesis of B the globin chain is arranged in a cluster located on the short arm of
cromossome 11. Nearly 200 B-thalassemia alleles have been characterized. Of these, 125
represent mutations in functionally-important regions of the gene. A nonsense mutation, ie
base substitution, which introduces a premature stop codon, destroying the normal reading
and interfering in mRNA translation, is of particular interest to our study, especially the Cd
39 mutations (C—T). The aim of this study was to evaluate the global gene expression
pattern of CD34+ culture cells from patients with B-thalassemia, carrying the same genetic
mutation (Cd 39) but with different phenotypes (major and intermedia), using Serial
Analysis of Gene Expression (SAGE). Two SAGE profiles were gerated: INT and MAIOR.
Comparison of the 2718 an 3052 distinct tags from the INT and MAIOR profiles,
represented by identified trnacripts and novel tags, 42 tags demonstrated with a differential
expression at a statistically significant level (p<0,05) and corresponded to known genes,
ESTs or no matches. The expression of 14 genes was further investigated by the real-time
polymerase chain reaction in cells cultured from patients with B-thalassemia intermedia and
major, with the purpose of to validating the results obtained by the SAGE method. Similar
expressions were seen in 57.14% (ABCB10, APEXI, APOCI, EYA3, HMBS, OAZI, SRGN,
TAGLN?2) and discordant expressions were seen in 42.85% (EIF5a, GRIN2C, HMGBI,
NAEI, PCBP2, RAD23B). The functional classification was performed according to the
Gene Ontology Consortium and a total of a 42 transcripts were submitted to functional

classification. Together, our results may contribute to identify important transcripts that
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may play roles in modulating phenotype in B-thalassemia and to better understand the

pathophysiology of this disease

xvii



LISTA DE ABREVIACOES

mM
mRNA
ng

No match
ORF

Pb

PBS
PCR

PE

Pmol
qRT-PCR
RNA
rpm
SAGE
Tm

U

Micrograma

Microlitro

Micromolar

Gene constitutivo beta actina

Albumina de soro bovino

DNA complementar

Cancer Genome Anatomy Project
Dietilpirocarbonato

Acido desoxirribonucléico
Desoxirribonuclease

Deoxiribonucleotideo

Sequéncia de gene ndo classifcada ou expressed gene tag
Isotiocianato de fluoresceina

Gene constitutivo gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase
Molar

Mililitro

Milimolar

RNA mensageiro

Nanograma

Sequéncia génica nao descrita

Sequéncia aberta de leitura ou open reading frame tag
Pares de bases

Solug¢do salina fosfato tamponada

Reacdo em cadeia da polimerase

Ficoeritrina

Picomol

Reagdo em cadeia da polimerase em tempo real
Acido ribonucléico

Rotagdes por minuto

Andlise seriada da expressao génica
Temperatura de dissocia¢dao

Unidade

Xix



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — 10 tags mais detectadas na biblioteca de paciente B talassémico intermediario.
Para cada tag estdo indicados a sequéncia de nucleotideo, simbolo, descricdo e niimero no

UniGene do gene correspondente, ¢ a frequéncia com que foi detectada.

Tabela 2 — 10 tags mais detectadas na biblioteca de paciente f talassémico maior. Para cada

tag estdo indicados a sequéncia de nucleotideo, simbolo, descrigdo e nlimero no UniGene do gene

correspondente, ¢ a frequéncia com que foi detectada.

Tabela 3 — Padronizacio das reacées em cadeia da polimerase quantitativas em tempo real.
Genes selecionados para analise, sequéncias dos primers desenhados para sua amplificacdo,
tamanho e temperatura de desnaturagdo dos produtos, predita pelo programa GeneAmp® 5700

SDS (Applied Biosystems)

Tabela 4 — Concentracido de primers utilizadas na amplificacido dos genes de estudo e
eficiéncia da amplificacdo obtida. As concentragoes foram definidas pela eficiéncia de

amplificagdo gerada nas condigdes testadas.

Tabela 5 — Identificacido das tags diferencialmente expressas entre células de cultura de um
paciente portador de talassemia p maior e intermedidria. Tags foram classificadas como: no

match (ndo apresentam nenhuma identificagdo no UniGene), sequéncias preditas (correspondem a

ESTs, ORFs, clones de cDNA ou proteinas hipotéticas) ou genes conhecidos.

Tabela 6 — Ontologia dos genes diferencialmente expressos. Os genes foram classicados

segundo o Gene Ontology quanto as fungdes e processos da qual participam.

xxi

82

83

85

87

92

94



LISTA DE FIGURAS

Figural- Desenvolvimento ontogenético normal das cadeias globinicas - Na figura 1A
podemos observar a composicdo e a disposicdo génica dos cluster o e B. De acordo com a
composicdo dos clusters temos a formagdo de varios tipos de hemoglobinas: as de predominio
embrionario, as presentes no periodo fetal e as que encontramos durante toda a vida adulta. O
evento visualizado na figura 1B representa a troca sincronizada do predominio do tipo de

hemoglobina, fendmeno denominado “switiching” (WEATHEDRALL, 2001).

38

Figura2 - Representacio esquematica da fisiopatologia da talassemia f — As cadeias o
globinas livres precipitam no organismo danificando a parede de precursores eritrdides levando a
eritropoese ineficaz e diminuigdo da vida média da hemacia (parte direita da figura). Este evento
leva a produgdo de progenitores celulares, que ocasiona expansdo da medula dssea e aumento na
absor¢do de ferro. Em casos de anemia muito grave necessita-se de transfusdo, situacdo na qual
aumentam ainda mais os niveis de ferro no organismo e consequentemente sua absor¢do, levando a
clinicas relacionadas com as talassemias f que sdo geralmente a causa dos Obitos dos pacientes.
Em casos onde se observa aumento da produgdo de hemoglobina fetal (HbF) (lado esquerdo da

figura), o paciente apresenta um quadro clinico melhor (WEATHERALL et al., 2001).

Figura 3 - Diferentes mecanismos moleculares no cluster da beta globina que causam talassemia.........

Figura 4 — Gel desnaturante de agarose. As amostras de RNA foram submetidas a eletroforese

em gel desnaturante de agarose 1,2%, onde se observa as subunidades 18S e 28S do RNA

ribossomal. A presenga dessas subunidades ¢ indicativa do grau de integridade da amostra....ceeesseesseess

Figura 5— Sintese de DNA complementar (cDNA). A) Representacdo esquematica do RNA
mensageiro com cauda poli-A ligada a esfera magnética e sintese de DNA complementar dupla-
fita B) Representacdo esquematica da reacdo em cadeia polimerase para verificagdo da sintese do
cDNA, utilizando primers para os genes EFI e GAPDH C) Gel de agarose 1% para verificagdo da
sintese de cDNA: 1 - -A-Hind 2 — amplificacdo de 350pb do gene EF 3 — amplificacdo de 540pb do
gene GAPDH

Figura 6 — Digestdo com Nla 1II. A) Representagdo esquematica da digestdo enzimatica do
DNA complementar (cDNA) com Nla III B) Representacdo esquematica da reacdo em cadeia da
polimerase para verificacdo da digestdo com Nla 111, utilizando primers para os genes EF e
GAPDH C) Gel de agarose 1% para verificacdo da digestdo com Nla III: 1 — A-Hind 2 —
amplificagdo de 540pb do gene GAPDH em amostra de cDNA nao digerida com Nla III 3 — ap6s
a digestdo, o sitio reconhecido pelo primer do gene GAPDH ¢ perdido e por isso ndo ocorre

amplificacdo 4 —amplificacdo de 350pb do gene EF em amostra de cDNA ndo digerida com Nla

xxiii

41

43

60

62



I 5 — mesmo apos a digestdo o sitio reconhecido pelo primer do gene EF ¢ mantido e por isso

ocorre amplificacao de 350pb

Figura 7 — Ligacio aos adaptadores. A) Representacdo esquematica da ligacdo dos adaptadores
A ou B ao DNA complementar (¢cDNA) B) Representacdo esquematica da reagdo em cadeia da
polimerase para verificagdo da ligacdo dos adaptadores, utilizando primers antisense EF ¢ sense
DTP-1 ou DTP-2 C) Gel de agarose 1% para verificagdo da ligagdo dos adaptadores: 1 — A-Hind
2 — amplificagdo de 350pb utilizando-se os primers antisense EF e sense DTP-1 em amostra de
cDNA ligada ao adaptador A 3 — utilizando-se os primers antisense EF e sense DTP-1 em
amostra de cDNA ligada ao adaptador B ndo ocorre amplificagdo 4 - utilizando-se os primers
antisense EF e sense DTP-2 em amostra de cDNA ligada ao adaptador A nao ocorre amplificacdo
5 - amplificag@o de 350pb utilizando-se os primers antisense EF ¢ sense DTP-2 em amostra de

cDNA ligada ao adaptador B

Figura 8 — Formacao de fags — digestio com BsmF 1. A) Representagcdo esquematica da
digestdo do DNA complementar (cDNA) ligado aos adaptadores com a enzima BsmF I B)
Representacao esquematica da reagdo em cadeia da polimerase para verificagdo da digestdo do
cDNA, utilizando primers antisense EF e sense DTP-1 ou DTP-2 C) Gel de agarose 1% para
verificacdo da digestdo: 1 — amplificacdo de 350pb utilizando-se os primers antisense EF e sense
DTP-1 em amostra de cDNA ligada ao adaptador A, antes da digestdo 2 - amplificagdo de 350pb
utilizando-se os primers antisense EF e sense DTP-2 em amostra de cDNA ligada ao adaptador B,
antes da digestdo 3 — apos a digestdo, utilizando-se os primers antisense EF ¢ sense DTP-1 em
amostra de cDNA ligada ao adaptador A ndo ocorre amplificagdo 4- apos a digestao, utilizando-se

os primers antisense EF e sense DTP-2 em amostra de cDNA ligada ao adaptador B ndo ocorre

amplificagdo 5 - A-Hind

Figura 9 — Formacdo de ditags. Representacdo esquemadtica da reacdo de preenchimento de

extremidades com a enzima Klenow polimerase e posterior ligagdo das fags para formar difags.......eee...

Figura 10 — Amplificacio e isolamento de ditags. A) Representagdo esquemadtica da
amplificagdo das ditags pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) B) Gel de poliacrilamida 12%
para teste da concentragdo de ditags a ser usada na PCR em larga escala. Como molde foram
utilizados: 1 — agua DEPC (controle negativo da PCR) 2 — controle negativo da reagdo de ligacdo
5 — amostra de ditags na diluigdo 1:50 6 — amostra de ditags na diluicdo 1:100 7 — amostra de
ditags na diluigdo 1:200 8 — controle positivo I-SAGE; como marcadores de peso molecular foram

utilizados: 3 — Ladder 25pb 4 — Ladder 50pb C) Géis poliacrilamida 12%: 2 — 10 — produtos da

amplificacdo em larga escala das ditags e isolamento do fragmento de 100pb 1- Ladder 100pb..............

Figura 11 — Clivagem dos adaptadores. A) Representagdo esquematica da digestdo das ditags

com Nla 111 B) Géis de poliacrilamida 12%: 1 — Ladder 25pb 2 — 4 — fragmentos de 100pb,

XXV

63

64

66



correspondente a ditags nao digeridas; 60pb, resultantes de digestdo parcial; 40pb, correspondentes

aos adaptadores; e 26pb, correspondente as difags clivadas, que foram isoladas do gel.

Figura 12 - Formacgdo de concatimeros. A) Representacdo esquematica da ligacdo das ditags
para formagdo de concatdmeros B) Géis de poliacrilamida 8%: 3 — concatdmeros de tamanhos
variados e isolamento daqueles de tamnhos de 300 a 500pb, de 500 a 800pb ¢ de 800 a 1000pb; os
marcadores de peso molecular 1 — Ladder 100pb e 2 — A-Hind foram utilizados para orientar no

isolamento dos fragmentos

Figura 13 — Verificac¢do de clonagem. Gel de agarose 1% para verificagdo da clonagem: 1 — A-
Hind 2 — 16 — amplificagdes obtidas por reacdo em cadeia da polimerase utilizando primers M13

forward e reverse e como molde, coldnias resistentes ao antibidtico Zeocin™

Figura 14 — Sequenciamento automatico das bibliotecas. A) Representagdo esquematica de
uma placa de cultura para a proliferagdo de bactérias contendo insertos de diferentes tamanhos B)
Produtos da amplificag@o direta dos concatdmeros clonados no vetor pZero pela reagdo em cadeia
da polimerase (PCR), onde 1- marcador de peso molecular A-Hind 2 — 12 - fragmentos
amplificados C) eletroferogramas gerados pela andlise no MEGA BACE 1000 DNA Analysis
System, a partir da amplificagdo dos fragmentos de DNA pela PCR

Figura 16 — Temperatura de dissociacio do produto amplificado. Curva de dissociagdo do
produto amplificado do gene SRGN, gerada pelo programa 7500 Software v2.03 (Applied
Biosystems, USA).

Figura 17 — Curva padrio para a reacio de amplificagdo. Curva padrio do produto
amplificado do gene SRGN, gerada pelo programa 7500 Software v2.03 (Applied Biosystems,
USA). 88

Figura 18 — Comparacio de resultados obtidos por SAGE e por qRT-PCR. Representagio
grafica de 8 genes com expressao génica concordantes pelo método SAGE e pela reacdo em cadeia

da polimerase em tempo real, em amostras de cultura de células CD34" do paciente talassémico B

intermediario e maior, a partir da qual foi construida a biblioteca SAGE.

Figura 19 — Comparacio de resultados obtidos por SAGE e por qRT-PCR. Representacao
grafica de 6 genes com expressdo génica disconcordantes pelo método SAGE ¢ pela reagdo em

cadeia da polimerase em tempo real, em amostras de cultura de células CD34" do paciente

talassémico P intermediario e maior, a partir da qual foi construida a biblioteca SAGE.

Figura 20 - Anadlise de cluster dos genes diferencialmente expressos. Diagrama de cores:
branco, baixa expressdo; vermelho, alta expressdo. A intensidade das cores reflete a intensidade da

expressdo dos genes.

xxvii

69

70

72

73

86

89

90

91



SUMARIO

DEDICATORIA ..ottt iv
AGRADECIMENTOS ...ttt ettt ettt et e st et e ae e s e sse e st enseseeensesseeneensenns iX
RESUMO ...ttt ettt ettt et ettt et eebe s et e s e s st essesseessesseessenseeseessesseessensesssenseseeseensenns xi
ABSTRACT ...ttt ettt ettt ettt e st e e be s aeesbesseessesseesaessesseensanseessensessaensenseassensensennsans XV
LISTA DE ABREVIACOES .......ooiiiiieieieeeeeeeeeeeee e s snensenanaes Xix
LISTA DE TABELAS ..ottt ettt ettt ettt besteessesseesaenseesaessesseensensesssensansens XX1
SUMARIO ...t XXiX
INTRODUGAO ..ottt ee s s s eeeenana 35
CASUISTICA E ASPECTOS ETICOS .....ccourimrirreireiireeiseessesssessssessssssssessssssssessssssssssssnnes 51
2.1 Pacientes talasSEIMICOS [ ....cuierierrierierierieiieeieeieeieesieesteeseresaessseebeesseesseesssesssesnseenseenseensens 53
2.2 ASpectos EtiCOS da PESQUISA.......ceecvierierieiiieieeieeieereesieesttesreeteebeebe e seessaesesesnseenseensaensens 53
METODOS ...oovioiieaeitre s eeseessee s es sttt 55
1 - Culturas de células CD 34" hematopoéticas de Sangue PerifériCo .........ceerrrerrrrrerrerersrererineennns 57
1.1 Separagdo de células MONONUCICATES ........c.eevvveririiiiiiietieiiesee e ere e ere et sresre b e esseenneas 57
1.2 — Isolamento de células CD 34" de Sangue Periférico...........ovvmrrerereveveeeeeeereeeeeeeeeenenans 57
1.3 — Cultivo das células CD 347 ..........oooiuiiceeeeeceeeeecee e 57
R 0 1107011513 E I« (S 4 LU (o TSRS SPR 58
1.5 —EXtrac@o de RINA .....ooouiiiii e ettt e e et e ettt e e e eatr e e e e atbeeeesnabeeeeensrens 60
2- ANAliSe da EXPIESSAO ZENMICA .eeuveerrereriirerieerieeesiteesteesteesteessteeessseessteesseessseeessseesssessssasssssesssseens 61
2.1 — Serial Analysis of gene expression (SAGE) .......coovvviiiiiiiiiiiiceceece e 61
2.1.1 - Separagao do RNA mensageiro (IMRNA).......c.oooviiiiciiiciie ettt 61
2.1.2 - Sintese de DNA complementar (CDNA) .....cccviiiiieiciieciie ettt 61
2.1.3 - Digestao com NIa T ......cooiiiiiiiiiiiecie et e e ve e sre e e eaeeseraeeeneenns 62
2.1.4 - Ligaca0 0S8 adaptadOres.......cccuieiviieciieeiiieeiieesieeeteeesreesteeesireesreeessaeessreeesaeenssaeesaeenns 63

XXix



2.1.5 - Formagdo de tags — digestao com BSmF ©.........ccccoooivviiiiiiiiniicieece e 65

2.1.6 - FOrmagao de ditaZS .....eevvverierieeiieiierieesiiesie st et et eteesteeseaeseaeesseesseesseesseesssesnsesnseesseenses 66
2.1.7 - Clivagem dos adaptadOres .........c.eecvveriierienieriieieeieesieeseeseesreeseeseeseesseesssessseesseeseenses 68
2.1.8 - FOrmagao dOS CONCALAMEIOS .......cccuveeiurieeiriieeieeeetieeeteeeetreeeteeeeteeeereeeereeeseseeeseeessseseseeenns 69
2.1.9 - Clonagem em plasmideo pZERO® -1 ........cccccvieiiiiiiriieniienie e ettt sveeereesaeneas 70
2.1.10 - Transformagao de DACLETIAS .......ccueieviieiiiieiee ettt ettt e et e eeaeeeereeens 71
2.1.11 - Sequenciamento automatico das biblioteCas.........cvevrierverciieiieerieerieerre e 72
2.1.12 - ANALISE A€ SEQUENCIAS ....ccvveeereeerieiieieeiiestesereeereeseeseesseessaessseasseesseesseesseesssesssenssessseessens 73
2.1.13 - EXtracao € contagem de taZS ........ccvevveeruierrerrieriereesieesseesaessreesseesseesseesssesssessseessesssesssees 74
2.1.14 - Identificacao das tAZS ......cccueeeerireriieeiieeiieeeieeeriteesteeestreeebee e teeessseeestaeessseeessaeessseeessneenes 74
2.1.15 - Critérios para identificagao de tags diferencialmente eXpressas.........ccceeeveeevveercveeernveenns 74
2.1.16 - Perfil funcional doS tranSCIitos ........c.eeieeriiriiiiieieeieertee sttt 74
3 - PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR) ......covviiiiiiiiiiiiiieiie ettt 74
3.1 — Sintese de DNA complementar (CDINA).......coociiiiiiiiiiieeeeese ettt 74
3.2 — Principios da qRT-PCR........coiii ettt ettt s 75
3.3 — PAAIONIZAGCOES ...oocuveiieeiiee ettt e et e e et e e e e e tae e e e eaaeeeeetbeeeeeeareeeeetreeeeenreas 76
3.3.1 - DeSENhO dOS PIIIMETS .....eeiuiiiuiiiiiieiiteieerteesite st ete et ettt et e st esatesaeeenteebeesbeesbeesaeesaeeenseens 76
3.3.2 - Concentragao dE PIIIMICT .......cccuuieeeuieerireeerieeetteeeiteeeteeesereeesseeessseesresessseessseeessseesssesensseessses 76
3.3.3 - EfiCIENCIA dC TCAGAD ... ..iiiuviieiiieetie et eetee ettt e et e et e e etve e eteeeetveeevee e aseesareeeeseeseseeensseeannes 77
3.3.4 - Especificidade da r@AGA0 ........cccvireiieiiieiierie ettt ettt e et stee s esaaesnneens 77
I NS 1670 1< SRR 77
3.5 — ANALISE dOS AAAOS ...c.veeuiiiieiiiiiei ettt st 78
RESULTADOS ... ettt ettt ettt ettt sttt et et e e et e et e st es e e e e eseeme e st enteseeseeneesseeneensesseansens 79
1 — BIbLiOteCAS SAGE ..ccuiiiiiiiieiiee ettt sttt st st sttt sttt st e s ae e s aaesaeesaes 81
1.1 - Biblioteca SAGE INTERMEDIARIA ..........o.cooiimiiieieeeeeeeeeeeseeeee e 81
1.2 - Biblioteca SAGE MAITOR ......c.ooiie ettt 82

XXXi



2- Validagao dos resultados de SAGE por qRT-PCR.........ccoooviiiiiiiiiieeeeee e 83

2.1 - Sintese de DNA complementar (CDNA)........ccoieiiieeiiiiiieieiestesre e ere e esreesreeseneseveenneens 83
2.2 - Padronizagdes da qRT-PCR ..........cccooviiiiiiiiice ettt re et 84
2.3 - REAGOES. ..o eieie e ettt ettt e e et e e et e e e et a e e e eeta e e e e ta e e e eabaaeeeattaeeeeaataaeeeantreeeeantaaeeanes 88
3 - Expressdo génica diferencial: INT X MAIOR.....c..ccceiiiiriiiniinierneeee e 90
DISCUSSAD. ...ttt 96
CONCLUSAOQ ...ttt ettt e s 104
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....ooumiiimreirreineeiseessesssessssessssssssssssss st sssssssesssnns 109
ANEXOS . ettt ettt ettt et e et e b ettt bt e n e et e eh e et e heen e et e e st e seeneenteteeneenbenseennenes 117

xxxiii



INTRODUCAO




Talassemias

O termo hemoglobina foi descrito pela primeira vez em 1674 como sendo um
pigmento de eritrocitos que apresenta a propriedade de se ligar & molécula de oxigénio. A
molécula de hemoglobina é constituida de 4 sub-unidades, cada uma contendo um grupo
heme, um derivado porfirinico contendo radical F&™, ligado a uma cadeia globinica
(STEINBERG et al., 2001).

Nos pulmdes onde a pressdo de oxigénio (pO,) ¢ alta, cada molécula de hemoglobina
se combina com 4 moléculas de O, sendo uma molécula de O, para cada grupo heme,
formando a oxihemoglobina. Esta combinacgao ¢ reversivel e o O, transportado ¢ transferido
para os tecidos, onde a pO; ¢ baixa. A combinagao de hemoglobina com CO, normalmente
produzidos nos tecidos também ¢ reversivel e constitui a carboxihemoglobina. Este evento
de ligacdo com O, e/ou CO; ocorre em células especificas denominadas hemaécias,
eritrocitos ou globulos vermelhos (HOFFMAN et al., 1991).

Os genes das globinas localizam-se em 2 grupamentos (cluster): agrupamento o, com
aproximadamente 30kb de DNA localizados no cromossomo 16 e agrupamento [, com
aproximadamente 50kb de DNA localizados no cromossomo 11. A disposi¢do génica
nestes agrupamentos apresenta grande importancia na transcri¢do génica, como podem ser

visualizados na Figura 1:
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Figura 1 -

Desenvolvimento ontogenético normal das cadeias globinicas - Na figura
1A podemos observar a composicao e a disposi¢ao génica dos cluster a e f3.
De acordo com a composi¢ao dos clusters temos a formagdo de varios tipos
de hemoglobinas: as de predominio embriondrio, as presentes no periodo
fetal e as que encontramos durante toda a vida adulta. O evento visualizado
na figura 1B representa a troca sincronizada do predominio do tipo de
hemoglobina, fendmeno denominado “switiching” (WEATHEDRALL et al.,
2001).
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Alteragdes hereditarias na molécula de hemoglobina causam doengas denominadas
hemoglobinopatias, que podem ser classificadas em: hemoglobinopatias estruturais, nas
quais ocorrem mutagdes em genes de cadeias globinicas resultando na producdo de
proteinas anomalas ou talassemias, nas quais ha reducdo ou auséncia de sintese de um ou
mais tipos de cadeias globinicas.

As talassemias compreendem um grupo heterogéneo de doencas hereditdrias
caracterizadas pela reducdo no ritmo de sintese de uma ou mais cadeias polipeptidicas da
hemoglobina. Esta anormalidade, de natureza complexa, ocasiona a supressdo total ou
parcial da producdo de cadeias o nas o-talassemias e de cadeias  nas [-talassemias
(THEIN et al., 1998), que sdo as mais conhecidas pela frequéncia e manifistacdes clinicas
de consideravel importincia nos portadores, ja que as cadeias a e f formam a hemoglobina
A (BUNN e FORGET, 1986; HIGGS, 1993).

Dai advém a hemoglobinizagdo deficiente e, consequentemente, microcitose e
hipocromia caracteristicas dessas sindromes. Além disso, a sintese de cadeias ndo afetada
permanece inalterada provocando aciimulo e formacgdo de agregados instaveis das cadeias
ndo pareadas. A precipitagdo desses agregados provoca numerosos efeitos deletérios sobre
a hemacia ou seus precursores (HOFFMAN et al., 1991; STEINBERG, 2001). Sao essas
lesdes as responsaveis pela destruicdo prematura dos eritroblastos na medula o6ssea,
caracterizando a eritropoese ineficaz comum a essas sindromes, e também pela reduzida
sobrevida dos eritrocitos na circulagdo, determinante do quadro hemolitico comum a essas
sindromes (BANK, 1978; WEATHERALL et al., 1972).

As B-talassemias sao decorrentes de um grupo de alteragdes moleculares causadas por
reducdo parcial ou completa da sintese de um ou mais cadeias de globina B, levando a uma
menor produ¢do de hemoglobina, originando dessa forma anemia de graus variados.
Mutagdes no gene da globina  em heterozigose levam, com raras excegdes, a uma anemia
leve e assintomatica, denominada [-talassemia menor. Mutagdes em homozigose,
dependendo do grau de impedimento da sintese de globina, podem provocar anemia
sintomdtica moderada (P-talassemia intermedidria), que pode exigir transfusdes de
eritrocitos apenas esporadicamente ou formas graves (B-talassemia maior), que sdo
sintomaticas e exigem regime transfusional mensal, na maioria dos casos. Muta¢des no

gene da globina B que suprimem totalmente a sintese sdo chamadas de Beta Zero (B°).
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Mutacdes em que existe alguma sintese de cadeia de globina § sdo chamadas de Beta Mais
(B") (THEIN, 1998).

Entretanto, a sintese normal de globinas o em pacientes com talassemia 3 resulta em
desequilibrio na sintese de cadeias globinicas. As cadeias de globina a livres sdo
extremamente instdveis e precipitam formando corpos de inclusdo. Estas inclusdes de
cadeias o s3o responsaveis pela destrui¢do intramedular de precursores de eritrdcitos
denominada de eritropoese ineficaz, que caracterizam as talassemias J3
(WICKRAMASINGLE e HUGHES, 1980).

Os produtos da degradagdo das cadeias o em excesso, que sdo globina, heme, hemina
(forma oxidada do heme) e ferro livre, provavelmente sao responsaveis por grande parte
dos danos & membrana de eritrocitos nestas sindromes. Células vermelhas de individuos
portadores de talassemia B apresentam redu¢do em sua vida-média, que sdo o reflexo das

multiplas lesdes causadas pelo excesso de cadeias a (Figura 2).

Introdugdo
40



- —— [

Desnaturagio
HbF Degradagio

Destruigdo
i Hemolise ﬂ—’ ;} de precursores
| eritroides
Aumento dos i *
niveis de HbF

nas hemacias Eritropoese
Esplenomegalia ——— inéficaz
v
Alta afinidade a4 O, v
Anemia

pelas hemacias
Transfusdo

‘———b Eritropoetina

* Hipoxia
Expansio da '—’

Medula Ossea
| | Acumulo de
J > Ferro
* Aumentos
Absorgdo de Ferro '—L'
Deformidades esqueléticas Deficiéncias endécrinas

Cirrose Hepatica
Insuficiéncia cardiaca

Figura2 -  Esquema sobre a fisiopatologia da talassemia  — As cadeias a globinas
livres precipitam no organismo danificando a parede de precursores
eritroides levando a eritropoese ineficaz e diminui¢do da vida média da
heméacia (parte direita da figura). Este evento leva a producdo de
progenitores celulares, que ocasiona expansao da medula 6ssea e aumento na
absorcdo de ferro. Em casos de anemia muito grave necessita-se de
transfusdo, situa¢do na qual aumentam ainda mais os niveis de ferro no
organismo e consequentemente sua absorcdo, levando a clinicas relacionadas
com as talassemias B que sdo geralmente a causa dos Obitos dos pacientes.
Em casos onde se observa aumento da producdo de hemoglobina fetal (HbF)
(lado esquerdo da figura), o paciente apresenta um quadro clinico melhor

(WEATHERALL et al., 2001).

Formas clinicas da talassemia beta

O diagnostico da talassemia P € realizado a partir de dados clinicos, laboratoriais e
moleculares. E embasado fundamentalmente na gravidade da anemia que se apresenta
microcitica e hipocrdmica nas trés formas de talassemias : menor, intermediaria e maior

(CAO et al., 1997).

Introdugdo
41



Talassemia p menor: também denominado traco talassémico, sdo heterozigotos
clinicamente assintomaticos e habitualmente ndo necessitam de tratamento apesar de
apresentar microcitose, hipocromia e niveis de hemoglobina normal ou discretamente
diminuidos. Embora o defeito possa ser detectado por exames laboratoriais especificos, ¢

frequentemente confundida com anemia por caréncia de ferro (ZAGO, 2004).

Talassemia P intermediaria: essa denominacdo reserva-se para casos sintomaticos
que espontaneamente mantém niveis de hemoglobina de 6-9 g/dL, que ndo dependem de

transfusodes regulares (ZAGO, 2004).

Talassemia B maior: ¢ resultante de homozigose ou heterozigose composta para as
mutagdes nos genes da globina B3, e corresponde a forma mais grave da doenga, dependente
de transfusdo, com quadro clinico composto de anemia intensa, esplenomegalia,
deformidades Osseas e graves alteragdes no crescimento, no desenvolvimento e na
reproducdo. As manifestagdes surgem durante o primeiro ano de vida com menor aumento
de peso, episodios de febre, diarréia, apatia, irritabilidade e palidez (WEATHERALL e
CLEGG, 1981). A maioria dos pacientes necessita de transfusdes regulares, a cada 3 ou 4
semanas, seguidas de um regime de quelagdo do excesso de ferro. Este regime de
transfusdo/quelacdo deve ser iniciado o mais precocemente possivel, para evitar
deformidades 6sseas e danos ao pancreas, figado, miocardio de outros 6rgaos (CAPELLINI
e COMINO, 2000).

No passado, o quadro de talassemia maior era um reflexo direto da falta de um
regime transfusional regular, como também de uma quelagdo regular do excesso de ferro.
Na auséncia de tratamento, o quadro clinico se agrava progressivamente € a morte ocorre
geralmente na primeira década de vida. H4 anemia intensa (Hb < 6,0g/dL), esplenomegalia
volumosa, atraso do crescimento, reducdo da massa muscular ¢ alteracdes craniofaciais
caracteristicas (CAPELLINI e COMINO, 2000).

A diferenciagdo entre talassemia maior e intermediaria ¢ fundamental na pratica
clinica, pois define o tipo de tratamento que o paciente recebera. No entanto, essa distin¢ao
nem sempre ¢ facil, uma vez que o quadro clinico pode ser resultante de um grande numero

de combinagdes moleculares (WEATHERALL, 1990).
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Bases moleculares da talassemia 3

Os genes responsaveis pela sintese de cadeias da globina B e similares estdo
organizados num agrupamento ou cluster, localizado no brago curto do cromossomo 11 que
contém 5 genes funcionais (5" -e-y-y*-@B-8-B- 3’), organizados na ordem de suas
expressoes durante o desenvolvimento do embrido e feto (THEIN, 1998).

Mais de 200 alelos da talassemia 3 foram caracterizados. Destes, 125 representam
mutagdes pontuais em regides funcionalmente importantes do gene, causadas por uma
variedade de mecanismos (Figura 3) ou em sequéncias flanqueadoras do gene (THEIN,

1998).

3'UTR

intron1 intron 2

@ P Mutaciesque afetam o inicio da transcricdo
. Mutacdesque afetam o splicing
. Mutac¢Gesno sinal de poliadenilagio
MutacSesque afetam o inicio da tradugdo
Mutacdes Nonsense
Mula glies Frameshift

o= Mutac¢Sesno cédon de terminacdo

adaptado de 40, 2002

it ©

Figura 3 - Diferentes mecanismos moleculares no cluster da beta globina que causam

talassemia.

Mutagdes nas regides reguladoras (CAT box e TATA box) que antecedem aos genes,
diminuem a eficiéncia da transcricdo do RNA mensageiro (RNAm) por diminuirem a
ligagdo a fatores de transcrionais, originando assim talassemias do tipo .

Mutag¢des no sinal de poliadenilagdo dificultam a adi¢do da cauda poli A ao RNAm.

Esses transcritos sdo instaveis, mas a maior parte dos transcritos produzidos sdo normais.
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Essas mutacdes geralmente levam a um fenétipo de talassemia B~ leve (FORGET et al.,
2001; THEIN, 1998).

Aproximadamente a metade dos alelos beta talassémicos produz talassemias (°.
Muitos sdo frameshifts, ou seja, alteragdo na regido codificante do gene beta. Essas
mutacoes destroem a leitura normal e interferem na tradu¢do do RNAm pela introdugao de
um codon de terminagdo prematura. Outras sdo mutacdes chamadas nonsense, isto €,
substitui¢do de bases que causam o aparecimento de um cddon de terminagdo prematuro na
produgdo de proteina, formando um polipeptideo nao funcional, como € o caso da troca de
C—T no cédon 39 da beta globina originando hemoglobinas muito instdveis e que sao
rapidamente degradadas, originando o fendtipo de talassemia P°. Cadeias globinicas
truncadas podem ser produzidas como resultado de tais mutacdes, mas elas ndo sdo
usualmente detectadas, presumivelmente porque sdo muito instdveis e rapidamente
degradadas, originando fenotipo de talassemia p° (THEIN, 1998; FORGET et al., 2001).

As mutacdes que afetam o processamento do RNA talvez sejam as de maior interesse
funcional. O RNA inicialmente transcrito contém éxons e introns. A perda dos introns ¢
essencial para formar um RNA funcional. Mutagdes nas unides €xon-intron (ou proximas a
elas) impedem ou dificultam a retirada do intron, originando talassemia B’ ou P,
respectivamente. De fato, a andlise desses genes [ talassémicos tem proporcionado
minuciosa reflexdo acerca das sequéncias de RNA requeridas para um splicing de RNA
especifico e eficiente. Mutagdes que afetam os invaridveis dinucleotideos GT na
extremidade 5° (doadora) e na AG na extremidade 3” (receptora), suprimem o splicing
normal e produzem talassemia do tipo P’, onde nenhum RNA ¢ encontrado. Como
exemplo, podemos citar a mutacdo mediterranea IVS-I-1 resultante da troca G—A no
primeiro nucleotideo do primeiro intron que impede o processamento do RNA para retirar o
intron, impedindo a sintese de cadeias f (ZAGO, 2004; FORGET et al., 2001).

Ao lado desses invaridveis dinucleotideos existem sequéncias que estdo bem
conservadas e uma certa leitura consensual pode ser reconhecida. Mutagdes que ocorrem
nessas sequéncias reduzem a eficacia do splicing em véarios graus e produzem fendtipos de
talassemia que variam de leves a graves. Por exemplo, a mutagdo na posi¢ao 5 do intron |
(IVS-I-5, G—C, T ou A) produz uma talassemia B’ grave, enquanto que a substituicdo

T—C no nucleotideo seguinte, IVS-I posi¢io 6, produz uma talassemia P leve
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(TREISMAN et al., 1983). Esta ultima ¢ geralmente citada como a forma portuguesa de
talassemia (TAMAGNINI er al, 1983) e faz parte da maioria das mutacdes leves
encontradas em talassémicos do Mediterraneo (THEIN, 1998). Os individuos homozigotos
IVS-1-6/IVS-I-6, em geral, tem quadro clinico, ou expressao fenotipica, compativel com a
talassemia intermediaria (COSTA et al., 1991).

Algumas mutagdes no intron ou na regido codificante podem trazer um efeito inverso,
criando um sitio alternativo de splicing. Cada molécula de RNA podera entdo ser
processada pela via normal (RNAm funcional) ou alternativamente pela via andémala
(RNAm néo funcional). Estas mutacdes sdo causadoras de talassemia B*, e a quantidade de
cadeias B produzidas dependera da propor¢dao de moléculas de RNAm processadas pela via
normal.

Um exemplo desse tipo de mutacdo ¢ a substituicdo de A—G na posi¢ao 110 do
intron 1, que produz uma forma grave de talassemia B, pois apenas 10-20% do RNAm sdo
processados pela via normal. Essa muta¢do é uma das maiores causas de talassemia B’ no

Mediterraneo (ZAGO, 2004; FORGET et al., 2001).

Talassemia  Intermediaria

Uma forma de talassemia B ¢ clinicamente definida como intermediaria, quando se
revela como uma anemia cronica moderada com niveis de hemoglobina entre 6 e 9g/dL,
que se mantém espontaneamente sem necessidade transfusional continua e na presencga de
esplenomegalia. Geralmente, o inicio dos sintomas ¢ o reconhecimento da anemia ocorrem
mais tardiamente, em geral, apds o segundo ano de vida (WEATHERALL, 1990). Portanto,
a definicdo de talassemia intermediaria subentende um diagnostico clinico que envolve um
amplo espectro de fenodtipos em dois extremos, em que se distingue desde formas leves até
formas graves. Formas leves podem permanecer assintomaticas ¢ bem toleradas até a idade
adulta, geralmente, se apresentam com marcada hepatoesplenomegalia e sinais de
hiperesplenismo (HO et al., 1998).

Entre os dois extremos da talassemia intermediaria coloca-se um espectro de quadros
clinicos de gravidade variavel, que parecem depender basicamente de um mecanismo
principal que € a eritropoese ineficaz, que por sua vez, ¢ fruto do desequilibrio da sintese de

globinas a e B (HO et al., 1998).
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Baseado nesse presuposto fisiopatoldogico ha uma tendéncia imediata em se pensar
que um fendtipo intermedidrio seja ligado a varios genoétipos talassémicos. Nos ultimos
anos, com aquisi¢do de conhecimentos moleculares, foram feitas varias tentativas de
relacionar manifestagdes clinicas com mutagdes e outros arranjos moleculares que
pudessem, de alguma forma, traduzirem-se na expressdo do fenétipo (HO ez al., 1998). E o
caso de certas mutagdes leves no gene P globinico (B ou ™) que se caracterizam por uma
menor reducdo na sintese de globina B levando, consequentemente, a uma menor
quantidade de cadeias a livres. Os exemplos com maior frequéncia estdo relacionados com
quadros de talassemia intermediaria sdo as mutagdes -101 (C—T), -87 (C—T), -88 (C—T),
-29 (A—G) e aIVS-1-6 (T—C) (FORGET, 2001).

A caracterizagdo clinico-laboratorial da talassemia [ intermediaria ¢ frequentemente
dificultada pela grande variabilidade de sintomologia e dos dados hematologicos dos
pacientes. A correlagdo entre a apresentacao clinica e as mutagdes tem sido uma dificuldade
para varios pesquisadores (CAO et al., 1994). Por outro lado, a talassemia intermediaria ¢
uma forma clinica de menor gravidade que a talassemia maior, que resulta geralmente da
combinac¢do dos seguintes defeitos genéticos:

e Homozigose para genes B talassémicos de menor gravidade (como IVS-I-6);

e Combinagio do gene P talassémico grave com talassemia B’ particularmente
benigna (como P talassemia “silenciosa”);

e Associacio de 5P com B’ talassemia;

e Presenca de um defeito adicional que reduz o excesso de cadeias a (como a co-
heranca de talassemia o) ou que aumenta a producao de cadeias y (PHHF);

e Heterozigose para o gene talassémico [ particularmente grave. Em geral, o
heterozigoto [ talassémico ¢ assintomdtico, mas raramente o defeito ¢
suficientemente grave para determinar manifestagdes clinicas;

e Heterozigose para gene talassémico f com genes o extras;

e Talassemia f dominante (variantes de cadeia [ hiperinstavel).

Zago (2004), Thein (2005) e outros observaram consideravel variagdo nos fenotipos

clinicos resultantes dessas interagcdes moleculares.
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Fisiopatologia da talassemia B intermediaria

As complicacdes clinicas da talassemia intermedidria sdo decorrentes de trés
processos prinicipais: eritropoese ineficaz, anemia cronica e sobrecarga de ferro. A
gravidade clinica depende primariamente do defeito molecular no gene . A diminuigdo da
sintese de cadeia P leva a um desequilibrio com as cadeias a. Excessos de cadeias a sdo
extremamente instdveis e precipitam nos precursores eritroides da medula 6ssea, formando
corpos de inclusdo, que causam danos a membrana e morte celular, levando a eritropoese
ineficaz (OLIVIERI, 1999). E importante enfatizar, que, quanto menor for o desequilibrio
da sintese das globinas, menor serd a taxa de globinas a livres que precipitam dentro da
hemacia e, consequentemente, menor serd a taxa de eritropoese ineficaz, o grau de anemia e
suas complicagdes clinicas (CAPPELLINI e COMINO, 2000). A eritropoese leva a uma tal
expansao medular, que ocupa a matriz dssea e provoca osteoporose ¢ deformidades dsseas.
O estresse eritropoético a que a medula ¢ constantemente imposta pode determinar
compressao por massas eritropoéticas em varios locais, prevalentemente intravertebrais,
mas também no figado ou intra-raqueanas (CAMASHELLA e CAPPELLINI, 1995). O
nivel de eritropoese ineficaz ¢ o determinante primario no desenvolvimento da anemia,
levando a um aumento da absor¢ao gastro-intestinal de ferro, resultando em sobrecarga de
ferro, que pode ser a causa de varias complicagdes sérias, incluindo cardiopatia e
anormaliadades enddcrinas, tais como diabetes mélito e hipogonadismo (TAHER et al.,

2006).

Fatores moduladores de gravidade na talassemia 8

A notavel diversidade fenotipica das talasemias [ € prototipo de como o amplo
espectro da gravidade da doenga pode ser gerado, e estd diretamente relacionada ao
desequilibrio na producdo das cadeias a e . Muitas das variacdes podem ser explicadas
pelo heterogeneidade das lesdes moleculares que afetam o gene da globina B3, € que podem
ser influenciadas por outros determinantes genéticos ligados ou ndo aos genes globinicos
(THEIN, 2004).

A capacidade de predizer o fen6tipo a partir do gendtipo tem importantes implicagdes
clinicas, na triagem de portadores de talassemia P, no aconselhamento genético e

diagndstico pré-natal, e no planejamento de um regime de tratamento apropriado. A andlise
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do gendtipo torna-se importante para se estabelecer o diagndstico precoce de uma
talassemia B" leve. O conhecimento da diversidade fenotipica da talassemia p tem avangado
com andlises das bases moleculares das formas de talassemia [ e andlises da relacdo
genotipo/fenotipo na talassemia intermediaria (THEIN, 2004). Entretanto, predizer fenoétipo
pelo gendtipo na talassemia intermediaria ¢ ainda dificil devido a fatores moduladores
genéticos e ambientais (WEATHERALL, 2001).

Os modificadores genéticos primarios sdo os diferentes alelos de talassemia 3 que
causam completa ou marcada reducdo na sintese de cadeias B. Modificadores secundarios
sdo aqueles que tém um efeito direto no excedente de cadeias a, tais como: gendtipo o
globinico e determinantes genéticos que aumentam a producdo de cadeias y. Modificadores
tercidrios sdo polimorfismos que ocorrem fora do cluster o e B, que envolvem osso, ferro,
metabolismo da bilirrubina, entre outros e que podem influenciar na expressao clinica da
doenga. Os fatores ambientais incluem: condi¢des sociais, nutri¢do ¢ a disponibilidade de
cuidados médicos (THEIN, 2004; FORGET et al., 2001; CAO, 2002; TAHER et al., 2006,
GALANELLO e CAO, 1998).

Mutacio f talassémica

Com excecdo de poucas delegdes, a grande maioria das talasssemias ¢ causada por
mutagdes de ponto no gene ou em suas regides flanqueadoras, e podem afetar qualquer
nivel de regulacdo génica (THEIN, 2004). O fator genotipico mais consistente que pode ser
usado na predicdo do fendtipo € o tipo de alelo B talass€émico (HO et al., 1998;

WEATHERALL, 2001; CAO, 2002; THEIN, 2005).

Método da analise seriada da expressiao génica (SAGE)

O método SAGE, descrito por VELCULESCU et al. (1995), ¢ baseado nos quatro
principios apresentados a seguir.

A obtengdo de pequenas sequéncias de DNA complementar (cDNA), denominadas
tags, com 9 a 21 pares de bases de uma regido definida e especifica de cada um do total de
genes expressos no tipo celular avaliado.

A ligagao das tags entre si, formando uma longa molécula, denominada concatamero,

que ¢ clonada e sequenciada possibilitando, assim, a identificagdo de cada uma e suas tags
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como pertencentes a genes previamente descritos em bancos de dados, bem como a sua
caracteriza¢do como pertencentes a genes ainda ndo descritos, denominados no matchs.

A quantificagdo da expressdo dos genes, avaliada por meio do numero de vezes que
uma determinada tag € encontrada em um tipo celular obtido do caso a ser investigado
comparado ao nimero de vezes em que ¢ encontrado no mesmo tipo celular do controle.
Assim, se um numero significativamente maior de rags for observado em células do
paciente em comparacdo ao nimero obtido em células do controle, ¢ dito que o gene por ela
representado tem expressdo aumentada na doenca. Se o numero de tags for
significativamente menor no paciente do que no encontrado no controle, ¢ dito que o gene
por ela representado tem expressao diminuida na doenga. Ainda, tem expressdao normal na
doenca o gene que apresentar um numero de tags similar ao encontrado no controle. A
identificacdo, a quantificagdo e a analise comparativa da expressao dos diferentes genes nos
tipos celulares avaliados, anormais e normais, s3o realizadas por sistemas
computadorizados proprios.

E, finalmente, para que os resultados da expressdo génica obtida no SAGE sejam
aceitos como verdadeiros, a confirmagdo ou validagdo por outro método ¢ necessaria. Para
tal, a expressdao de um grupo de genes escolhidos aleatoriamente ¢ também quantificada em
células anormais e normais por qRT-PCR, método considerado como “gold standard” para

a quantificagdo da expressao génica.

Objetivo

Analisar a expressao génica global de pacientes talass€émicos homozigotos para a
mutagdo Cd 39 (C — T) com evolugdes clinicas distintas (maior e intermedidria) pelo
método da andlise seriada da expressdo génica (SAGE), buscando identificar genes
diferencialmente expressos que possam estar relacionados ao fenétipo diferenciado entre os

dois pacientes.
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CASUISTICA E
ASPECTOS ETICOS




2.1 Pacientes talassémicos 8

Para a construgdo da biblioteca SAGE de talassemia f intermediaria, foi selecionado
um paciente atendido no ambulatério do Hemocentro da UNICAMP, diagnosticado como 3
talass€émico no primeiro ano de vida, portador da mutagdo Cd 39. Esse paciente ndo ¢
dependente de transfusdo. A amostra foi obtida na ocasido da coleta para exames de rotina e
ndo fazia uso de medicamentos hé4 pelo menos 2 meses.

Para a constru¢do da biblioteca SAGE de talassemia B maior, foi selecionado um
paciente portador da mesma mutag¢do Cd 39, diagnoticado como talassémico 3 no primeiro
ano de vida, atendido no ambulatério do Hemocentro da UNICAMP e com dependéncia
transfusional a cada 15 dias. A amostra foi obtida na ocasido da coleta para exames de
rotina e antes do procedimento de transfusdo de sangue.

Polimorfismos associados aos genes das globinas alfa e gama, bem como a existéncia

de outros fatores associados foram avaliados, ndo mostrando diferenca.

2.2 Aspectos éticos da Pesquisa
Este estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias
Médicas da UNICAMP (CEP) e & Comissio Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).
Aprovado pelo CEP em 16 de margo de 2004 durante a III Reunido Ordinaria de CEP/FCM
(registro CEP: 612/2003).
Todos os individuos foram informados sobre os procedimentos da coleta e seus riscos
e assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para a autorizacdo da

mesma.
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METODOS




1 - Culturas de células CD 34" hematopoéticas de sangue periférico
1.1 Separacio de células mononucleares
Amostras de sangue periférico dos pacientes beta-talassémicos foram coletadas em tudo
contendo heparina litica e processadas imediatamente apds a coleta. As amostras foram diluidas
1:2 em solugdo PBS+ACD+BSA e em seguida colocadas em gradiente de Ficoll-Paque
(Amersham Bioscience, Uppala Sweden) por 30min a 317g em temperatura ambiente. A camada
formada na interface (buffy coat) foi coletada e as células lavadas em PBS+ACD+BSA. Em
seguida, as células foram lisadas em tampdo de lise para hemécias por 15min em gelo e
centrifugadas por Smin a 361g. Novamente as cé¢lulas foram lavadas em PBS e ressuspendidas

para contagem em camara de Neubauer.

1.2 — Isolamento de células CD 34" de sangue periférico

ApoOs a contagem das cé€lulas, estas foram incubadas em FcR Blocking Reagent e Hapten-
Antibody por 15min e ap6s lavagem, incubadas com Anti-Hapten MicroBeads, segundo as
orientagdes do fabricante (Miltenyi Biotec GmbH, Bergish Gladbach, Germany). Apds o tempo
de incubagdo, as células foram passadas por uma coluna magnética LS (Miltenyi Biotec GmbH,
Bergish Gladbach, Germany) fixada em um suporte magnético. As células de interesse para o
nosso estudo ficaram presas a coluna, enquanto as contaminantes (monocitos e linfécitos) foram
coletadas em tubo falcon. Em seguida, a coluna foi retirada do suporte magnético e uma leve
pressdo foi realizada através de um émbolo para fazer com que as células CD 34" se soltassem da
coluna e pudessem ser coletadas em um novo tubo. As células CD 34" foram entdo lavadas com
PBS+ACD+BSA por 10min a 203g e ressuspensas em 1mL de PBS+ACD-+BSA para contagem
em cAmara de Neubauer. 1.10* células de CD 34" dos pacientes beta-talassémicos foram marcada
com fluoréforo RPE (anti-mouse imunoglobulins RPE, Rabbit F (ab’) 2) para citometria de
fluxo, para verificar a pureza das células obtidas. Laminas de citospin coradas com Leishman
foram preparadas para verificacdo da morfologia celular. A viabilidade celular foi analisada por

meio da técnica de azul de trypan, sendo superior a 98% em todos os pontos coletados.

1.3 — Cultivo das células CD 34"
As células CD 34" foram cultivadas em metil celulose Methocult™ H-4230 (Stem Cell

Technologies Inc., Vancouver, British Columbia, Canadd). Para cada 1 mL de metil celulose
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foram cultivadas 3.10% células de CD 34", acrescidas de 50ng de Stem Cell factor (SCF; R&D
Systems, Inc., Minneapolis, MN), 3 unidades de eritropoetina (Epo; Vetter Pharma Fertigung
GmbH, Ravensburg, Alemanha) e 30 UI de interleucina 3 (IL-3; Pepro Tech México, S.A. de
C.V.). A metil celulose foi pipetada em placa de 6 pogos na concentracdo de ImL por poco em
atmosfera imida no interior da placa. A placa foi incubada por 7 dias em estufa de CO, — 5% a
37°C (Fase I). Apds sete dias, as colonias formadas por unidades formadoras de colonias
eritroides (CFU-E) e proeritroblastos foram coletadas, lavadas, ressuspendidas em meio
Minimum Essential Médium Alpha (Alpha MEM, GIBCO™ Grand Island, N.Y., USA) e
contadas em cdmara de Neubauer. Nesse momento foram coletadas células para extragdo de
RNA total, citometria de fluxo e citospin. O restante das células foi colocado novamente em
cultivo, agora em fase liquida, tendo como base o meio Alpha MEM (Fase II). Na Fase II,
utilizamos 30% de soro fetal bovino (SFB), 8% de albumina sérica bovina (BSA), 300mg/mL de
holotransferrina humana (Calbiochem, USA), 10°M de B-mercaptoetanol (Sigma Chemical CO,
St. Louis, USA) e 2 unidades de Epo. As células foram cultivadas novamente em 5% CO, a 37°C
(CROISILLE et al., 1999).

Além do dia 10, foram coletadas células no dia 7 e 13 da Fase II para extragdo de RNA
total. A diferenciacdo eritroide foi acompanhada por citometria de fluxo e morfologia por
citospin corado com Leishman. A viabilidade celular da Fase I e II foi analisada por meio da

técnica de azul de trypan.

1.4 - Citometria de fluxo

A técnica de citometria de fluxo consiste no reconhecimento de proteinas in situ, com um
anticorpo marcado com um fluorocromo, comumente ficoeritrina (PE) ou fluoresceina
isotiocianato (FITC). Estes fluorocromos ao serem estimulados por um feixe de laser emitem um
foton que ¢ captado por sensores no aparelho. O citdmetro de fluxo faz andlises qualitativas
(quantas células expressam esse produto) e quantitativas (quanto de certo produto ¢ expresso por
célula) da mesma amostra (OWENS et al., 1995).

O processo de diferenciacdo eritroide foi acompanhado através da técnica de citometria de
fluxo utilizando os seguintes anticorpos de superficie celular (Caltag Laboratories, Burlingame,

CA):
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e Anti-receptor de Transferrina — CD 71 (conjugado com FITC): marcador de células
eritrdides jovens;
¢ Anti-glicoforina A (conjugado com PE): marcador de células eritréides maduras.

Como controle negativo, foi utilizado um isotipo controle ndo relacionado (IgG, Caltag
Laboratories, Burlingame, CA).

Foi utilizado um anticorpo de marcagdo citoplasmatica: Anti-hemoglobina fetal (conjugado
com FITC) para acompanhar a producdo de hemoglobina fetal durante o processo de
diferenciagdo celular. Antes da marcagdo com o anticorpo Anti-hemoglobina fetal foi realizada a
permeabilizacdo das membranas citoplasmaticas das células eritroides com o Kit Fix & Perm
(Caltag Laboratories, Burlingame, CA) e em seguida marcagao com anticorpo.

Outros anticorpos de marcagdo de superficie celular (Dako Cytomation Denmark A/S,
Denmark) foram utilizados para verificar a presenca de contaminag¢do por outras linhagens
celulares (mieloide e linfoide) durante a diferenciacao, sao eles:

e Anti-CD 3: anti linfocito T (clone UCHT1);

e Anti-CD 19: anti linfécito B (clone HD37);

e Anti-CD 14: anti-precursor de mondcito (clone TUK4);

e Anti-CD 15: anti-precursor de granuldcito (clone C3D-1).

Para todos os anticorpos de superficie celular citados anteriormente, a concentracdo de
células utilizadas variou de 1.10* a 1.10° células por tubo num volume final de 100pL em PBS.
As células foram entdo incubadas com 3-5uL dos anticorpos por 30min a 4°C, na auséncia de
luz. Em seguida, estas células foram lavadas com 500uL de PBS, centrifugadas a 203g por Smin.
O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso em 500uL de PBS. As células foram
conservadas a 4°C, ao abrigo da luz até o momento da aquisi¢do pelo citometro. Ja as células
marcadas com anticorpo anti-hemoglobina fetal tiveram primeiramente suas membranas fixadas
por 15min pela Solucdo A e apods lavagem com PBS, foi adicionado Solugdo B para
permeabilizacdo das mesmas. Depois disso, o anticorpo foi adicionado num volume de 3pL,
incubado por 30min a 4°C, na auséncia de luz. As células foram lavadas com PBS e o pellet
ressuspendido em 500uL. As células foram conservadas a 4°C, ao abrigo da luz até o momento
da aquisicao pelo citometro.

As células foram analisadas a 488nm em um citdmetro FACScalibur Becton-Dickinson.

Graficos tipo Dot plots foram utilizados para andlise dos dados obtidos. A intensidade da
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fluorescéncia de cada célula foi comparada com as células incubadas com um controle isotipo

(IgG).

1.5 — Extracdo de RNA
As amostras de RNA foram extraidas com kit comercial — Rneasy Mini e Macro Kit
(Qiagen GmbH, Hilden) segundo as instrugdes do fabriacante. Optamos pelo uso do kit, uma vez
que a quantidade de células disponiveis ndo era abundante. Além disso, a pureza e a qualidade do
RNA eram fundamentais para o sucesso da transcri¢do destas amostras.
A integridade das amostras foi verificada por eletroforese em gel desnaturante de agarose
1,2%. As amostras integras apresentaram duas subunidades ribossomais: 18S e 28S (Figura 4).

Ap0s a eletroforese, as amostras de RNA foram armazenadas em freezer -80°C.

28S
St B B e B e ——

Figura4 —  Gel desnaturante de agarose. As amostras de RNA foram submetidas a
eletroforese em gel desnaturante de agarose 1,2%, onde se observa as
subunidades 18S e 28S do RNA ribossomal. A presenca dessas subunidades

¢ indicativa do grau de integridade da amostra
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2- Analise da expressiao génica
2.1 — Serial Analysis of gene expression (SAGE)
Técnica utilizada para andlises globais de expressao génica. O protocolo foi realizado

segundo recomendagdes do fabricante (I-SAGE™ Kit — Invitrogen, Life Technologies).

Informagdes também estdo disponiveis nos sites www.invitrogen.com, www.sagenet.org,

www.ncbi.nlm.nih.eov/SAGE/.

2.1.1 - Separacao do RNA mensageiro (mRNA)

Foi iniciado com a separagdo do mRNA a partir do RNA total do extraido do 10° dia de
cultura de células dos dois pacientes portadores de beta-talassemia, feita por meio de interagao de
suas caudas poli-A a oligos dT adaptados a esferas magnéticas. Utilizando uma estante
magnética, o0 mRNA ligado as esferas foi atraido para a parede do tubo, sendo o restante da

solucdo descartado.

2.1.2 - Sintese de DNA complementar (¢cDNA)

Para a sintese da primeira fita de cDNA, as esferas foram ressuspendidas na seguinte
reacdo: 1X First Strand Buffer (SOmM Tris-HCI, ph 8,3; 75mM KCI; 3mM MgCl,), 10mM DTT,
500pM dNTPs, 40U de RNAse OUT RT™ (Invitrogen, Life Technologies, USA) e 600U de
Superscript I RT™ (Invitrogen, Life Technologies, USA), em volume final de 90pL. A reagio
foi realizada por 1h a 37°C.

Para a sintese da segunda fita de cDNA, foi realizada a seguinte reagdo: 90uL do produto
da reacdo anterior, 1X Second Strand Buffer (20mM Tris-HCI, ph 6,9; 90mM KCI; 23mM
MgCl,; 13uM B-NAD+; 10mM sulfato de amodnia), 200uM dNTPs, 50U de E. coli DNA ligase,
200U de E. coli DNA polimerase e 10U de E. coli RNase H, em volume final de 750uL (Figura
5). A reagdo foi realizada por 2h a 16°C, sendo paralisada com 28,3mM de EDTA.

A verificagdo da sintese de cDNA foi feita por meio de PCR, com a utilizagdo de primers
para os genes EF ¢ GAPDH (Figura 5). A reacdo realizada foi: 1X BV Buffer (33mM sulfato de
amonia; 134mM Tris-HCI, ph 8,8; 15,4mM MgCl,; 200mM B-mercaptoetanol, 3uL de DMSO,
ImM dNTPs, 200ng de primes antisense GAPDH ou E, 5U de Taq polimerase ¢ 0,5ul. de
amostra de cDNA em volume final de 50uL. O programa foi iniciado por 1min/95°C, seguido de

30 ciclos: 30s/95°C — 30s/55°C — 2min/72°C, finalizando com S5min/72°C. Foram geradas
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amplificacdes de 350 a 540 pb, respectivamente para os genes EF ¢ GAPDH, visualizadas em gel
de agarose 1% (Figura 5).

___________ E'-a}'-\_-umﬁ. GAPDH-R EFR
N C
Sintese de cDNA
—
ARANRAD —
— — 350bp

Figura5—  Sintese de DNA complementar (¢cDNA). A) Representacdo esquematica do
RNA mensageiro com cauda poli-A ligada a esfera magnética e sintese de
DNA complementar dupla-fita B) Representacdo esquematica da reacdo em
cadeia polimerase para verificagdo da sintese do cDNA, utilizando primers
para os genes EFI e GAPDH C) Gel de agarose 1% para verificacdo da
sintese de cDNA: 1 - -A-Hind 2 — amplificacdo de 350pb do gene EF 3 —
amplificacao de 540pb do gene GAPDH

2.1.3 - Digestao com Nla III

A digestdo do cDNA com enzima Nla III, que reconhece a sequéncia repetitiva
CATG, normalizou o tamanho das moléculas de cDNA presentes na amostra. Apds a
digestdo, estas apresentaram cerca de 256 pb e permaneceram ligadas as esferas magnéticas
(Figura 6). Para a digestdo com Nla 111, as esferas foram ressuspendidas na seguinte reacao:
172uL de LoTE (3mM Tris-HCI, pH 7,5; 0,2mM EDTA, pH 7,5), 1X BSA (100pg/mL),
1X Buffer 4 (20mM Tris-acetato, pH 7,9; 10mM acetato de magnésio; SO0mM acetato de
potassio; ImM DTT) e 60U de Nla III, em volume final de 200uL. A reagdo foi realizada
por 1h a 37°C.

A digestdo com Nla I1I pode ser verificada por PCR (reagdo idéntica a utilizada para
verificacdo da sintese de cDNA) pela perda do sitio reconhecido pelo primer do gene

GAPDH, mas nao do gene EF. (Figura 6)
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Figura 6 — Digestio com Nla III. A) Representacdo esquematica da digestao
enzimatica do DNA complementar (¢cDNA) com Nla III B) Representacao
esquematica da reagdo em cadeia da polimerase para verificacdo da digestao
com Nla 111, utilizando primers para os genes EF ¢ GAPDH C) Gel de
agarose 1% para verificacdo da digestdo com Nla III: 1 — A-Hind 2 -
amplificagdo de 540pb do gene GAPDH em amostra de cDNA ndo digerida
com Nla III 3 — ap6s a digestdo, o sitio reconhecido pelo primer do gene
GAPDH ¢ perdido e por isso ndo ocorre amplificagdo 4 — amplificagdo de
350pb do gene EF em amostra de cDNA nao digerida com Nila 1II 5 —
mesmo apds a digestdo o sitio reconhecido pelo primer do gene EF ¢

mantido e por isso ocorre amplificacdo de 350pb

2.1.4 - Ligacao aos adaptadores
A amostra foi, a seguir, dividida em duas, para ligacdo aos adaptadores A ou B, que
apresentam extremidades coesivas as geradas no cDNA pela digestdo com Nla III (Figura
7). Cada uma das amostras de esferas magnéticas foi ressuspendida na seguinte reacao:
14ul LoTE, 60ng de adaptador A ou B, 1X Ligase Buffer (6mM Tris-HCI, pH 7,5; 6mM
MgCly; SmM NaCl, 100pg/mL BSA; 7mM B-mercaptoetanol; 10uM ATP; 2mM DTT;
ImM spermidin) e 10 unidades Weiss de T4 DNA ligase, em volume final de 20uL. A

reacdo foi realizada por 2h a 16°C.
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A verificacao da ligagdo do cDNA aos adaptadores foi feita por PCR, utilizandoe os
primers antisense EF e sense DTP-1, que reconhece sitio localizado no adaptador A ou
sense DTP-2, que reconhece sitio localizado no adaptador B (Figura 7). A reacdo realizada
foi: 1X BV Buffer (33mM sulfato de amoénia; 134mM Tris-HCI, ph 8,8; 15,4mM MgCly;
200mM B-mercaptoetanol, 3uL. de DMSO, 1mM dNTPs, 200ng de primes antisense EF e
350ng de primer sense DTP-1 ou DTP2, 5U de Taq polimerase e 0,5uL de amostra de

cDNA em volume final de 50pL. O programa de PCR utilizado foi o mesmo descrito

anteriormente.

A

EaTa AARARR

AC A

c
CRTE

AMADBR

GBTAC TR
B

Figura 7 — Ligacdo aos adaptadores. A) Representagdo esquematica da ligagao dos
adaptadores A ou B ao DNA complementar (cDNA) B) Representacao
esquematica da reagdo em cadeia da polimerase para verificacdo da ligacao
dos adaptadores, utilizando primers antisense EF ¢ sense DTP-1 ou DTP-2
C) Gel de agarose 1% para verificacdo da ligagdo dos adaptadores: 1 — A-
Hind 2 — amplificagdo de 350pb utilizando-se os primers antisense EF e
sense DTP-1 em amostra de cDNA ligada ao adaptador A 3 — utilizando-se
os primers antisense EF ¢ sense DTP-1 em amostra de ¢cDNA ligada ao
adaptador B ndo ocorre amplificagdo 4 - utilizando-se os primers antisense
EF e sense DTP-2 em amostra de cDNA ligada ao adaptador A ndo ocorre
amplificacdo 5 - amplificacdo de 350pb utilizando-se os primers antisense

EF e sense DTP-2 em amostra de cDNA ligada ao adaptador B
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2.1.5 - Formacao de tags — digestao com BsmF [

As duas amostras de cDNA, ligadas aos adaptadores A ou B, foram digeridas com
enzima BsmF 1. Esta enzima reconhece sitio localizado nos adaptadores e digeriu a fita de
cDNA em regido distante de 10 a 14 pares de bases do sitio de reconhecimento. Assim,
foram obtidos fragmentos de 10-14pb especificos para cada molécula de cDNA,
denominados tags, ligados ao adaptador A ou B (Figura 8). Para tanto, as esferas ligadas ao
adaptador A ou B foram ressuspendidas na seguinte reacdo: 174uL de LoTE, 1X Buffer 4,
2X BSA e 4U de BsmF I, em volume final de 200uL. A reacdo foi realizada por 1h a 65°C.
Neste ponto, as esferas magnéticas foram descartadas e os sobrenadantes, contendo as tags
ligadas aos adaptadores, foram recuperados. Para purificacdo, adicionamos aos
sobrenadantes um volume igual ao de fenol-cloroformio. Apods centrifugagao (14000rpm,
2min, temperatura ambiente), a fase aquosa foi transferida para ependorf novo. Para
precipitagdo do cDNA, foram adicionados 2/3 volumes de 7,5M acetato de amoénio, SuL de
glicogénio e ImL de etanol absoluto, a amostra foi incubada por 20min em banho de gelo
seco com etanol, seguido de centrifugagdo (14000rpm, 40min, 4°C). Apds duas lavagens
com etanol 75%, o cDNA precipitado foi eluido em 10uL de LoTE.

A verificagdo da digestdo com BsmF I pode ser feita por PCR (reagdo idéntica a
utilizada para verificacdo da ligacao dos adaptadores), pela perda do sitio reconhecido pelo

primer do EF (Figura 8).
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Figura 8 — Formacao de tags — digestao com BsmF 1. A) Representacdo esquematica da
digestdio do DNA complementar (cDNA) ligado aos adaptadores com a
enzima BsmF I B) Representa¢do esquemadtica da reacdo em cadeia da
polimerase para verificacdo da digestdio do cDNA, utilizando primers
antisense EF e sense DTP-1 ou DTP-2 C) Gel de agarose 1% para
verificagdo da digestdo: 1 — amplificagdo de 350pb utilizando-se os primers
antisense EF e sense DTP-1 em amostra de cDNA ligada ao adaptador A,
antes da digestdo 2 - amplificacdo de 350pb utilizando-se os primers
antisense EF ¢ sense DTP-2 em amostra de cDNA ligada ao adaptador B,
antes da digestdo 3 — ap0s a digestdo, utilizando-se os primers antisense EF
e sense DTP-1 em amostra de cDNA ligada ao adaptador A ndo ocorre
amplificacdo 4- apds a digestdo, utilizando-se os primers antisense EF ¢
sense DTP-2 em amostra de cDNA ligada ao adaptador B ndo ocorre

amplificacdo 5 - A-Hind

2.1.6 - Formacao de ditags
As extremidades deixadas pela digestdo com BsmF 1 foram preenchidas por agcdo da
enzima Klenow polimerase (Figura 9) na seguinte reacdo: 10uL da amostra de cDNa ligada
ao adaptador A ou B, 1X Klenow Buffer (50mM Tris-HCIL, pH 8,0; 10mM MgCl,; 50mM
NaCl), 0,5X BSA, 500uM dNTPs e 3-9U de Klenow polimerase, em volume final de 50uL,

realizada por 30min, 37°C.
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A seguir, as aliquotas contendo as tags ligada aos adaptadores A e ligada aos
adaptadores B foram combinadas. Apos purificagdo e precipitagcdo, apenas 2/3 da amostra
foram utilizados para formar a chamada ditag, por acdo da enzima T4 DNA ligase (Figura
9). Para tanto, 1,5uL do seguinte mix de reagdo foi adicionado: 1mM Tris-HCI, pH 7,5, 2X
Ligase Buffer e 4U Weiss de T4 DNA ligase, em 3,75uL. de volume final. Como controle
negativo da ligagdo, 1/3 de amostra restante foi adicionado a 1,5uL do mix: 600uM Tris-
HCI, pH 7,5, 2X Ligase Buffer, em 3,75uL de volume final. A reacdo foi realizada por 16h
a 16°C.
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Figura9 — Formacao de difags. Representacio esquemadtica da reagdo de
preenchimento de extremidades com a enzima Klenow polimerase e

posterior ligacao das fags para formar ditags

As ditags obtidas na reacdo de ligagdo foram submetidas a amplificacdo por PCR em
larga escala (Figura 10). Para isto, foi verificada anteriormente, qual diluicdo de amostra
seria adequada para ser utilizada com molde, tendo como padrdo a amplificagao de controle
positivo I-SAGE. As reagdes realizadas foram: 1X BV Buffer, 3uL. DMSO, 1,5mM dNTPs,
350ng de primer DTP-1, 350ng de primer DTP-2, 2,5U Platinum® Taq polimerase e 1uL
das ditags nas dilui¢des 1:50 ou 1:100 ou 1:200, ou 1uL do controle positivo I-SAGE, ou
1uL do controle negativo da ligagdo, ou 1uL de agua DEPC (controle negativo da PCR),
em volume final de 50uL. Os produtos foram aplicados em gel de poliacrilamida 12%
(Figura 10). A diluicdo adequada encontrada foi aquela cujo produto amplificado mais se
aproximou em intensidade ao controle positivo I-SAGE. O programa foi iniciado por
2min/95°C, seguido de 27 ciclos: 30s/95°C — 1min/55°C — 1min/70°C, finalizando com
5min/70°C.

Apo6s a amplificacdo das ditags por PCR em larga escala (300 reagdes), os produtos

foram purificados utilizando fenol-cloroférmio seguido de precipitacio com 7,5M acetato
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de amonio, glicogénio e etanol absoluto. Ressuspenso em LoTE, tais produtos foram
aplicados em gel de poliacrilamida 12% e submetidos a eletroforese. O fragmento de
100pb, correspondente a ditag ladeada pelos adaptadores A e B, foi isolado do gel (Figura
10). A seguir, foi eluido em solu¢ao 5V LoTE, 1V 7,5M acetato de amonio, purificados em
colunas S.N.A.P.™, seguido de fenol-cloroformio, sendo ao final precipitado com etanol,

7,5M acetato de amonio e glicogénio e eluido em 126puL de LoTE.
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Figura 10 — Amplificacdo e isolamento de ditags. A) Representacdo esquematica da
amplificacdo das ditags pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) B) Gel
de poliacrilamida 12% para teste da concentragcdo de ditags a ser usada na
PCR em larga escala. Como molde foram utilizados: 1 — 4gua DEPC
(controle negativo da PCR) 2 — controle negativo da reagdo de ligagdo 5 —
amostra de ditags na diluicdo 1:50 6 — amostra de ditags na dilui¢ao 1:100
7 — amostra de ditags na diluicao 1:200 8 — controle positivo I-SAGE; como
marcadores de peso molecular foram utilizados: 3 — Ladder 25pb 4 —
Ladder 50pb C) Géis poliacrilamida 12%: 2 — 10 — produtos da
amplificacdo em larga escala das ditags e isolamento do fragmento de 100pb

1- Ladder 100pb

2.1.7 - Clivagem dos adaptadores
A enzima Nla 1II foi utilizada para clivagem dos adaptadores, gerando ditags de
26pb, ladeadas pela sequéncia de reconhecimento desta enzima, CATG (Figura 11). Para
realizar a reagdo foram divididos os 126puL de amostra de cDNA (100pb) em 3 aliquotas de
42uL. A reacdo realizada foi: 42ul. de cDNA, 1X Buffer 4, 1,3X BSA e 120U de Nla 11,
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em volume final de 200uL, por 2h a 37°C. A seguir, a amostra foi purificada com fenol-
cloroférmio e o cDNA, precipitado com descrito anteriormente.

Os produtos da digestdo foram aplicados em gel de poliacrilamida 12% e submetidos
a eletroforese. Puderam ser visualizados fragmentos de 100pb, correspondente a ditags nao
digeridas, 60pb, resultante de digestao parcial, 40pb, correspondente aos adaptadores, e
26pb, correspondente as ditags clivadas, que foram entdo isolados (Figura 11). A eluigdo,
purificacdo e precipitagdo do cDNA foram realizadas como descrito anteriormente, sendo a

amostra ressuspensa em 7,75uL de LoTE.
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Figura 11 — Clivagem dos adaptadores. A) Representagdo esquematica da digestdo das
ditags com Nla 111 B) Géis de poliacrilamida 12%: 1 — Ladder 25pb 2 —4 —
fragmentos de 100pb, correspondente a ditags nao digeridas; 60pb,
resultantes de digestdo parcial; 40pb, correspondentes aos adaptadores; e

26pb, correspondente as ditags clivadas, que foram isoladas do gel.

2.1.8 - Formacao dos concatimeros

As ditags purificadas foram ligadas umas as outras com a enzima T4 DNA ligase
para formagdo de concatdmeros (Figura 12). A reacdo realizada foi: 7,75uL de cDNA
(26pb), 1X Ligase Buffer e 5 unidades Weiss de T4 DNA ligase, em volume final de 10uL,
sendo realizada por 3h a 16°C.

Em seguida, a amostra foi submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida 8%. Foi
feita entdo uma selecdo por tamanho, isolando do gel fragmentos de 300 a 500pb, de 500 a
800pb e de 800 a 1000pb (Figura 12). A eluigdo, purificacdo e precipitagdo do cDNA foram

realizadas como descrito anteriormente, sendo as amostras ressuspensas em 6uL de LoTE.
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Figura 12 - Formacao de concatimeros. A) Representagdo esquematica da ligacdo das
ditags para formacdo de concatdmeros B) Géis de poliacrilamida 8%: 3 —
concatameros de tamanhos variados e isolamento daqueles de tamnhos de
300 a 500pb, de 500 a 800pb e de 800 a 1000pb; os marcadores de peso
molecular 1 — Ladder 100pb e 2 — A-Hind foram utilizados para orientar no

isolamento dos fragmentos

2.1.9 - Clonagem em plasmideo pZERO®-1

Para clonagem dos concatameros, o plasmideo pZERO®-1 foi previamente
linearizado utilizando a enzima Sph I. A reagdo utilizada foi: 2pg de pZERO®-1, 1X Buffer
2 (10mM Tris-HCL, pH 7,9; ImM MgCl,; SmM NaCl; 100uM DTT) e 7U de Sph 1, em
volume final de 25puL, por 25min a 37°C. A seguir foi feita a purificagdo com fenol-
cloroférmio e precipitacio de cDNA conforme descrito anteriormente, sendo ressuspenso
em 60uL de LoTE.

Para clonagem, a reacdo utilizada foi: 6ul. de cDNA (concatdmeros), 1uL de
pZERO®-1 digerido com Sph 1, 1X Ligase Buffer e 8 unidades Weiss de T4 DNA ligase,
em volume final de 10uL. Como controles negativos, foram feitas reagdes sem DNA (os
6uL de amostra foram substituidos por agua estéril em reacao idéntica a descrita) e sem
ligase (0s volumes de amostra e de enzima foram substituidos por dgua estéril em reacao
idéntica a descrita). Apos a purificacdo e precipitagdo as amostras foram ressuspensas em

LoTE.
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2.1.10 - Transformacao de bactérias

A transformagdo de bactérias One Shot® TOPI10 Eletrocomp™ E. coli foi feita por
eletroporagdo com a utilizagdo de cubetas de 0,1cm e eletroporador Gene Pulser Il (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA, USA), ajustado para 1,8 kV, 25mF de capacitancia e 200
ohms de resisténcia, utilizando 2ul. de amostra da biblioteca construida por aliquota de
40uL de bactérias.

Imediatamente apos a eletroporagdo, as bactérias foram incubadas em meio liquido
SOB (20g de triptona/L, 5g de extrato de levedura/L, 0,5¢ NaCl/L, 2,5mM KCI, 10mM
MgCl,, pH 7,0) a 37°C por 1h, sendo a seguir plaqueadas em meio LB Low Salt (10g
triptona/L, 5g extrato de levedura/L, 5g NaCl/L), 2% agar, contendo 50pg de antibidtico
Zeocin™/mL e incubadas por 16h a 37°C.

Uma caracteristica importante do vetor pZERO®-1 ¢ a existéncia do gene “letal”
ccdB. Quando ocorre a religacdo do vetor sem inserto, este gene € transcrito € a proteina
traduzida, interferindo no mecanismo de a¢do da enzima bacteriana essencial DNA girase,
levando a quebra e morte celular. Assim, apenas bactérias contendo plasmideos com
insertos crescem nas placas de cultura.

Para verificacdo da clonagem, foi realizada a seguinte PCR: 1X tampao Tag
polimerase, 1,66mM MgCl,, 125 pM dNTPs, 0,12pmol primer MI13 forward (5’
CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC 3’°), 0,12pmol primer MI3 reverse (5’
TTTCACACAGGAAACAGCTATGAC 3’)e 1U de Tag polimerase, em volume final de
13uL. Como molde da PCR, utilizou-se diretamente a colonia resistente a Zeocin™,
homogeinizada no volume da reacdo. O programa foi iniciado por 2min/94°C, seguido de
35 ciclos: 20s/94°C — 15s/58°C — 1min/72°C. Os produtos obtidos foram verificados em gel
de agarose 1% (Figura 13).
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Figura 13 — Verificacio de clonagem. Gel de agarose 1% para verificagdo da clonagem:
1 — AHind 2 — 16 — amplificacdes obtidas por reagdo em cadeia da
polimerase utilizando primers M3 forward e reverse ¢ como molde,

colonias resistentes ao antibidtico Zeocin™

2.1.11 - Sequenciamento automatico das bibliotecas

As colonias obtidas foram inoculadas em placas de cultura com 96 pogos contendo
meio liquido SOB com 50ph de antibidtico Zeocin™/mL e incubadas a 130rpm, por 16h a
37°C. A seguir, 2uL desta cultura foram usados com molde em PCR idéntica a descrita para
verificagdo da clonagem, sendo o programa utilizado também o mesmo. Para verificacdo da
reacdo, as amplificacdes de diferentes tamanhos foram visualizadas em gel de agarose 1%.

Para sequenciamento, 1yl desta PCR foi usado como molde na seguinte reacio:
0,3pmol primer M13 forward e 4ulL de Dyenamic ET Terminator reagent premix, em
volume final de 15pL. O programa utilizado foi o mesmo descrito para PCR, sendo a
temperatura de anelamento de 57°C. As amplificacdes foram precipitadas, utilizando 7,5M
acetato de amonia e etanol absoluto e analisadas em sequenciador MEGA BACE 1000 DNA
Analysis System (Figura 14).
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Figura 14 — Sequenciamento automatico das bibliotecas. A) Representacao

Open  Sawe Export

1

esquematica de uma placa de cultura para a proliferacdo de bactérias
contendo insertos de diferentes tamanhos B) Produtos da amplificagdo direta
dos concatdmeros clonados no vetor pZero pela reagdo em cadeia da
polimerase (PCR), onde 1- marcador de peso molecular A-Hind 2 — 12 -
fragmentos amplificados C) Eletroferogramas gerados pela andlise no
MEGA BACE 1000 DNA Analysis System, a partir da amplificagdo dos
fragmentos de DNA pela PCR

2.1.12 - Analise de sequéncias
As sequéncias obtidas foram analisadas por meio dos programas MEGA BACE
Sequence  Analyser ~ (Amersham  —  Life = Science), Phred e  Phrap
(http://genome.washington.edu/phrap.docs/phred.html;

http://genome.washington.edu/phrap.docs/phrap.html), sendo excluidas bases de baixa

qualidade e sequéncias correspondentes a vetores.
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2.1.13 - Extracio e contagem de tags
A extragdo e contagem das fags foi realizada por meio do programa eSAGE Software

v1.2 (MARGULIES EH e INNIS JW, 2000).

2.1.14 - Identificacio das tags
Para identificacdo das fags foi utilizado o banco de dados Best Gene for a tag,
SAGEGenie - CGAP (BOON K et al, 2002) (banco CGAP),
(http://cgap.nci.nih.gov/SAGE), que relacionou fags a numeros de cluster Unigene do

banco de dados Homo sapiens (Unigene Cluster Number, Hs.) (PONTIUS JU et al., 2003)

de maneira ndo redundante. Ainda, por sua identificacdo no Unigene, as tags foram
classificadas de acordo com critérios estabelecidos em nosso laboratdrio, nas seguintes
categorias: no match; sequéncias denominadas preditas ou anotadas, as quais incluem
Expressed Sequence Tags (ESTs), Open Reading Frames (ORFs), clones de cDNA e
proteinas hipotéticas; e ainda a categoria genes conhecidos, que sdo aqueles bem

caracterizados, com diversas sequéncias depositadas no Unigene.

2.1.15 - Critérios para identificacido de tags diferencialmente expressas
Convencionamos considerar como genes diferencialmente expressos aqueles cujas

expressoes tiveram um valor de p<0,05.

2.1.16 - Perfil funcional dos transcritos
Para analise do perfil funcional, transcritos observados foram classificados segundo o

sistema do GeneOntology (ASHBURNER M et al., 2000).

3 - PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR)

Técnica utilizada para validag¢ao dos resultados obtidos por SAGE.

3.1 — Sintese de DNA complementar (cDNA)
As amostras de RNA foram submetidas a sintese de DNA complementar (cDNA)
utilizando-se o kit RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis (Fermentas Life

Sciences): 2ug de RNA foram tratados com DNase 1, RNase-free (Fermentas Life
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Science), na seguinte reagdo: 1U DNase I, 1X DNase Reaction bufferwith MgCl, (100mM
Tris-HCI, pH7,5; 25mM MgCl,, 1mM CaCly), em volume final de 10uL. A reacdo foi
realizada por 15min a temperatura ambiente e paralisada com 2,27mM EDTA, incubando-
se por Smin a 65°C.

Para sintese do cDNA, foram adicionados 1puL de 100mM Oligo(dt) Primer (volume
de 12puL) e incubado por 5Smin a 65°C. Adicionou-se entdo, 20X Reaction Buffer (250mM
Tris-HCI, pH 8,3; 250mM KCIl; 20mM MgCly; 50mM DTT), 2uL de 10mM dNTP Mix,
200U RevertAid™ H Minus M-MulV Reverse Transcriptase € 200U RiboLock™ RNase
Inhibitor e incubado por 1h/42°C — 5min/70°C.

A verificagdo da sintese de cDNA foi feita por meio de PCR para amplificacdo do
gene beta-actina (BAC). As reagdes realizadas foram: 1X tampdo Tag polimerase, ImM
MgCly, 200uM dNTPs, 200uM primer BAC  forward (5 -
AAGAGATGGCCACGGCTGCT - 3°), 200uM primer BAC reverse (5 —
TCGCTCCAACCGACTGCTGT - 3°), 2,5U de Taq polimerase e aproximadamente 50ng
de cDNA, em volume final de 50pL. O programa foi iniciado por 2min/95°C, seguido de 30
ciclos: 30s/95°C — 45s/50°C — 1min/72°C, sendo finalizado por 7min/72°C. Os produtos
obtidos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% para a verificacdo da

amplificacao de 640pb.

3.2 — Principios da qRT-PCR

Apods a quantificagdo do cDNA, realizada no espectofotdometro NanoDrop ND-100
(NanoDrop Technologies), aliquotas de cDNA foram utilizadas como molde em qRT-PCR.
A técnica consiste no monitoramento optico da fluorescéncia emitida durante a reacdo de
PCR, através da ligagdo de uma sonda especifica ou um corante na fita recém sintetizada.

As reagdes, feitas sempre em duplicata, foram realizadas utilizando o reagente
SYBRGreen PCR Master Mix® (Invitrogen), que além de conter todos os reagentes
necessarios para a PCR (dNTPs, MgCl,, tampao, Tag Ampli-Gold), contém o corante
SYBRGreen, componente intercalante de dupla fita. Além disso, utilizamos também
amostra de cDNA e primers especificos para o gene analisado. Em todos os casos foram
feitos controles negativos, contendo agua estéril em substituicdo a amostra. As reagodes

foram preparadas em placas de 96 pocos (Applied Biosystems, USA) com adesivos
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pléasticos que permitem a passagem da luz. O programa foi iniciado por 10min/95°C,
seguido de 45 ciclos: 155/95°C — 1min/60°C.

A deteccdo de amplificagdo em tempo real foi realizada no equipamento 7500 Fast
Real-time PCR System® (Applied Biosystems, USA) e os resultados foram apresentados
pelo programa 7500 Software v2.03 (Applied Biosystems, USA) em graficos de
fluorescéncia versus numero de ciclos. O ciclo na qual se detecta fluorescéncia acima do
limite basal estabelecido (threshold) ¢ denominado ciclo de threshold ou Ct. Quanto maior
a expressdo de um gene, ou seja, quanto mais copias existirem no inicio da reagdo, mais

precocemente ocorre a amplificag@o e, consequentemente, menor ¢ o Ct.

3.3 — Padronizacgoes
De acordo com o gene escolhido para anélise, foram necessarias padronizagdes para a

realizacdo da reacdo, descritas a seguir:

3.3.1 - Desenho dos primers
Os primers utilizados foram desenhados com o uso do site www.idt.com, analisados

no programa Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) para confirmar homologia com o gene de

interesse. A formacao de estruturas como hairpins e dimers também foram avaliadas com o
uso do programa GeneRunner (Hastings Softwares). Os primers forward e reverse foram
desenhados em éxons separados, de forma a se detectar uma eventual contamina¢do com
DNA genomico (amplificagdo do intron entre os éxons aumentaria o tamanho do produto

amplificado).

3.3.2 - Concentragao de primer
A seguir, foi padronizada a concentrag@o 6tima de primer a ser utilizada, que deve ser
a minima suficiente para permitir a duplicacdo de todas as coOpias do gene presentes na
amostra. Utilizando a mesma quantidade de amostra foram feitas reagcdes contendo cada um
dos primers (forward ¢ reverse) nas concentragcdes de 70nM, 150nM e 300nM. A
concentragdo ideal foi aquela em que o gene de interesse obteve o menor valor de Ct (ciclo

threshold), ou seja, foi a concentracdo em que o gene foi amplificado mais precocemente.

Meétodos
76


http://www.idt.com/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast

3.3.3 - Eficiéncia de reacao
A reacdo de PCR em tempo real precisa ser confidvel e reproduzivel. Utilizando a
concentragdo oOtima de primer, foi determinada a eficiéncia da reagcdo, onde as
amplificagdes apresentem 100% de eficiéncia a cada ciclo de PCR. Para tanto, sdo feitas
reagOes com quantidades conhecidas de amostra em escala logaritmica. Os resultados foram
utilizados para constru¢do de uma curva padrdo Ct versus quantidade de amostra. A

= 10°15P9)  onde slope

eficiéncia de amplificacdo (E) foi obtida a partir da féormula E
corresponde ao coeficiente de inclinagdo da reta (PFAFFL MW, 2001). Observando-se tal
linearidade, qualquer quantidade de amostra dentro da faixa analisada pode ser utilizada nas

reacoes.

3.3.4 - Especificidade da reacao

Na reacdo de PCR em tempo real, a especificidade pode ser verificada pela
temperatura de desnaturagdo do produto amplificado, que depende do seu tamanho e
constitui¢do dos nucleotideos. A temperatura de desnaturagdo foi determinada ao final do
programa de amplificagdo, em protocolo de dissociacdo, que consistiu em aumento
gradativo de temperatura de 60°C a 95°C. A medida que os produtos gerados por PCR
desnaturam com o aumento de temperatura, cai o sinal fluorescente do SYBR Green. O
grafico resultante permite verificar se hd um ou mais produtos de PCR presentes em cada

reacdo, devido a diferentes temperaturas de desnaturagdo.

3.4 — Reacoes
Tendo sido feitas as devidas padronizacdes, as reagdes realizadas continham 6ulL. do
reagente SYBR Green Master Mix® (Invitrogen), 5Sng de amostra de cDNA e a
concentragdo 6tima de primer determinada, perfazendo um volume final de 12uL.
Para a validacdo das bibliotecas SAGE, foi utilizado como molde as amostras de

cDNA do 10° dia da cultura dos pacientes portadores de beta-talassemia.
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3.5 — Analise dos dados

A expressdo dos genes de interesse foi determinada de forma relativa, sendo
normalizada com relacdo a um gene calibrador (GAPDH). Esse ¢ um gene cuja expressao ¢
dita constitutiva, ou seja, apresenta pouca variagao entre diversas condicdes.

Foram calculadas as médias entre os valores de Ct obtidos das reagdes realizadas em
duplicata, para cada amostra. A derivacdo aritmética ACt foi a diferenga entre a média do
Ct de cada gene entre a média do Ct do gene controle. A seguir, foi aplicada a féormula
AACt, que foi a diferenga entre o ACt de cada gene e o ACt da amostra calibradora, que foi
uma amostra de cultura controle. Apés esse passo, foi aplicada a formula aritmética 24 e

gerado o valor da expressao de cada gene.
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RESULTADOS




1 — Bibliotecas SAGE
1.1 - Biblioteca SAGE INTERMEDIARIA

Sug de RNA de cultura de células CD34+ do paciente talassémico B intermediario,
portador da mutacdo Cd 39 foram utilizados para construgdo da biblioteca SAGE,
denominada SAGE INT. Essa biblioteca foi construida conforme descrito e entdo
submetida a sequenciamento automatico.

Ap0s tratamento das sequéncias, contou-se para a biblioteca SAGE INT, um total de
4967 tags geradas, representando 2718 tags unicas. No site

www.lge.ibi.unicamp.br/reticulocito, pode-se encontrar a distribuicdo da frequéncia, ou

seja, o numero absoluto de vezes que uma determinada tag foi detectada, em relagdo ao
numero de tags totais e de tags unicas.

Realizando a identificagdo das 2718 tags Unicas da biblioteca INT com o banco de
dados CGAP, observou-se cerca de 17% de no matchs, 11% de tags correspondentes a
sequéncias preditas, 3% de tags ORFs e 69% das rags correspondentes a genes conhecidos.

As tags mais expressas em INT correspondem aos genes: HBA,, HBG;, BLVRB e
GRIN2C (Tabela 1).
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Tabela1 - 10 tags mais detectadas na biblioteca de paciente B talassémico

intermediario. Para cada tag estdo indicados a sequéncia de nucleotideo,

simbolo, descrigdo e niimero no UniGene do gene correspondente, e a

frequéncia com que foi detectada.

Tag Simbolo Gene Unigene  Freq
CCCAACGCGC HBA, Hemoglobin, alpha 2 HS.654744 792
TGGATCCTGA HBG; Hemoglobin, gamma A HS.705371 363
CCCATCGTCC Transcribed locus, moderately similar to HS.559716 43

NP_536846.1 cytochrome C oxidase
subunit II [HOMO SAPIENS]

TCCCTATTAA Transcribed locus HS.615061 40
GTGACCACGG GRIN2C Glutamate receptor, ionoytopic, N- HS.436980 39
methyl D-aspartate 2C
AGGAGCAAAG BLVRB Biliverdin reductase B (flavin reductase HS.515785 39

(NADPH))
CACCTAATTG NO MATCH HS.336431 38
TCCCCGTACA Transcribed locus HS.536923 37
GAGGGAGTTT RPL27A Ribossomal protein L27A HS.523463 29
GCATAATAGG RPL21 Ribossomal protein L21 HS.381123 28

1.2 - Biblioteca SAGE MAIOR

Sug de RNA de cultura de células CD34+ do paciente talassémico B maior, portador

da mutacdo Cd 39 foram utilizados para construgdo da biblioteca SAGE, denominada

SAGE MAIOR. Essa biblioteca foi construida conforme descrito € entdo submetida a

sequenciamento automatico.

Apos tratamento das sequéncias, contou-se para a biblioteca SAGE MAIOR, um total

de 6353 tags  geradas,

representando

3052  tags  Uunicas.

No site

www.lge.ibi.ubicamp.br/reticulocito, pode-se consultar o nimero absoluto de vezes que

uma determinada tag foi detectada, em relagdo ao nimero de fags totais e de tags unicas.
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Realizando a identificagdo das 3052 rags unicas da biblioteca MAIOR com o banco
de dados CGAP, observou-se cerca de 18% de no matchs, 9% de tags correspondentes a
sequéncias preditas, 3% tags ORFs e 70% das tags correspondentes a genes conhecidos.

As tags mais expressas em MAIOR correspondem aos genes: HBA,, HBG;, BLVRB
(Tabela 2).

Tabela 2 — 10 tags mais detectadas na biblioteca de paciente P talassémico maior.
Para cada tag estdo indicados a sequéncia de nucleotideo, simbolo, descri¢ao

e numero no UniGene do gene correspondente, ¢ a frequéncia com que foi

detectada.

Tag Simbolo Gene Unigene  Freq
CCCAACGCGC HBA, Hemoglobin, alpha 2 HS.654744 227
TGGATCCTGA HBG, Hemoglobin, gamma A HS.705371 157
CCCATCGTCC Transcribed locus, moderately similar to HS.559716 53

NP _536846.1 cytochrome C oxidase

subunit Il [HOMO SAPIENS]
TCCCTATTAA Transcribed locus HS.615061 46
GCATAATAGG RPL21 Ribossomal protein L21 HS.381123 32
AGGAGCAAAG BLVRB Biliverdin reductase B (flavin reductase HS.515785 32

(NADPH))
GGATTTGGCC RPLP2 Ribossomal protein, large, P2 HS.437594 27
ACTTTTTCAA CDNA clone IMAGE:4328048 HS.349570 26
CACCTAATTG NO MATCH 26
GAAAAATGGT RPSA Ribossomal protein SA HS.449909 23

2- Validacao dos resultados de SAGE por qRT-PCR
2.1 - Sintese de DNA complementar (cDNA)
A sintese de cDNA foi realizada conforme descrito, a partir das amostras de RNA dos
pacientes B talass€émicos maior e intermedidrio estudados por SAGE. A verificacdo da
sintese foi feita por PCR através da amplificacdo de um fragmento do gene da beta actina

que € um gene constitutivo e expresso em diferentes tecidos e tipos celulares (Figura 15).
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640pb — — —

Figura 15 — Sintese de DNA complementar. Gel de agarose 1% para verificacdo da
sintese de ¢cDNA por reacdo de PCR para amplificagdo do gene BAC: 1 A-
Hind 2-3 amplificacdes de 640pb obtidas utilizando-se como molde: (2)
cDNA de paciente portador de [ talassemia intermedidria (3) cDNA do

paciente [ talassémico maior.

2.2 - Padronizacoes da qRT-PCR
Dentre os dados obtidos por SAGE, foram selecionados arbitrariamente, os genes
ABCBI0, APEXI, APOCI, EIF5A, EYA3, GRIN2C, HMBS, HMGBI, NAEI, OAZI,
PCBP2, RAD23B, SRGN e TAGLN?2. Os primers para sua amplificacdo foram desenhados
por meio do programa no site www.idt.com e analisados no programa GeneAmp® 5700
SDS (Applied Biosystems), de onde se obteve também tamanho e temperatura de

desnaturagao preditas do produto amplificado (Tabela 3).
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Tabela 3 — Padronizacio das reacdes em cadeia da polimerase quantitativas em

tempo real. Genes selecionados para andlise, sequéncias dos primers

desenhados para sua amplifica¢do, tamanho e temperatura de desnaturacao

dos produtos, predita pelo programa GeneAmp® 5700 SDS (Applied
Biosystems)
Gene Sequéncia dos primers desenhados Temperatura de Tamanho
desnaturacao

ABCB10 F -5 AGTTAGCAAGGAAAGAGGCAG 3’ 82 °C 85pb
R -5 AGGACAGAAAGCACGATCAG 3’

APEX1 F -5 GGTAAAAATATTGCTTCGGTGGG 3’ 83 °C 144pb
R -5'GTCTTACTCTTCTTGGCCTCTG 3

APOC1 F -5 TGGTTCTGTCGATCGTCTTG 3’ 83 °C 144pb
R -5 GTTCACTCTGTTTGATGCGG 3’

EIF5A F -5 GGAGATTGAGCAGAAGTACGAC 3’ 81°C 111pb
R -5 GGAGCCAGTTATTTTGCCATG 3’

EYA3 F-5" CAAGAGGAAAGCTGATGCCAC 3’ 82 °C 120pb
R-5" CATCCAAGTCCCACAGAAATACC 3’

GRIN2C F-5"AACATCCGCAGTAACTACCG 3’ 83 °C 142pb
R -5 CTGCCATGTAGTTGAGGACAG 3’

HMBS F -5 ATTGAAAGCCTCGTACCCTG 3’ 79 °C 137pb
R -5 TTCTCCAGGGCATGTTCAAG 3’

HMGB1 F -5 GATATGGCAAAAGCGGACAAG 3’ 79 °C 148pb
R -5 GGCGATACTCAGAGCAGAAG 3’

NAE1 F-5" ATGGAAATCAGGTCAGCGG 3’ 77 °C 132pb
R -5 CAAAACTTCCAGAGACATCGC 3’

0OAZ1 F-5 AGGGAATAGTCAGAGGGATCAC 3’ 79 °C 147pb
R -5 CAGTTAATGCGTTTGGCGTC 3’

PCBP2 F -5 TTACCATCACTGGATCTGCTGCC 3’ 82°C 114pb
R -5 AGATGGATCATGGGTGGTGGTG 3’

RAD23B F-5"ACGGAATCAGCCTCAGTTTC 3 77 °C 140pb
R -5 GAATAAAATGCTCCTGGTGTTGG 3’

SRGN F-5 CCTCATCCTGGTTCTGGAATC 3’ 81°C 149pb
R -5 TGTTGGATTCACCTGGAAGTAG 3’

TAGLN2 F-5"GATCCCAACTGGTTCCCTAAG 3’ 82°C 144pb

R -5 CATCCCGTAGCCAGTCATG 3’
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A especificidade do produto amplificado foi verificada experimentalmente por meio
de qRT-PCR, pela temperatura de desnaturacdo especifica do produto amplificado. Na
figura 16, estd ilustrada a curva de dissociacdo (derivativa da fluorescéncia versus
temperatura) do produto amplificado do gene SRGN, gerada pelo programa 7500 Software
v2.03 (Applied Biosystems, USA). Observou-se desnaturagdo em concordancia com o

esperado.
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Figura 16 — Temperatura de dissociacio do produto amplificado. Curva de
dissociacdo do produto amplificado do gene SRGN, gerada pelo programa

7500 Software v2.03 (Applied Biosystems, USA).
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Foram entdo realizadas as reacdes para determinacao da concentragdo Otima de
primer a ser utilizada e da eficiéncia da reacdo (Tabela 4). Na figura 17, estd ilustrada a
curva padrdo da reacdo de amplificagdo do gene SRGN, gerada pelo programa 7500
Software v2.03 (Applied Biosystems, USA). O coeficiente de inclinagdo da reta, ou slope, e
o valor da eficiéncia da reagdo foi dado pelo programa 7500 Software v2.03 (Applied
Biosystems, USA).

Tabela 4 — Concentraciao de primers utilizadas na amplificacdo dos genes de estudo e
eficiéncia da amplificacdo obtida. As concentracdes foram definidas pela eficiéncia de

amplificacdao gerada nas condigdes testadas.

Primer Concentracao utilizada Eficiéncia do primer
ABCB10 150 nM 99%
APEX1 150 nM 100%
APOC1 150 nM 100%
EIF5A 150 nM 100%
EYA3 150 nM 100%
GRIN2C 70 nM 99%
HMBS 150 nM 98,5%
HMGB1 150 nM 100%
NAE1 150 nM 98,8%
0AZ1 150 nM 100%
PCBP2 150 nM 100%
RAD23B 150 nM 99,9%
SRGN 150 nM 100%
TAGLN2 150 nM 100%
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Figura 17— Curva padrio para a reacao de amplificacdo. Curva padrao do produto
amplificado do gene SRGN, gerada pelo programa 7500 Software v2.03
(Applied Biosystems, USA).

2.3 - Reacoes

Para validacao dos resultados de SAGE, foi selecionado como gene calibrador o gene
GAPDH e os valores de expressdo génica normalizados foram calculados uitlizando a
formula aritmética 2744,

Expressoes génicas concordantes, medidas por SAGE e ¢RT-PCR, foram
identificadas em 8 dos 14 genes avaliados (57,14%).

Os genes EYA3, TAGLN2, HMBSI, ABCBI0 e OAZI apresentaram-se mais eXpressos
no paciente com talassemia } intermedidria do que no paciente com talassemia 3 maior

(Figura 18). J& a expressdo dos genes APEXI, SRGN ¢ APOCI mostrou-se maior na

biblioteca de paciente talass€émico 3 maior do que no paciente talassémico B intermediario.
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Comparaciao de resultados obtidos por SAGE e por qRT-PCR.
Representacdo grafica de 8 genes com expressdo gé€nica concordantes pelo
método SAGE e pela reagdo em cadeia da polimerase em tempo real, em
amostras de cultura de células CD34" do paciente talassémico P

intermediario e maior, a partir da qual foi construida a biblioteca SAGE.
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Expressoes génicas discordantes, medidas por SAGE e qRT-PCR, foram

identificadas em 6 genes (Figura 19).
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Figura 19 — Comparacio de resultados obtidos por SAGE e por RT-PCR.
Representagdo grafica de 6 genes com expressdo génica disconcordantes
pelo método SAGE e pela reagdo em cadeia da polimerase em tempo real,
em amostras de cultura de células CD34" do paciente talassémico B

intermediario e maior, a partir da qual foi construida a biblioteca SAGE.

3 - Expressao génica diferencial: INT X MAIOR

Tendo sido caracterizados e validados os perfis globais de expressdo génica em
talass€émico B intermedidrio e maior, estes foram comparados entre si, no intuito de se
identificarem alteragdes que pudessem estar relacionadas a doenga.

Usando os critérios descritos, foram encontradas 42 rags diferencialmente expressas

entre as bibliotecas SAGE (Tabela 5).
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A figura 20 representa a clusterizagao dos genes diferencialmente expressos ¢ a

identificacao das tags encontra-se na Tabela 5.

25

TTGTAATCGT
GTAAGTGTAC
GTCCCGGGCR
GCCATARAAT
GATCCCRACH
GARATGTAAG
GTGACCRCG
GGCTTTRCCC
GARATTTAAR
GARARATGGT
ATGTTCRATT
AGGARAGCT
AAGGAGAT
AAGATGCCC
CATTTGTRAAT
ATTTGAGRAG
TEECCCCRAGE
CCAARARAATR
CACTACTCAC
GECARGRGGT
GCRAGCCATCC
ATAGRCGCAR
AGCTCTCCCT
ACTTTTTCAR
ACCCGCCGGGE
TCRCCCRCAC
GTCTGHHECT
TETGCTAAAT
CHEOCGOCGGT
CGACGAGGAG
AACCCGGGAL
AARATARAGR
GTGGGTTCTC
TCTGITTATC
GTGARARCCCC
ACAGCAAAGT
AATTCATAGE
CCTGTAGTCC
CCGACGGGCE
TGATTTCACT
GETCAGTCGE
GCCARGGAAR

Figura 20 - Analise de cluster dos genes diferencialmente expressos. Diagrama de
cores: branco, baixa expressao; vermelho, alta expressdao. A intensidade das

cores reflete a intensidade da expressdo dos genes.
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Tabela 5 — Identificacio das tags diferencialmente expressas entre células de cultura de um paciente portador de talassemia  maior

e intermediaria. Tags foram classificadas como: no match (ndo apresentam nenhuma identificacdo no Unigene), sequéncias preditas

(correspondem a ESTs, ORFs, clones de cDNA ou proteinas hipotéticas) ou genes conhecidos.

(-)LOG FOLD X
Tag INT | MAIOR | PVALOR PVALOR | CHANGE SYMBOL TITLE FUNCAO
ACTTTTTCAA 2 26 5,93E-08 24,00848 -16,6275 -- CDNA CLONE IMAGE:4328048 Unknown
TGATTTCACT 9 22 0,002537 | 8,622698 | -3,12655 -- CDNA CLONE IMAGE:5265638 Unknown
TRANSCRIBED LOCUS, STRONGLY SIMILAR TO
NP_001090497.1 SOLUTE CARRIER FAMILY 25
(MITOCHONDRIAL CARRIER; OXOGLUTARATE
CCGACGGGCG 9 0 0,006199 7,33364 0,001417 - CARRIER), MEMBER 11 [XENOPUS LAEVIS] Unknown
TRANSCRIBED LOCUS, STRONGLY SIMILAR TO
NP_001041438.1 HYPOTHETICAL PROTEIN LOC503325
GGTCAGTCGG 9 0 0,006199 7,33364 0,001417 -- [RATTUS NORVEGICUS)] Unknown
TRANSCRIBED LOCUS, STRONGLY SIMILAR TO
CACTACTCAC 3 10 0,018227 | 5,777783 -4,26347 -- NP 536855.1 CYTOCHROME B [HOMO SAPIENS] Unknown
AATTCATAGG 0 4 0,032529 4,942137 -0,00081 -- TRANSCRIBED LOCUS Unknown
CATTTGTAAT 0 4 0,032529 | 4,942137 | -0,00081 -- CDNA FLJ44518 FIS, CLONE UTERU3002701 Unknown
RED CELL ANION EXCHANGER (EPB3, AE1, BAND 3) 3'
GCCAAGGAAA 18 5 0,033443 4,902142 2,814607 -- NON-CODING REGION
ATP-BINDING CASSETTE, SUB-FAMILY B (MDR/TAP),
ATGTTCAATT 7 0 0,019683 | 5,666912 | 0,001102 ABCBI0 MEMBER 10
ACYL-COA SYNTHETASE SHORT-CHAIN FAMILY
GTCCCGGGCA 0 5 0,014273 | 6,130564 | -0,00101 ACSS1 MEMBER 1
APEX NUCLEASE (MULTIFUNCTIONAL DNA REPAIR
AAAATAAAGA 0 4 0,032529 4,942137 -0,00081 APEX1 ENZYME) 1
lipid metabolic process- it is
activated when monocytes
differentiate into
TGGCCCCAGG 2 10 0,006491 | 7,267345 -6,39521 APOCI1 APOLIPOPROTEIN C-I macrophages
ATP SYNTHASE, H+ TRANSPORTING,
GATCCCAACA 0 4 0,032529 | 4,942137 | -0,00081 ATP5B MITOCHONDRIAL F1 COMPLEX, BETA POLYPEPTIDE
AACCCGGGAG 0 6 0,006263 7,318991 -0,00121 BMSI1P5 BMS1 PSEUDOGENE 5
GGCTTTACCC 2 0,046244 | 4434579 | -4,47665 EIF5A EUKARYOTIC TRANSLATION INITIATION FACTOR 5A
CGACGAGGAG 0 0,006263 | 7,318991 -0,00121 EMP3 EPITHELIAL MEMBRANE PROTEIN 3
transcription activator
GTGGGTTCTC 19 2 0,000965 10,01747 7,427436 EYA3 EYES ABSENT HOMOLOG 3 (DROSOPHILA)
GLUTAMATE RECEPTOR, IONOTROPIC, N-METHYL D-
GTGACCACGG | 39 0 1,85E-10 | 32,33456 | 0,006139 GRIN2C ASPARTATE 2C
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AAGATGGCCC 7 0 0,019683 5,666912 0,001102 HMBS HYDROXYMETHYLBILANE SYNTHASE
GAAATTTAAA 0 5 0,014273 6,130564 -0,00101 HMGBI1 HIGH-MOBILITY GROUP BOX 1
V-MAF MUSCULOAPONEUROTIC FIBROSARCOMA
CCTGTAGTCC 6 0 0,035072 | 4,833548 | 0,000944 MAFF ONCOGENE HOMOLOG F (AVIAN)
GTGAAACCCC 28 8 0,008268 6,918177 2,736424 MOG MYELIN OLIGODENDROCYTE GLYCOPROTEIN
ATAGACGCAA | 0 6 0,006263 | 7,318991 | -0,00121 | MORF4L1 MORTALITY FACTOR 4 LIKE 1
GGCAAGAGGC | 0 5 0,014273 | 6,130564 | -0,00101 NAE1 NEDD8 ACTIVATING ENZYME E1 SUBUNIT 1
NO
GTAAGTGTAC 13 1 0,004393 7,83058 10,16386 MATCH NO MATCH
NO
ACCCGCCGGG 9 0 0,006199 7,33364 0,001417 MATCH NO MATCH
NO
TCACCCACAC 0 5 0,014273 | 6,130564 | -0,00101 MATCH NO MATCH
Protein binding
TTGTAATCGT 10 1 0,020272 5,624353 7,818354 OAZ1 ORNITHINE DECARBOXYLASE ANTIZYME 1
CCAAAAAAAA 0 4 0,032529 4,942137 -0,00081 OCIADI1 OCIA DOMAIN CONTAINING 1
DNA/RNA binding- The
encoded protein is also
suggested to play a part in
GAAATGTAAG 1 6 0,030866 5,017833 -7,67425 PCBP2 POLY(RC) BINDING PROTEIN 2 formation of a sequence-
specific alpha-globin mRNP
complex which is associated
with alpha-globin mRNA
stability
damaged DNA
ATTTGAGAAG 2 7 0,046244 4,434579 -4,47665 RAD23B RAD23 HOMOLOG B (S. CEREVISIAE) binding/protein binding
ACAGCAAAGT 9 0 0,006199 7,33364 0,001417 RHCE RH BLOOD GROUP, CCEE ANTIGENS
AGCTCTCCCT 3 9 0,033238 | 4911035 -3,83713 RPL17 RIBOSOMAL PROTEIN L17 ribossomal
GCAGCCATCC 3 9 0,033238 | 4911035 | -3,83713 RPL28 RIBOSOMAL PROTEIN L28 ribossomal
AAGGAGATGG 4 13 0,007394 7,079473 -4,15689 RPL31 RIBOSOMAL PROTEIN L31 ribossomal
TGTGCTAAAT 4 11 0,023637 5,402784 -3,51736 RPL34 RIBOSOMAL PROTEIN L34 ribossomal
CGCCGCCGGC 4 12 0,013316 | 6,230689 | -3,83713 RPL35 RIBOSOMAL PROTEIN L35 ribossomal
AGGAAAGCTG 3 15 0,000744 | 10,39238 | -6,39521 RPL36 RIBOSOMAL PROTEIN L36 ribossomal
GAAAAATGGT | 14 23 0,026116 | 5,258898 | -2,10128 RPSA RIBOSOMAL PROTEIN SA ribossomal
SIGNAL RECOGNITION PARTICLE 14KDA
TCTGTTTATC 0 4 0,032529 4,942137 -0,00081 SRP14 (HOMOLOGOUS ALU RNA BINDING PROTEIN)
GCCATAAAAT 1 5 0,0623348 | 4,0038174 | 6,3952084 SRGN SERGLYCIN Protein binding/apoptosis
GTCTGGGGCT 4 10 0,041279 | 4,598431 -3,1976 TAGLN2 TRANSGELIN 2
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A fim de se obter a ontologia dos 42 genes diferencialmente expressos, submetemos

0s genes a analise no site www.ncbi.nlm.gov/gene. Na tabela 6, estd demonstrado os dados

referentes a classificacao dos transcritos.

Tabela 6 — Ontologia dos genes diferencialmente expressos. Os genes foram classicados

segundo o Gene Ontology quanto as fungdes e processos da qual participam.

Simbolo Descrigdo HS Fungdo
CDNA CLONE IMAGE:4328048 349570 Unknown
CDNA CLONE IMAGE:5265638 129283 Unknown
TRANSCRIBED LOCUS, STRONGLY SIMILAR TO 586920 Unknown
NP_001090497.1 SOLUTE CARRIER FAMILY 25
(MITOCHONDRIAL CARRIER; OXOGLUTARATE
CARRIER), MEMBER 11 [XENOPUS LAEVIS]
TRANSCRIBED LOCUS, STRONGLY SIMILAR TO 631428 Unknown
NP _001041438.1 HYPOTHETICAL PROTEIN LOC503325
[RATTUS NORVEGICUS]
TRANSCRIBED LOCUS, STRONGLY SIMILAR TO 631491 Unknown
NP 536855.1 CYTOCHROME B [HOMO SAPIENS]
TRANSCRIBED LOCUS 625475 Unknown
CDNA FLJ44518 FIS, CLONE UTERU3002701 689535 Unknown
RED CELL ANION EXCHANGER (EPB3, AE1, BAND 3) 654584 Unknown
3' NON-CODING REGION
ABCBI10 ATP-BINDING CASSETTE, SUB-FAMILY B 17614 ATP binding,
(MDR/TAP), MEMBER 10 ATPase/transporter activity
ACSSI ACYL-COA SYNTHETASE SHORT-CHAIN FAMILY 529353 ATP/nucleotide/protein
MEMBER 1 binding,
ligase activity, metabolic
process
APEX1 | APEX NUCLEASE (MULTIFUNCTIONAL DNA REPAIR 73722 DNA/ metal ion binding,
ENZYME) 1 endonuclease activity, base
excision repair
APOC1 APOLIPOPROTEIN C-I 110675 Lipase inhibitor activity,
cholesterol metabolic process,
lipid metabolic process
ATPSB ATP SYNTHASE, H+ TRANSPORTING, 406510 Hydrolase/lipoprotein
MITOCHONDRIAL F1 COMPLEX, BETA POLYPEPTIDE receptor activity,
transmembrane transporter
activity, angiogenesis
BMSI1P5 BMS1 PSEUDOGENE 5 647203
EIF5A EUKARYOTIC TRANSLATION INITIATION FACTOR 534314 RNA binding, protein
S5A transport, transmembrane
transport, mRNA export from
nucleus, negative regulation
of apoptosis
EMP3 EPITHELIAL MEMBRANE PROTEIN 3 9999 Cell growth, negative
regulation of cell proliferation
EYA3 EYES ABSENT HOMOLOG 3 (DROSOPHILA) 706831 Chromatin binding,
chromatin modification
metabolic process,
transcription activator
GRIN2C GLUTAMATE RECEPTOR, IONOTROPIC, N-METHYL 436980 Cation channel activity,

D-ASPARTATE 2C

receptor and transporter
activity
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HMBS HYDROXYMETHYLBILANE SYNTHASE 82609 Hydroxymethylbilane
synthase activity, coenzime
binding, heme biosynthetic

process
HMGBI1 HIGH-MOBILITY GROUP BOX 1 434102 Transcription factor
activity/binding, damage
DNA binding, DNA ligation
involved in DNA repair

MAFF V-MAF MUSCULOAPONEUROTIC FIBROSARCOMA | 517617 Sequence specific DNA

ONCOGENE HOMOLOG F (AVIAN) binding, transcription factor
activity

MOG MYELIN OLIGODENDROCYTE GLYCOPROTEIN 141308 | Cell adhesion, central nervous

system development
MORF4L1 MORTALITY FACTOR 4 LIKE 1 374503 DNA repair, chromatin
modification, protein binding,
regulation of
growth/transcription
NAEIl NEDDS8 ACTIVATING ENZYME E1 SUBUNIT 1 460978 DNA replication, regulation
of apoptosis, cell cycle,
metabolic process, catalytic
activity
NO NO
MATCH MATCH
NO NO
MATCH MATCH
NO NO
MATCH MATCH
OAZ1 ORNITHINE DECARBOXYLASE ANTIZYME 1 446427 Ornithine decarboxylase
inhibitor activity, protein
binding
OCIADI OCIA DOMAIN CONTAINING 1 518750 Endossome component
PCBP2 POLY(RC) BINDING PROTEIN 2 546271 DNA/RNA enzyme protein
binding, RNA splincing,
mRNA metabolic process
RAD23B RAD23 HOMOLOG B (S. CEREVISIAE) 521640 | Damage DNA/protein, single
stranded DNA binding,
nucleotide excision repair

RHCE RH BLOOD GROUP, CCEE ANTIGENS 449968 Transmembrane transport

RPL17 RIBOSOMAL PROTEIN L17 374588 Translation elongation

RPL28 RIBOSOMAL PROTEIN L28 652114 RNA/protein binding,

translation elongation

RPL31 RIBOSOMAL PROTEIN L31 469473 RNA/protein binding,

translation elongation

RPL34 RIBOSOMAL PROTEIN L34 438227 RNA/protein binding,

translation elongation

RPL35 RIBOSOMAL PROTEIN L35 182825 RNA/protein binding,

translation elongation

RPL36 RIBOSOMAL PROTEIN L36 408018 RNA/protein binding,

translation elongation

RPSA RIBOSOMAL PROTEIN SA 449909 Receptor activity, ribosome

binding, cell adhesion

SRP14 SIGNAL RECOGNITION PARTICLE 14KDA 533732 RNA/protein binding,

(HOMOLOGOUS ALU RNA BINDING PROTEIN) response to drug
SRGN SERGLYCIN 1908 Collagen/protein binding,
apoptosis
TAGLN2 TRANSGELIN 2 517168 Protein binding
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DISCUSSAO




As sindromes talass€émicas compreendem um grupo heterogéneo de doencas
hereditdrias em que existe uma redugdo no ritmo de sintese de uma ou mais cadeias
polipeptidicas da hemoglobina. Nas talassemias [ ocorre a supressao total ou parcial da
producao de cadeias f.

Aproximadamente a metade dos alelos beta talassémicos produz talassemias pB'.
Muitos s@o mutacdes nonsense, isto €, substituicdo de bases que introduzem também um
cddon de terminacdo prematura. Como exemplo desse tipo de mutacdo, podemos citar a
troca de C—T no cdédon 39 da beta globina que produz uma proteina anormal e nao
funcional que é degradada.

Em nosso estudo, incluimos 2 pacientes talassémicos [, portadores da mesma
mutagao genética (Cd 39) mas com quadros clinicos distintos, maior e intermedidria com o
objetivo de avaliar possiveis moduladores genéticos, diferentes dos ja descritos, € que
podem estar envolvidos na gravidade da doenga.

Foram utilizadas para construgdo dos perfis INT e MAIOR, células CD34" isoladas
do sangue periférico dos pacientes e cultivadas durante 13 dias.

Apos a identificacdo dos 2718 transcritos Unicos encontrados no perfil INT e 3052
transcritos unicos no perfil MAIOR, esses trancritos foram classificados de acordo com o
banco de dados do The Cancer Genome Anatomy (CGAP) e os perfis foram comparados
entre si a fim de se obter os transcritos diferencialmente expressos. O critério para a sele¢do
dos transcritos diferencialmente expressos foi o valor de p<0,05 (AUDIC e CLAVERIE,
1997) e uma diferenca de expressdo de pelo menos 5 vezes (5 fold) entre as amostras. De
acordo com este critério, 42 transcritos foram classificados como diferencialmente
expressos, dentre os quais foram encontrados genes conhecidos, ESTs, no matches e outros
tipos de sequéncias preditas.

Os transcritos diferencialmente expressos distribuiram-se em duas situagdes distintas:
transcritos que apresentaram maior expressao no paciente talassémico P intermediario e
transcritos que apresentaram maior expressao no paciente talassémico 3 maior.

Dentre os genes que apresentaram maior expressdo no paciente talassémico [3
intermediario destacamos os genes ABCB10, HMBS, EYA3 e EIF5A.

O gene ABCBI0 (ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 10) foi

primeiramente identificado durante a andlise de transcritos na diferenciacdo de células
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GI1E-ER2 (WEISS et al., 1997) para avaliar possiveis genes alvo para o gene GATA-I
(SHIRIHALI et al., 2000). O transcrito foi isolado e caracterizado como um novo membro
da familia ABC, um grande grupo de proteinas que transporta uma variedade de diferentes
compostos através da membrana das células (HIGGINS, 1992; CROOP, 1998). Essa
proteina foi chamada de ABC me (ABC mitochondrial erythroid) expressa, particularmente,
em altos niveis nas mitocondrias dos precursores eritroides. O gene ABC me se mostrou
predominantemente expresso em células eritrdides, especialmente nos estigios finais da
maturagdo, quando o gene GATA-I ¢ essencial (WEISS er al., 1994). Em um trabalho
recente publicado por nosso grupo de pesquisa, que avaliou a diferenga de expressdo
durante a diferenciagdo de células eritroides, esse dado foi novamente confirmado, uma vez
que a expressdo deste gene mostrou-se seis vezes mais expressa na fase final de
diferenciagdo (CUNHA et al., 2010). A superexpressdo do gene ABC me em células MEL
estimuladas a diferenciagdo por DMSO, elevaram os niveis de hemoglobina nessas células,
sugerindo a participacao desse gene na sintese do grupo heme.

Em 2009, Chen e colaboradores, demonstraram que ABCBI0 interage fisicamente
com a mitoferrina, uma proteina mitocondrial que é a principal importadora de Fe'* para a
mitocondria, formando um complexo, que aumenta a estabilidade protéica e a importagdo
de Fe™ para a mitocondria. J4 em 2010, Chen demonstrou a formagdo de um complexo
oligomérico composto por ABCBI0, mitoferrina-1 e ferroquelatase, essencial para o
biossintese do grupamento heme. Um outro gene relacionado a sintese do grupo heme e que
também encontramos com expressdo elevada no paciente intermediario é o gene HMBS
(hydroxymethylbilane synthase) que € responsavel pela terceira enzima na cascata da
sintese do grupo heme. Possui dois promotores, sendo que um deles ¢ ativo somente em
células eritroides e possui grande homologia com o promotor do gene da globina 3
(CHRETIEN et al., 1988). Mutacdes nesse gene levam a porfiria aguda intermitente
(GRANDCHAMP, 1998).

Devido a grande participacdo desses genes no processo de formagdo do grupo heme,
podemos sugerir que os niveis aumentados da expressdo desses genes no paciente
talass€mico B intermedidrio contribuam para aumentar a eficiéncia na producido de heme,
aumento dos niveis de hemoglobina e consequente diminui¢do dos niveis de ferro nos

tecidos, contribuindo para o quadro intermedidrio. Ainda, de acordo com Shirihai, a

Discussdo
99



expressao aumentada do gene ABCBI0 pode ser relacionada ao gene GATA-I e ao fato de
que as cé¢lulas eritroides do paciente talassémico P intermediario consigam chegar a um
estagio final de matura¢do avancado em relagdo ao paciente talassémico 3 menor.

Ja o gene EYA (Eyes Absent) foi primeiramente descrito como um componente na
maquinaria de reguladores de transcrigdo no desenvolvimento do olho em Drosophila.
Encontramos em mamiferos 4 tipos de proteinas EYA (1-4) e sabe-se hoje, que o gene
EYA3 (Eyes Absent homolog 3) est4 envolvido no desenvolvimento de 6rgaos e tecidos dos
mais diversos organismos, atuando como um fator de transcricio (JEMC & REBAY,
2007). O EYA ¢ o primeiro exemplo de fator de transcricdo com atividade de fosfatase
intrinseca (RAYAPUREDI, 2003; TOOTLE, 2003 e LI, 2003). Krishnan e colaboradores
(KRISHNAN, 2009) mostraram que o EYA3 funciona como uma proteina tirosina fosfatase
na desfosforilagdo do residuo Tyr-142 da Histona H2A.X, atuando no reparo do DNA,
apoptose e carcinogénese. Um fato ainda a ser considerado ¢ que os genes EYAI e EYA2
foram identificados em familias hematopoéticas primordiais (TERSKIKH, 2003), porém
nada foi descrito com relacdo ao EYA3. Estudos de camundongos Knockout para o gene
EYA3 realizados por Soker e colaboradores, 2008 mostram uma leve anemia nos animais
cujo gene foi suprimido (dados ndo publicados e obtidos através de contato com o grupo
responsavel pelo trabalho). No trabalho j& anteriormente citado e realizado por nosso grupo,
Cunha e colaboradores (2010) demonstraram um aumento da expressdo desse gene durante
a proliferacdo de linhagens eritroides , indicando uma possivel participagdo deste gene na
fase final do processo de diferenciagdo. Nossos resultados indicam uma possivel correlagao
com a expressdo desse gene e o fendtipo dos pacientes e por isso hd um trabalho sendo
realizado em nosso grupo de pesquisa que visa avaliar a fung¢do deste gene através de
experimentos de inibicdo da expressdo génica e superexpressdo em linhagem de células
K562 e células CD34". Este trabalho também esta avaliando a expressdo desse gene em
reticulocitos, neutrofilos e células mononucleares de pacientes com anemia falciforme e
talassemia.

O gene EIF5A (eukaryotic translation initiation factor 5A), € o UGnico gene que
traduz uma proteina que contém um unico aminodcido hypusine. Entretanto, seus
mecanismos de agdo precisam ser melhor estudados. Sabe-se que esta envolvido em

processos de proliferagdo celular (PARK, 1998; TOME, 1996), regulacdo do transporte de
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RNAm (ROSORIUS, 1999; LIPOWSKY, 2000), apoptose (Li, 2004; THOMPSON, 2010),
traducdo protéica (HANAUSKE, 1995; JAO, 2006) e inflamacdao (MOORE, 2008). Em
2009, Flanagan e colaboradores realizaram um microarray do figado de pacientes
falciformes e talassémicos  maior com sobrecarga de ferro, dependentes de transfusdo. O
gene EIF5A se mostrou subexpresso em comparagdo as amostras de pacientes com baixa
concentragdo de ferro no figado. Nossos resultados mostraram discordancia entre os
métodos de avaliacdo da expressdo desse gene, porém, quando avaliamos a expressdo pelo
método da qRT-PCR, considerado um método “gold standard” para avaliagcdo de expressdo
génica, observamos que o paciente talassémico [ maior tem uma expressao diminuida em
relagdo ao paciente talassémico [ intermedidrio, corroborando com os resultados
apresentados por Flanagan.

Entre os genes que apresentaram maior expressao no paciente talassémico § maior
encontramos uma relacdo interessante envolvida em reparo de DNA entre os genes:
HMGBI, RAD23B, APEX1 e PCBP2.

O gene HMGBI (high-mobility group box 1) codifica uma proteina multifuncional
que media uma variedade de processos, dentro e fora da célula, como regulacdo da
transcri¢ao (SINGH, 1990), remodelamento de cromatina (BONALDI, 2002) e inflamagao
(WANG, 1999). Em 2009, Lange e colaboradores realizaram experimentos com células
HeLa CCLA4, irradiadas com radiacdo UVA 365nm para avaliar qual seria o papel do gene
HMGBI no processo de reparo do DNA. Os resultados mostraram que o gene HMGBI
aumenta as interacoes com o gene RAD23B (RAD23 homolog B (S. cerevisiae)), gene que
codifica uma proteina envolvida no reparo por excisdo de nucleotideo (NER), ou seja,
processos de reparo do DNA, sugerindo a forma¢do de um complexo atuando nas células
danificadas pela radiagao.

Outro gene também encontrado mais expresso na biblioteca MAIOR foi o gene
APEXI (APEX nuclease (multifunctional DNA repair enzyme) 1, que faz parte do processo
de DNA reparo por excisdo de base (BER). Esse gene codifica uma proteina multifuncional
que regula a apoptose e ¢ induzida por espécies reativas de oxigénio (ROS) (ROBERTSON
et al., 1997). Sabe-se que, os pacientes portadores de talassemia beta possuem niveis

elevados de ROS e que isso contribui para a patogenia da doenca (NAGABABU, 2000).

Discussdo
101



Experimentos realizados com células CD34+ knockdown para o gene APEXI
apontam para uma diminuicdo na produgdo de progenitores hematopoéticos primitivo e
definitivo e que talvez, esse gene possa exercer um papel regulador durante a
eritromielopoese normal (ZOU, 2007).

De posse desses dados, podemos sugerir que a expressao elevada desses genes no
paciente portador de talassemia J maior se deve ao grande niimero de eventos que causam
danos as células desses pacientes, como o elevado nivel de espécies reativas de oxigénio, a
eritropoese ineficaz, a precipitagdo das cadeias a livres, causando danos a membrana dos
eritrocitos e diminuindo a vida média dessas células. Sendo assim, a expressao desses genes
estaria ligada ao fato de que ha, nesses pacientes, um maior dano celular decorrente do seu
estado clinico grave em comparag¢do ao paciente talassémico f intermediario.

Outro dado interessante encontrado nesse estudo ¢ o aumento da expressao do gene
PCBP2. Foi sugerido que esta proteina seja parte de um complexo de ligagdo a uma
sequéncia especifica na regido 3° do RNA mensageiro para a globina que € rica em citosina
e responsavel pela ligagdo a ribossomos para a formacdo da proteina. Estudos mostraram
que delegdes nesta regido estdo associadas com a instabilidade do RNAm da a globina,
resultando em sua degradacdo antes da formagdo da proteina (WEISS, 1994; WEISS, 1995;
WANG et al., 1995). Nossos resultados mostram uma diferenga na expressao deste gene
entre os pacientes, duas vezes superior no paciente talassémico 3 maior. Como os dados de
literatura sugerem que este gene esteja associado com maior produgdo de a globina, o
aumento da expressdo observado poderia influenciar um aumento na producdo desta
proteina que ira precipitar nos eritrocitos, lesando as hemacias e provocando um quadro de
hemolise mais acentuado no paciente de clinica mais grave. No momento, estamos
aprofundando os estudos para verificar a funcdo desse gene para tentar correlaciond-lo com
o fenétipo da doenca.

Assim, neste trabalho, identificamos a expressao diferencial de novos genes que
podem atuar como moduladores genéticos nesta hemoglobinopatia, levando genotipos
iguais a expressarem fenotipos diferentes. Esses resultados necessitam de um melhor
aprofundamento, com experimentos que inibam e aumentem a expressao de cada um desses
genes, em cultura de células B talass€micas e normais, com o objetivo de avaliar sua fungao

e indicar potenciais alvos terapéuticos.
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CONCLUSAO




O transcriptoma entre os fendtipos de talassemia B maior e intermediaria ¢ muito
semelhante, uma vez que um pequeno grupo de genes foi encontrado como
diferencialmente expresso.

Nesse grupo, demonstramos que existe uma possivel relacao entre alguns genes: o
aumento de expressao dos genes ABCB10 e HMBS no paciente talassémico 3 intermediario
sugere uma possivel relacdo com o aumento da eficiéncia da producdo de heme e
consequente aumento dos niveis de hemoglobina. J4 o aumento de expressdo de genes
relacionados a reparo de DNA no paciente com talassemia 3 maior (APEXI ¢ HMGBI)
corroboram o achado com os frequentes danos causados as células desses pacientes pelas
sucessivas hemolises causadas por diferentes eventos como estresse oxidativo, precipitagdo
de o globina e danos & membrana. Outros dois genes promissores também foram
identificados nesse estudo, o gene EYA3, que se mostrou mais expresso no paciente
talass€émico P intermediario e parece ter uma relagdo importante com a diferenciagdo
eritroide e o gene PCBP2, que tem influéncia na estabilidade do RNA mensageiro de a
globina.

Assim os resultados desse trabalho contribuem para um melhor entendimento dessa
hemoglobinopatia e sugerem novos genes que podem estar envolvidos nos diferentes

fendtipos observados.
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Abstract

Objectives: Erythroid differentiation is a dynamic
process in which a pluripotent stem cell undergoes a
series of developmental changes that commit it to a
specific lineage. These alterations involve changes in
gene expression profiles. In this study, gene expres-
sion profiles during differentiation of human ery-
throid cells of a normal blood donor were evaluated
using SAGE.

Materials and methods: Global gene expression was
evaluated in cells collected immediately before addi-
tion of erythropoietin (0 h) and 192 and 336 h afier
addition of this hormone. Real-time PCR was used to
evaluate activation of differentially expressed genes.
Results: The data indicate that global aspects of the
transcriptome were similar during differentiation of
the majority of the genes and that a relatively small
set of genes is probably involved in modification of
erythroid cells during differentiation. We have identi-
fied 93 differentially expressed genes during ery-
throid development, and expression of some of these
was confirmed by qPCR. Various genes including
EYA3, ERH, HES6, TIMELESS and TRIB3 were
found to be homologous to those of Dmwsophila mel-
anogaster and here are described for the first time
during erythroid development. An important and
unique carboxypeptidase inhibitor described in mam-
malians, LAN, was also identified.

Concliusions: The results of this study amplify previ-
ously published data and may contribute to compre-
hension of erythroid differentiation and identification
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of new target genes involved in some erythroid con-
ceming diseases.

Introduction

Haematopoiesis is maintained by pluripotent, long-term
repopulating stem cells that generate progenitors capable
of differentiating into all three haematopoietic lineages.
Erythroid cell maturation, known as erythropoiesis, is
mediated by a combination of regulatory proteins acting
in concert. These direct development of progenitor cells
into mature erythrocytes, which are one of the most highly
specialized cell types in the human body (1,2). This
process can be reproduced in an in vite study using a
two-phase liquid culture. Using this technique, stem cells
differentiate into erythroid cells by addition of the
hormone erythropoietin (EPQO) in the culture (3).
Extensive studies have led to a considerable under-
standing of the cellular and molecular control of haemo-
globin production during red blood cell differentiation
(4-7); however, identification of the genes expressed as
part of the erythroid differentiation programme remains an
important goal because of the insights that these data will
bring to erythrocyte biology and disease (8). One of the
first studies evaluating gene expression in human erythroid
cells was carried out by Gubin ef al. (9). These authors
made a subtractive library before and after addition of
erythropoietin in a two-phase liquid culture, and obtained
a transcriptional profile of genes arising only in response
to EPO. Following this study, several related ones on simi-
lar themes evaluated global gene expression in haesmato-
poietic stem cells (10-13) and in reticulocytes (14,15).
Using a microamray strategy, Komor et al. (16) evalu-
ated gene expression during differentiation of erythroid
cells, megakaryocytes and platelets. This work identified
several genes that were differentially expressed during
differentiation of cells. However, during microarray analy-
sis, knowledge of presence and sequence of genes to be
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analysed is required and, thus, only genes spotted on
slides are studied, making it difficult to find new genes not
evaluated in the analysis (17).

Although several studies have been performed on hae-
matopoietic cells, global gene expression during erythroid
differentiation has been poory evaluated. As such, identi-
fication of all genes expressed as part of the erythroid
differentiation programme remains an important goal (8).

Here, we report global gene expression during differ-
entiation of human ervthroid cells from a normal blood
donor, in a two-phase liquid culture, using Serial Analysis
of Gene Expression (SAGE) (18). Global gene expression
was evaluated in cells collected immediately betore addi-
tion of erythropoietin (0 h) and 192 and 336 h after addi-
tion of this hormone. We identified 93 differentially
expressed genes and development and expression of some
of these genes was confirmed by qPCR.

Our data amplify previously published research and
will contribute to understanding the pattern of gene
expression during erythroid differentiation. In addition,
these results contribute to the comprehension of erythroid
differentiation and identification of new target genes
involved in haematopoietic diseases.

Materials and methods

Ervthroid cell cultures

Blood from normal volunteers was cultured using a two-
phase liquid culture procedure, as described previously
(3). Briefly, mononuclear cells were isolated from periph-
eral blood samples by centrifugation over a Ficoll-
Hypaque gradient and cultured for 7 days (phase 1) in
IMDM medium (Invitrogen, Rockville, MS, USA)
supplemented with 20% foetal calf serum (Invitrogen},
1 pg/ml cyclosporin A (Sandoz, Holzkirchen, Germany)
and 10% conditioned medium, collected from culture of
the human bladder carcinoma 5637 cell line. Cells were
incubated at 37 °C in an atmosphere of 5% CO, and 92%
extra humidity, After 7 days, non-adherent cells were
harvested and re-cultured in phase II medium, IMDM
supplemented with 30% foetal calf serum (Invitrogen),
1% deionized bovine serum albumin (BSA: Sigma, St
Louis, MO, USA), 1075 i 2-mercaptoethanol (Sigma),
1.5 nmol/1 glutamine (Invitrogen), 300 pg iron-saturated
trmnsferrin (Sigma), 107% M dexamethasone, 5 ng/ml
human stem cell factor (SCF; Calbiochem. Darmstadt,
Germany), | U/ml human recombinant erythropoietin
(Cilag, Beerse, Belgium), 2.5 pg/ml funzigone (Invitro-
gen), 50 pg/ml streptomycin (Invitrogen) and 25 pg/ml
ghitamicin (Invitrogen). Cell samples were collected from
phase II cultures at 0, 192 and 336 h after erythropoietin
addition. Cell numbers and viability were determined by

trypan blue exclusion. Samples of 5 x 10° cells were pel-
leted and resuspended in Trizol (Invitrogen) and stored at
—80 °C for total RNA extraction and cDNA synthesis.
For morphological analyses of cell differentiation stages,
cytospin slides were prepared and stained with Leish-
man’s stain before examination using an Eclipse E-600
microscope (Nikon, Tokyo, Japan) with Image Pro-
Express 4.0 software (Media Cybemetic, Bethesda, MD,
USA).

RNA extraction

Total RNA was extracted with TRIzol reagent (Invitrogen,
Rockville, MS, USA), according to the manufacturer’s
protocol. Samples were quantified using a NanoDrop ND-
1000 spectrophotometer (NanoDrop Technologies Inc,
Wilmington, DE, USA).

SAGE libraries and data analysis

Libraries were constructed using the I-SAGE kit (Invitro-
gen) with Mg II1 enzyme, as described by the manufac-
turer. To produce libraries, 10 ug of total RNA was
prepared. Sequencing was carried out in a Dynamic ET
Terminator cycle sequencer (GE Healthcare, Uppsala,
Sweden) and MEGA-BACE automated DNA sequencer
(Amersham Pharmacia, Bucks, UK). Vector sequences
were trimmed with Phred/Phrap software. Automatic tag
detection and differential gene expression analyses were
performed using eSAGE software v1.2 (19). Only tags
presenting P < 0.01 and fold =10 between comparisons
were considered to be differently expressed. Data bank
‘Best Gene for a tag’, from SAGEGenie, CGAP (http://
cpap.nci.nih gov/SAGE), downloaded on April 2007, was
used for tag-to-gene mapping. According to their identifi-
cation, tags were further classified as ‘no match’ (no
correspondence found in the data bank), *known genes’ or
‘putative genes/proteins’, including ESTs (expressed
sequence tags), ORFs (open reading frames), cDNA
clones and hypothetical proteins. Functional classification
of transcripts was performed according to Gene Ontology
Consortium  criteria  (http://www.geneontology.org).
Hierarchical clustering analysis by Spearman’s confidence
correlation was used to identify gene clusters. The
separation ratio was setat (.5,

Quantitative real time polymerase chain reaction

RNA samples were subjected to DNAse I treatment
(Invitrogen) and reverse transcription using SuperScript
I (Invitrogen). Primers were designed using PrimerEx-
press™ programme (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA) (Table 81). Ideal concentration for use was

£ 2010 Blackwell Publishing Lid, Cell Prolferation, 43, 207-309.
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determined for each pair of primers and amplification
efficiency was calculated according to the equation
E-1/59re) o confirm accuracy and reproducibility of the
reactions (Table S1). Amplification specificity was
verified by running a dissociation protocol. Quantitative
real time polymerase chain reaction (qRT-PCRs) were per-
formed in duplicate, using 12.5 pul SYBR Green Master
Mix (Applied Biosystems), 25 ng ¢cDNA and ideal quanti-
ties of each primer, in a final volume of 25 pl. Samples
were run in MicoAmp Optical 96-well plates (Applied
Biosystems) in a 5700 Sequence Detection System
(Applied Biosystems). To walidate SAGE profiles,
GAPDH was used as a reference gene. Gene expressions
in SAGE samples are presented as mean + SEM.

Resulis

We performed a large-scale gene expression study of ery-
throid differentiation using SAGE. Samples of cultures
were collected at 0 (SAGE-OH), 192 (SAGE-192H) and
336 (SAGE-336H) hours after erythropoietin addition and
typical morphology was detectable during cell differentia-
tion (Fig. S1). Cells were collected at these points and
their RNA was prepared for SAGE library construction.

After sequencing and tag extraction, 30 512 tags for
SAGE-0H, 30 117 tags for SAGE-192H and 30 189 for
SAGE-336H profiles were generated, representing
12 026, 11 709 and 11 337 unique tags respectively. Iden-
tification of tags in the libraries demonstrated that 28%,
26.2% and 26.7% respectively, had no correspendence in
the data bank (no matches) and could represent novel
genes. A complete list of tags is available for download at
http://www.lge.ibi.unicamp.br/~anderf.

To investigate reliability of the profiles designed by
SAGE, we arbitranly selected 18 genes to be studied by
gRT-PCR in the same samples used to generate the
libraries. Both techniques were consistent in identifying
expression of 17 of 18 genes studied (HB4, HBB, HBG,
RNAsel, TIMPI, TIMP2, LYZ, B2M, MMPY, NFEZ,
AHSFP, 510048, S10049, BCR, GATAI, PFNI and CE-
BPB). Only expression of the ST4T54 gene demonstrated
discordant results between the techniques (Fig. 1).

For subsequent analysis, only tags present at least five
times in one of the libraries were considered (20-22).
Using these data, expression profiles of libraries were
compared using the Gene Ontology Consortium Database.
Most abundant genes expressed at the beginning of differ-
entiation were found to be related to various pathways
including immune response, lysozyme activity, iron
homeostasis, cell proliferation and apoptosis. At 192 h
after erythropoietin addition, the most abundant genes
were related to ribosomal activity, reflecting intense and
dynamic protein production in this intermediate phase. At

@ 2010 Blackwell Publishing Ltd, Call Praliferarion, 43, 297-309,
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the end of differentiation we observed high expression of
genes involved in haemoglobin synthesis, such as HBA,
HBE and HBG, and these represent the most expressed
proteins in reticulocytes and in red cells. Summaries of
the most expressed genes in each library are described in
Table 1.

Difterential gene expression between the libraries was
turther analysed using P < 0.01 criterium, and fold higher
than 10 to select tags that presented differential expression
with a statistically significant level. Ninety-three genes
were identified and these were hierarchically clustered by
Spearman’s confidence correlation, with a separation ratio
set at 0.5. We identified 32 up-regulated genes in the OH
library, 29 in 196H and 32 in 336H (Fig. 2). Tag number
tfound for each gene is displayed in Table 2. Differentially
expressed genes were categorized by Molecular Function
and Biological Process using the gene ontology consor-
tium. At the beginning of differentiation (OH), processes
such as cell adhesion, cell proliferation, cell development
and apoptosis regulation were found to be up-regulated.
After 192 h of erythropoietin addition, processes like
structural constituents of nbosomes, transcription factor
activity and RNA polymerse II activity were up-regu-
lated. At the end of differentiation, these processes were
down-regulated and cells demonstrated restriction of
expression of pathways, like transport, biosynthetic pro-
cesses, oxygen binding pathways plus ion, tetrapyrrole,
nucleotide, protein and cofactors (Fig. $2).

Of the differentially expressed genes, we found
several with homology to Drosaphila melanogaster genes
(Fig. 3). These genes have been identified in humans,
however, most of them do not have any function yet
described. We also found high expression of TIMELESS,
HES6, EYA3, ERH and TRIB3 genes during the intermedi-
ate phase and at the end of differentiation.

To understand whether expressions of these genes are
related to erythroid lineage expression, we evaluated them
in further two-phase liquid cultures (Fig. 4a) and in
CD34+ culture (Fig. 4b). CD34+ cell culture was used as
contamination with other cell types such as lymphocytes
and monocytes/macrophages is lower than that seen in
two-phase culture and all cells are committed to the
erythroid lineage. Results confirmed SAGE data in both
cultures and demonstrated that probably, differences
observed are related to erythroid lineage and not to other
cell types. We also evaluated expression of LXN gene, the
only known carboxypeptidase inhibitor in mammals (23),
because its expression was observed only after the inter-
mediate stage of differentiation and was lower at the end
of differentiation.

To verify whether expressions of these genes were
ubiquitous, we also evaluated them in several tissues
using a ¢cDNA tissue library (Clontech Laboratones Inc.,
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Figure 1. Validation of SAGE techinique — eighteen genes arbitrarily selected for study by qRT-PCR in the same samples used to generate

libraries. Results showed a 25% concordance (17 of 18).

Mountain View, CA, USA). We observed high expression
of EYA3 and LXN in bone marrow, and for genes ERH,

Discussion

TRIB3 and TIMELESS, we observed high expression in  Gene expression during erythroid differentiation is poorly
other haematopoietic islands such as placenta and liver.  understood. Study ofthe global pattern of gene expression
Exceptionally, expression of HES6 gene was not observed  that accompanies erythroid differentiation could help
in these tissues and highest expression was observed in improve understanding of erythroid-specific mechanisms
intestine and brain (Fig. 5).

@ 2010 Blackwell Publishing Lid, Cell Prolferation, 43, 297-309,
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Table 1. The most expressed genes (more than 100 copies) in OH, 192 and 336H library respectively

Tag 0H 192H 336H Hs Symibol Description Ontology
GOGCATCTCT 203 32 39 Hs.520048 HLA-DRA  Major histocompatbility complex, Immine response
class I, DR alpha
ATCAAGAATC 238 26 27 Hs. 14623 IF130 Interferon, pamma-inducible protein 30 Lysozyme activity
ATGTAAAAAA 353 7 45 Hs. 524579 LYZ Lysozyme (renal amyloidosis) Lysozyme sctivity
GTTGTGUGTTA g 131 166 Hs 534255 BIM Beta-2-microglobulin Imrmiine response
COCTGGOGTTC 36l 113 156 Hs. 433670 FTL Ferritin, light polypeptide Cellular iron jon homeostasis
TTOGGGTTTC 386 274 458 Hs 524910 FTHIL Ferritin, heavy polypeptide 1 Cellular iron jon homeostasis
GTTCACATTA 420 29 116 Hs. 436568  CD74 CD74 molecule, major histocompatibility  Cell proli feration/ne gative
complex, class 1 invariant chain regulation of apoptosis/ signal
transduction
GAAATACAGT 648 12 148 Hs. 67201 MNTSC ¥, 3"nucleotidase, cytosolic 5 -nucleotidase activity
GOATTTGGOC 174 152 10 Hs 437594 TSPAN4 Tetraspanin 4 Membrane fraction
CACAAACGGT 140 1] 71 Hs. 504517  TSPANY Tetraspanin 9 Membrane fraction
TTGGTGAAGG 169 15 45 Hs 522584  TMSB4X Thymosin, beta 4, X-linked Cytoskeleton organization
and biogenesis
CTGACCTGTG 128 26 50 HsJ7961  HLA-B Major histocompatibility complex, Immune response
chss LB
CCACTGUACT 139 a2 46 He 107003 CCONBIIP]  Cyclin B intemcting protein 1 Apoptosis
ACATTCTTIT 103 21 41 Hs. 190495 GPNMB Gilycoprotein (transmembrang ) nmb Negative regulation of
cell proliferation
AGGGCTTOC A 105 99 43 Hs. 534404 RPLID Ribosomal protein L 10 Ribosomal subunit
GTGAAACCCC 107 62 86 Hs. 590913 PAFAH2 Platelet-activating factor Phospholipid binding
acetylhydrolase 2, 40 kDa
AGTTTCTTGT 108 33 45 Hs 647419 CD6E C D68 molecule Transmembrane glycoprotein
CCTGTAATCC 108 34 50 Hs. 591920 NT5C2 F-nucleotidase, cytosolic 11 S-nucleotidase activity
COCATCGTCC 192 279 102 Hs. 559716 Transcribed locus, weakly similar to RMNA/protein binding
XP_220207 .3 similar to sering/
arginine mpelitive matrix 2
| Ratties mrowve griciis |
GAGGOGAGTTT 151 191 o8 Hs.523463 RPL2TA Ribosomial protein L27a Ribosomal subunit
GAAAAATGGT BD 183 B0 Hs 445909 RPSA Ribosomal protein SA Ribosomal subunit
GO ATAATAGH 130 178 B9 Hs 381123 RPL2] R ibosomal protein L21 Ribosomal subunit
CTGGGTTAAT 96 172 135 Hs 438428 RPS1Y Ribosomal protein 519 Ribosomal subunit
ATAATTCTTT 153 174 120 Hs. 156367 RPS29 Ribosomal protein S29 Ribosomal subunit
GOOCTGGGOHT 85 163 T2 Hs. 425125  RPL2Y Ribosomal protein L29 Ribosomal subunit
TTGGTCCTCT 116 1449 105 Hs 632705  RPL41 Ribosomal protein 141 Ribosomal subunit
TTCAATAAAA 92 145 71 Hs.356502 RPLP1 Ribosomal protein, large, F1 Ribosomal subunit
CAATAAATGT 91 141 71 Hs. 558601  RPL37 Ribosomal protein L37 Ribosomal subunit
TGCACGTTTT 92 141 70 Hs.265174 RPL32 Ribosomal protein L.32 Ribosomal subunit
TOGTGTTOAGA 125 135 B0 Hs.644639  EEF1AI Eukaryotic translation elongation Translational
factor | alpha 1 elongation/ (T Pase activity
TAATAAAGGT 72 130 65 Hs.512675 RPSE Ribosomal protein S8 Ribosomal subunit
TGTACCTGTA 43 111 61 Hs. 524350  TUBA3 Tubulin, alpha 3 Microtubule-based
movement/GTPase activity
GCAMAGAAAGT 36 253 1391 Hs 523443 HBB Haemoglobin, beta Haemoglobin synthesis
CTTCTTGOCC 200 147 1264 Hs 449630  HBAI Haemoglobin, alpha 1 Haemoglobin synthesis
COCAACGCGC 7 26 473 Hs 449630 Haemoglobin, alpha 1 Haemoglobin synthesis
TAGGTTGTCT 198 191 21 Hs 37459  TPTI Tumour protein, translatonally Anti-apoptosis, celhu kar
controtled 1 calcium ion homeostasis
ATGCAGAGET 4 120 178 Hs.295459  HBCGI Haemoglobin, gamma A Hasmoglobin synthesis
ATTCAGAGCT 2 105 153 Hs 295459 Hasmoglobin, gamma A Haemoglobin synthesis
TTAACCCCTC 5 56 130 His, 78224 RMASE] Ribonoclesse; RNase A family, RMA binding”

1 (pancreatic

endonuclease activity

that are required for optimal function of erythrocytes and
therefore, identify targets for treatment of erythrocyte dis-

orders (8).

@ 2010 Blackwell Publishing Ltd, Call Proliferation, 43, 207-304.

To understand this mechanism, global gene expres-
sion during erythroid differentiation was evaluated using
SAGE. By this strategy, 93 genes were identified that
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HEM Figure 2. Cluster analysis of differentially
ITLNY expressed genes associated with ervthroid
differentiation. Three clusters were found
according to up-regulation of each stage of
development. Colour code: blue, low expression;

; red, high expression. Intensity of colour reflects

e e P reliability of expression data.

£ 2010 Blackwell Publishing L, Ceil Prolfferation, 43, 297-309,
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Muodtfication of cells during ervifrotd differentiation 303
Table 2. Diferentially expressed genes found during ervthroid development
Number of tags

Ciene symbol Hs number Description OH 192H 336H
Mo Match 1 3 107 0
MNo Match 2 1 14 [t}
No Match 3 [t} 10 [t}
No Match 4 Hs 605719 CDNA clone IMAGE:3927515 10 1 [t
No Match 5 Unclustered ESTs 1] (1] 25
No Match & Hs 623908 Transcribed bocus, strongly simitar to XP_001072910.1 similar to 1] 0 15

Oligodendrocyte transcription factor 3 (Oligo3 ) -(Oligodendrocy te-

specific bHLH trmnscription factor 3)(Basic helix-loop-helix

domam-contaming class B protein 7) | Ratfus norvegicus)
No Match 7 0 0 13
No Match 8 Unclustered ESTS [t 3 36
Mo Match 9 0 0 11
ALAS2 Hs. 522666 Aminolevulinate, delta-, synthase 2 (siderob lastic/hypochromic [t} ¥ 71

anaemia)
ANKI1 Hs 4915358 Ankyrin 1, ervthrocytic 1} 1% 25
ARPCIB Hs 489284 Actin-related protein 243 complex, subunit 1B, 41 kDa 18 1 o
ATP3(1 Hs BO9E6 ATP synthase, Fi+ transporting, mitochondrial FO complex, 2 10 0

subunit C1 {subunit 9)
BDNFOS Hs. 577179 Brain-derived neurotrophic factor opposite steand 2 20 5
BTG Hs. 255935 B-cell wansiocation gene 1, antiproliferative 38 5 149
Cllorfl7 Hs 131180 Chrompsome 11 open reading frame 17 10 1 &
C1%ortaR Hs. 256301 Chromosome 19 open reading frame 48 1] 9 1
C19orft Hs. 515003 Chromosome 19 open reading frame 6 10 1] 0
Cl0BP Hs 553866 Complement component 1, g subcomponent binding protem 3 12 15
CAl Hs. 23118 Carbonic anhyd mse 1 [t 21 6l
CAPG Hs.516155 Capping protéin (actin filament), gelsolin-like 41 3 B
CCDCin4 Hs. 112645 Coiled-coil domam containing 114 11 1 0
CCLI8 Hs. 143961 Chemokine (C-C motif) ligand 18 (pulmonary and 12 1 [

sctivation-regulated)
oCL2 Hs 303649 Chemokine (C-C mouf) ligand 2 17 1 0
CCLS Hs. 514821 Chemokine (C-C motif) ligand 3 11 0 0
CCTeA Hs.82916 Chaperonin-containing TCP1, subunit 6 A (zeta 1) 2 10 1
D44 Hs. 502328 CD44 molecule (Indian blood group) 1o o [t}
CECRI Hs, 170310 Cat eye syndrome chromosome region, candidate 1 17 1 9
C5TB Hs 695 Cystatin B (stefin B) 33 5 13
CTSH Hs. 148641 Cathepsin H 20 0 b
CYBA His 513803 Cytochrome b-245, alpha polypeptide 14 1 0
CYBASC3 Hs.22546 Cytochrome b, ascorbate dependent 3 18 1 0
CYP27AI Hs.516700 Cytochrome P450, family 27, subfamily A, polypeptide 1 19 1 0
EGRI Hs 326033 Eady growth response 1 0 1 1
ERAF Hs.274309 Erythroid associated factor 1 20 45
EYA3 Hs. 185774 Eyes absent homologue 3 (Drosophila) 1 7 69
FADS2 Hs 502745 Fatty acid desaturase 2 [t} 10 1
FCGRT Hs, 111903 Fc fragment of 1g(i, receptor, transporter, alpha 21 4 9
FCNI Hs 440898 Ficolin (collagen /fibrinogen domam containing) 1 18 1] 1]
FKBP5 Hs 407190 FK506 binding protein 3 1 19 12
GDF15 Hs 616962 Growth differentiation factor 15 0 0 11
GIPC1 Hs 631639 GIPC PDZ domain containing family, meémber 1 1 11 4
GYPrC Hs 59138 Glvecophorin C (Gerbich blood group) 0 10 20
HAF3A Hs.533624 H3 histone, family 3 A 11 23 a5
HB Al Hs 449630 Heemoglobin, alpha 1 [t 176 1780
HEB Hs. 523443 Heemoglobin, beta &1 270 1489
HE(I1 Hs 295459 Haemoglobin, gamma A [ 225 332
HEM Hs.647389 Haemoglobin, mu 1] 0 15
HLA-DQAI Hs 387679 Major histocompatibility complex, class 11, DO alpha 1 39 3 5

4 2010 Blackwell Publishing Ltd, Call Proliferation, 43, 207-304.
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Table 2. (Coniinued)

MNumber of tags
Gene symbol Hs number Description OH 192H 336H
HLA-DRA Hs. 520048 Major histocompatibility complex, class 11, DR alpha 10 1 1
HMGN] Hs 356283 High-mobility group nucleosome-binding domain 1 5 13 1
IGHG1 Hs. 510635 Immunoglobulin heavy constant gamma 1 (G 1m marker) 11 2 6
ILB Hs 443948 Interleukin § 42 11 73
ILF3 Hs 4638 85 Interleukin enhancer binding factor 3, 90 kDa 1 10 2
ITLN1 Hs 50813 Intelectin 1 (galactofuranose binding) o 0 10
KCNH2 Hs. 647099 Potassium voltage-pated channel, subfamily H (eag-related), member 2 1] 20 4
KHSRP Hs. 646750 KH-type splicing regulatory protein (FUSE binding protein 2) 1 10 3
KIAALT2T Hs. 132629 KIAAL T27 protein o 1 13
LIPA Hs. 643030 Lipase A, lysosomal acid, cholesterol esterase (Wolman disease) 10 1 1
LOC388588 Hs 22047 Hypothetical gene supported by BCD35379; BCO42129 1 13 59
LOC399761 Hs 647203 Hypothetical protein LOC3 99761 23 1] 1
LOCT30200 Hs. 553015 Hypothetical protein LOCT 30200 17 o
LXN Hs 478067 Latexin 0 15 5
LYZ Hs 524579 Lvsozyme (renal amyloidosis) 280 38 45
MGC46TT Hs 246688 Hypothetical protein MGC4677 1 15 0
MMP9 Hs 297413 Matrix metallopeptidase 9 (gelatinase B, 92 kDa gelatinase, 92 kDa 16 o o
type IV collagenase)
NDUFA3 Hs. 198260 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex, 3, 9 kDa 3 9 1]
NOP3/NOP3E Hs 471104 Nucleolar protein NOP5/NOPSS 2 15 i
NUDT4 Hs 591008 Nudix (nucleoside diphosphate-linked moiety X)-type motif4 o 3 57
PLA2GT Hs. 584823 Phospholipase A2, proup V11 (platelet-activating factor o 1 2
acetylhydrolase, plasma)
PRG1 Hs, 1908 Proteoglycan 1, secretory granule 12 1 2
PRSS1 Hs 622865 Protease, serine, 1 (trypsin 1) 3 1 1
PSAP Hs. 523004 Prosaposin (variant Gaucher disease and variant metachromatic 111 14 41
lenkodystrophy)
PSMAZ Hs.333786 Proteasome (prosome, macmpain) subunit, alpha type, 2 1 10 2
REX(2 Hs. 7527 REX2, RNA exonuclease 2 homologue (S cerevisiae) o 12 14
RHAG Hs. 1209 50 Rh-associated plycoprotein 0 12 28
RMNASEI Hs. 78224 Ribonuclease, RNase A family, 1 (pancreatic) 5 56 130
RPLIZLI Hs 380933 Ribosomal protein L22-like 1 o 11 1
SELENEP1 Hs. 632460 Selenium-binding protein 1 o L] 12
SLCI12A9 Hs 521087 Solute camier family 12 (potassium/chloride transporters), 2 24 14
member 9
SLC25A37 Hs. 122514 Solute camier family 25, member 37 0 2 23
SNHGS Hs 292457 Small nucleolar RNA host gene (non-protein coding) 5 3 27 4
S0D2 Hs 487046 Supemnxide dismutase 2, mitochondrial 10 1 1
STKIll Hs. 515005 Serine/threonine kinase 11 1} 1 10
TINP1 Hs 482526 TGF beta-inducible nuclear protein 1 3 10 1
TPSABI Hs 405479 Tryptase alpha‘beta 1 o 45 11
TRIB3 Hs 516826 Tribbles homologue 3 (Drosophila) o 1] 11
TSPANILT Hs. 532129 Tetraspanin 17 2 9 1
TYMS Hs. 592338 Thymidylate synthetase o 13 7
UBE2D3 Hs 518773 Ubiquitin-conjugating enzyme E2D 3 (UBC4/5 homologue, veast) 0 1 10
UQCRQ Hs. 146602 Ubiquinol-cy tochrome ¢ reductase, complex 111 subunit VIL, 9.5 kDa 4 9 1
VAV Hs 369911 Vav 2 oncogene 1 12 1]
WDR36 Hs 533237 WD repeat domain 36 o 3 iz

presented differential expression at statistically signifi-
cant levels. As such, these genes may easily be involved
in several important processes that lead to differentia-
tion of haematopoietic stem cells into erythrocytes and
may constitute therapeutic targets for haematopoietic
diseases.

Several genes found in this study as differentially
expressed are well described in the literature; these
include ALAS2, ANKI, GDF15, NUDT4 and AHSP
(16,24), and validate the results found in our libraries. In
addition, some genes are described for the first time.
Among them, an interesting finding was presence of some

© 2010 Blackwell Publishing Lid, Cell Pro{feration, 43, Z97-3009.
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Figure 3. Cluster analysis of 15 differentially expressed genes
homologous to D). mefanogaster found during ervihroid differentia-
tion. These genes have been identified in humans; however, most of them
do not have any described function. Genes HESS, EYA3, ERH and TRIB3
were found with high expression at the end of differentiation, while
TIMELESS showed high expression in the intermediate phase. With the
exception of ERH, expression of these genes were hardly observed at the
beginning of differentiation. Intensity of colour reflects reliability of
expression data,

genes homologous to genes of D. melanogasier and that
were highly and differentially expressed during erythroid
differentiation here (Fig. 3). Most differentially expressed
genes were TIMELESS, TRIB3, E¥A3, HES6 and ERH
identified in humans, but some of them do not have any
described function in people and none has been reported
during erythroid differentiation.

Timeless protein is mainly known for its essential role
in circadian rhythm in Drosophila; however, a recent
study in humans suggests an intimate connection between
the circadian cycle and DNA damage checkpoints that is
partly mediated by Timeless protein. Timeless protein
interacts with Chkl kinase, which regulates DNA dam-
age-induced G>/M arrest and is mainly activated by
BRCAI1 (25,26). The gene was also identified among a
common prognostic signature of 29 genes that are associ-
ated with patient survival in breast cancer (27) and as a
candidate to predict response to tamoxifen, the most com-
mon endocrine agent used to treat women at all stages of
breast cancer (28). To date, there are no studies demon-
strating the relationship of this gene with erythropoiesis,
and our data suggest its participation during erythroid
maturation, as increase in its expression was observed
from the intermediate stage of differentiation onwards,
being more evident in CD34+ cells (Fig. 4).

Tribbles 3 homologue (TRIB3), is a putative protein
kinase that, in Drosophila, appears to play a role in

@ 2010 Blackwel Publishing Ltd, Call Prodiferation, 43, 297309,
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Figure 4. Gene expression of selected genes during eryihroid differ-
entiation. Gene expressions of six selected penes were evaluated by
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identified by SAGE analysis. The pattern observed in SAGE libraries is
displayed together with two-phase culture.
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regulation of the cell cycle and cell migration. In mam-
mals, TRIB3 was initially cloned as an inducible gene in
neuronal PC-3 cells following NGF withdrawal. The pro-
tein 1s emerging as a negative regulator of various signal
transducers and has been implicated in several processes,
including apoptosis regulation, cell survival, regulation of
adipocyte differentiation and insulin resistance {29-32),
and also acts as an important participant in tumour cell
growth (33). Overexpression of this gene at the end of ery-
throid differentiation (Fig. 4) demonstrates that this pro-
cess is finely regulated, as the cells are almost fully
differentiated and intense proliferation typically observed
in previous stages is controlled. Deregulation of expres-
sion of this could be implicated in increase in cell prolifer-
ation, in turn inducing a tumour development.

EY43 (Eyes absent 3) is another gene that demon-
strated increase in expression at the end of differentiation,

Placent

EYA3

B =
g £
:
@ 5
@
CE-
£3 ¢
& £ Figure 5. Differential expression of selected
& g genes in several tissues using a cDNA tissue
@ library (Clontech Laborainries Ine).

suggesting a possible role of this transcription factor in
maturation of erythroid cells. Li ef al. (34) demonstrated
that the Eya family (EY41, EYA2 and EY43) has protein
phosphatase function, and its enzymatic activity is
required for regulating genes that encode growth control
and signalling molecules, modulating precursor cell pro-
literation. Studies with Eyal-deficient mice show that the
gene controls crtical early inductive signalling events
involved in ear and kidney formation and integrate Eyal
info the genetic regulatory cascade controlling kidney for-
mation upstream of Gdnf, which is required to direct ure-
teric bud outgrowth wvia activation of c-ret Rtk (33).
Occasionally, anaemic embryos of these mice are seen,
suggesting a haematopotetic defect (12). In a study analy-
sing gene expression of purified haematopoietic stem cells
(HSC), the authors identified expression of EY4] and
EYA2? and suggested that they could be involved in HSC

© 2010 Blackwell Publishing L, Cell Pmifferation, 43, 297-309.
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self-renewal (12); however, in our study, expression of
EYA43 was not identified. EYA3 is mapped to chromosome
1 and no studies have been carried out on it in humans.
Recently, Soker et al. (36) studied pleiotropic effects in
Eva3-knockout mice and showed that homozygous
mutants displaved decreased bone mineral content and
shorter body length; furthermore, apparently no haemato-
poietic effects were observed. Our results suggest that this
transcription factor could be important at the end of differ-
entiation as its expression was observed to be high at the
end of differentiation and high expression was found in
bone marrow.

HES6 (Hairy/Enhancer of Split 6) is another Drosoph-
ila homologous gene that encodes a member of a subfam-
ily of basic helix-loop-helix transcription repressors (37).
The protein encoded by this gene functions as a cofactor,
interacting with other transcription factors through a tetra-
peptide domain in its C-terminus (38), and may be
involved in neurogenesis (39) and cell proliferation in
promyelocytic leukaesmia (40). However, precise molecu-
lar mechanism of Hes6-mediated control of differentiation
remains to be elucidated (40). This transcription factor
was found to be highly expressed at the end of differentia-
tion here, but was not observed at the beginning of
CD34+ differentiation (Fig. 4) in bone marrow (Fig. 5),
showing that its expression is stage-specific and finely
regulated.

ERH (Expression of Enhancer of Rudimentary) gene
was found to be continuously regulated during erythropoi-
esis and its expression increased duning differentiation
(Fig. 4). The product of this gene is a small, highly con-
served, nuclear protein with a unique three-dimensional
structure. Involvement of ERH in fundamental processes
such as regulation of pyrimidine metabolism, cell cycle
progression, transcription and cell growth control has been
suggested (41-44); however, none of these interactions
has been verified experimentally. To date, the mechanism
of action of ERH remains unclear, and our result needs to
be studied in detail to identify its function in erythroid dif-
ferentiation.

In addition to these Drosophila homologous genes,
LXN (latexin) gene was observed to be continuously
expressed from the beginning of differentiation and was
highly expressed in bone marrow (Figs 4 and 5). LXN is
the only known carboxypeptidase inhibitor in mammals
and despite several structure—function studies of latexin,
there is little knowledge of its biological roles in stem cells
and ageing. Recent studies have shown that LXN is a neg-
ative regulator of stem cell number and acts through at
least two mechanisms to modulate stem cell pool size: (i)
it decreases HSC cell replication and (it) it increases HSC
apoptosis. Thus, in the haesmatopoietic system, and per-
haps other organs, latexin influences ageing and lifespan

D 2010 Blackwell Publishing Ltd, Call Proliferation, 43, 297-309,
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through its action on stem cells (23). Continuous expres-
sion of the gene, found in this study, showed that its regu-
lation was directly related to differentiation of the cells;
during cell proliferation and consequent maturation,
expression of the gene increased then began to decline.
Further studies on gene expression using inhibition and
superexpression of these genes in CD34+ cultures are
being carried out and results will provide new insights to
the relationship of its the expression to haematopoiesis.

Another important finding in our study was the num-
ber of tags that had no correspondence in the data bank
and that were denominated ‘no matches’ (27% approxi-
mately); these tags could represent novel genes. Several
studies observed the same results and have shown that
approximately 35% of total SAGE tags are unmapped or
unidentified. Several authors have suggested that this
could be explained by several reasons: for instance, tags
overlapping two exons, tags extended into the polyA tail
and tags that differ from the genome sequence due to
polymorphism. These tags could also correspond to anti-
sense transcripts or new variants of known transcripts,
suggesting that many transcripts are still to be annotated
and that the human transcriptome seems to be more com-
plex than shown in current genome annotations (43).
Study on non-identified SAGE tags could help improve
the annotation process and identify genes with important
functions that could potentially be used as targets for dis-
ease therapies.

One of these tags (No Match 1 — Table 2) demon-
strated a large increase in expression during the intermedi-
ate phase of differentiation and could be very important in
metabolic pathways involved in differentiation of ery-
throid cells. Two other tags (No Match 5 and 8 — Table 2)
demonstrated increases at the end of differentiation and
could be involved in maturation of haematopoietic cells.
Identification of these tags could identify new genes or
new isoforms of genes involved in differentiation of ery-
throid cells.

Results shown in this study amplify previously pub-
lished data and present new clues concerning gene regula-
tion and dynamic organization of genes in chromosomes
of cells contributing to comprehension of erythroid differ-
entiation, and to identification of new target genes
involved in some erythroid diseases.
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Fig. 51 Morphology of cells during erythroid differen-
tiation using two-phase liquid culture after erythropoietin
addition. Typical morphology was detectable during
differentiation (0 h, proerythroblast; 192 h, basophilic
erythroblasts and 336 h, orthocromatic erythroblasts).

Fig. 82 Gene ontology categorization. Differentially
expressed genes were categorized by Molecular Function

and Biological Process using the gene ontology classifica-
tion.

Table S1 Sequence and ideal concentration for the
primers used in gPCR.

Please note: Wiley-Blackwell are not responsible for
the content or functionality of any supporting matenals
supplied by the authors. Any queries (other than missing
material) should be directed to the corresponding author
for the article.

Anexos

131



Hemoglobin Downloaded from informshealtheare.com by Medical College of Georgiaon 07:21/10

For personal use only,

Hemogiobin, 33(6) 430447, (2000}
Copyright @ Informa UK Led.

ISSN: 02630269 prine/1532-432X online
DOI: 103109/ 036302600903344176

informa

healthcare

ORIGINAL ARTICLE

HIGH LEVELS OF HUMAN --GLOBIN ARE EXPRESSED IN ADULT
MICE CARRYING A TRANSGENE OF THE BRAZILIAN TYPE OF
HEREDITARY PERSISTENCE OF FETAL HEMOGLOBIN (#~ —-195)

Anderson F. da Cunha,’? Ana F. Brugnerotto,’ Marcus A. Finzi Corat,®
Emily E. Devlin,” Ana P. Gimenes,” Ménica Barbosa de Melo,’

Luiz A. Corréa Passos,” David Bodine,” Sara T.0. Saad,' and Fernando F. Costa'
}!-!eﬂmamfagv and Hemotherapy Center, Universidade Estadual de Campinas, Campinas,
Sio Paulo, Brazil

2Genetic and Fvolution Department, Universidade Federal de Sao Carlos, Sdo Carlos, Sdo Paulo,
Brezil

ICentro Multidisciplinas para Investizacdo Biologica, Universidade Estadual de Campinas,
Campinas, Sdo Pauwlo, Brazil

* Hemalopaiesis Section, National Human Genome Research Institute, Bethesda, Maryland, USA

Hereditary persistence of feial hemoglobin (HPFH) is characterized by increased levels of Hb I
during adull life. Nondeletional forms of HPFH ave chavacierized by single base mutalions in the
A and & promoters, resulling in an incvease of Hb F ranging from 3 to 20 % in heterozygotes.
Many point mutations in this region have been described, including the A _ 195 {C>G) mutation
that causes the Brazilian type of HPFIH (HPFH-B). To better undersiand this mechanism, we have
develofed HPFH-B transgenic wmice. mIRINA levels of human - -globin of — 195 transgenic mice were
ceanly higher when compared with control transgenic mice bearing a wild typre sequence of the
promoter, Thus, our data indicate that the — 195 mutation is the unique cause of elevation of Hb F
in Brazilian FIPFH. These resulls could provide ws with an opportunity to study the modifying
effects of the Hb Fin the phenotype of sickle cell disease and S-thalassemia (S-thal).

Keywords Hb I, Hereditary persistence of fetal hemoglobin (HPFH), Transgenic mice,
—195 Mutation, ~Globin

Received 3 June 2009 Accepred 14 July 2000,

Address correspondence 1w Anderson F. da Cunha, Rodovia Washingron Luis, km 235, Degarea-
menn de Genética e Evolugio, CCRS, UFSCar, Sao Carlos, SP 13565905, Brazily Tel: +551633518877;
Fax: +551633518377; E-mail: anderf@ufscar. br

439

RIGHTS LI N Kip

Anexos
133




Hemoglobin Downloaded from informahealthcare.com by Medical College of Georginon 07/21/10
For personal use only,

440 A.F. da Cunha et al.

INTRODUCTION

The human +globin gene cluster consists of five functional globin
genes (=, A G sand ) arranged in the locus according to the order of
their expression during development (1,2). The switch from fetal (HBG) to
adule (HBD and HBB) globin gene expression occurs at birth, leading to
the gradual replacement of Hb F (c57,) with Hb A {0y %) and a small
amount of Hb A, (cws). The exact mechanisms that regulate globin gene
switching are incompletely understood. However, developmental regulation
of this multigene locus appears to be mediated by complex developmental
stage- and tissue-specific interactions between cis and transacting regula-
tory elements within the gene cluster. Understanding the molecular basis of
globin gene switching is of great interest as the hereditary persistence of
fetal hemoglobin (HPFH), which is characterized by an inappropriate, per-
sistent expression of the fetal --globin genes in adult life, ameliorates the
effects of hemoglobinopathies (3-5).

There are two types of inherited HPFH mutations: point mutations in
the proximal promoter of either of the HBG genes, and deletions that
remove the HBB gene plus extensive sequences either side of it (6). Struc-
tural studies have shown that nondeletional HPFH point mutations are
clustered in three regions of the - gene promoters centered around posi-
tions —200 (+C), —175 (T>C) and —115 (C>A), relative to the transcriptional
start site. These regions are highly GC-rich, known to be the target for dif-
ferent, but closely spaced, point mutations affecting the nucleotides in “-
promoters at positions —202 (C=G), —196 (C>T), —175 (T>C), —161 (A>G)
and —158 (C>T), and the promoters at positions —202 (C=T), 201 (C>T), —
198 (T>C), —196 (C>T), —195 (C>G), —175 (T>C) and —117 (G>A), respec-
tively (1,2,5,7).

Two hypotheses have been proposed to explain the increased ~-globin
gene expression in adults carrying nondeletional HPFH mutations. The
first proposes that these point mutations decrease the binding of a tran-
scriptional repressor or a complex that is involved in the silencing of --globin
expression in the adult. Alternatively, these mutations may create binding
sites that enhance the binding for a transcriptional activator or complex,
thus increasing - gene expression in the adult. Early in vitro studies focused
on characterizing the effects of these mutations on the binding of different
DNA-binding proteins (1).

A previous study showed that the Brazilian HPFH mutation [~ —195
(C>G)] (8) alone was not able to increase gene expression in vitro, and a
modest increase was observed when a locus control region (LCR) element
fragment (HS2) was introduced in the construction (3,9). To better
understand this mechanism, in vivo, we have developed transgenic mice
carrying the Brazilian HPFH mutation (% —195). Our data showed an
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increase in --globin expression in all development stages of these mice,
indicating that the —195 mutation is the unique cause of elevation of Hb F.
These results could provide an opportunity to study the modifying effects of
the Hb F in the phenotype of sickle cell disease and  +thalassemia ( ~thal).

MATERIALS AND METHODS

An engineered C to G substitution at position —195 of the promoter
region of *, gene was generated by site direct mutagenesis and introduced
into the Xhol/ Noil site of pet32a (+) plasmid. The mutation was confirmed
by DNA sequencing and then the 5.2 kb fragment was inserted in the
same region of the ;LCRA- v #7 cosmid (10), generating the cosmid
pLCRA~ v -B-HPFH (Figure 1).

The pLCRA~ 6 -B-HPFH, with the ;1.CR and the -, «/4, # and 7 genes
with the —195 mutation at the *+ promoter, was injected into mouse egg
cells, which were then introduced into pseudo pregnant mouse females

A. Xhol -195 Mol

L ¥ g5
|

-148
BE. Xhol l Notl  pat3la(+)
- [ | pssmid

C. . pLERA yybf

uLCR Yy Wi b P cosmid
i | — I~ L 1 | — | M ilrys oy O
D. nE LCRA ywhBSH-BHPFH

H r
WLCR Ly we 5 B e
- C— — -

FIGURE 1 Scheme of (LCRA-# +B-HPFH cosmid construction: a site directed mutagenesis inwro-
duced a C>G substitution at position —195 of the promoter region of *-. (A). This insert was cloned into
the Xhol/Nofl site of the pet32a (+) plasmid (B). This plasmid was digested with Xhol and Nofl enzymes
and the resulting 5.2 kb fragment was inserted into the same region of the (LCRA- 37 cosmid (C),
generating the LCRA- 4 +B-HPFH cosmid (D).
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[transgenic mice were generated by Umea Transgene Core Facility (Umea,
Sweden) using F1 hybrid (CBA X B6/CBA) females obtained from Charles
River, Kisslegg, Cermany]. The transgenic selection was performed using
specific primers for human --globin gene. Three lineages of transgenic
lines were generated. These lineages were crossed with B6 wild type to gen-
erate F1 and those that were positive for the transgene were crossed to gen-
erate F2. Wild type transgenic mice (WTTg) obtained from Hematopoiesis
Section, National Human Genome Research Institute, Bethesda, MD, USA
were analyzed as controls. These mice were described in previous studies by
Sabatino et al. (11) and Zoueva et al. {12). All experimental procedures in
this study in Brazil were approved by the Brazilian College for Animal
Experimentation (COBEA)} of the State University of Campinas and in the
United States. The protocol number was G97-4.

Total cellular RNA was extracted from the day 10.5 yolk sac, and day
13.5 fetal liver using TRIZOL reagent (Invitrogen Inc., Carlsbad, CA, USA).
RNA was extracted from adult and newborn reticulocytes, obtained by col-
lecting 200 pL. of blood from phlebotomized animals or by decapitation of
newborn mice, respectively, also using TRIZOL reagent (Invitrogen Inc.).
Samples were quantified using a NanoDrop ND-1000 spectrophotometer
(NanoDrop Technologies Inc., Wilmington, DE, USA). A riboprobe was
generated containing sequences for both exons 2 of the human *-- and of
the murine o-globin genes, and a second riboprobe was generated contain-
ing both exons 2 of the human *+ and of the murine «-globin genes. Both
probes were linearized with Bgilll. *p_Labeled RNA probes were transcribed
using the MAXIscriptTM in vitro transcription kit (Ambion Inc., Austin,
TX, USA). RNA (0.1-0.25 pg) was hybridized to the probe, overnight,
according to standard procedures (RPA 1I; Ambion Inc.). RNase digestion
was performed using an RNase A/RNase T1 mixture and the protected
fragments were separated on an 8% non denaturing polyacrylamide gel (13).
To guantitate levels of mRNA, the gel was exposed to a Phosphorlmager
screen and scanned on a Molecular Dynamics Phosphorlmager (General
Electric Healthcare, Uppsala, Sweden). The relative amounts of the human
globin expression were estimated by the ratio with the mouse «-globin.

RESULTS
Construction and Selection of B-HPFH Transgenic Strain

Transgenic mice were generated by the introduction of a fragment with
the 4LCR and the ®, 7, fand /genes with the —195 muation at the * pro-
moter (Figure 1) in mouse egg cells, as described in Materials and Methods.
To evaluate the presence of the transgene, we performed an amplification
of a specific region of the human --globin gene. The mice that presented
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an amplification of this fragment were used in RNAse protection assays
(RPA) (data not shown).

RNAse Protection Assay in Transgenic Mice Carrying the —195
Promoter Mutation of the Human ~-Globin Gene

We evaluated the expression of human *+-globin in transgenic mice
(—195HPFHTg) that carried a mutation in the “--glohin [* =195 (C>G)]
gene of the ~globin gene cluster. As a control, a wild type transgenic mouse
(WI'Tg) that had the intact +globin gene cluster was used. In the WI'lg
mouse, the ~-globin expression occurred strongly in the yolk sac and was
observed at a low level in the liver 13 days after the embryonic phase.
Murine «-globin gene expression, which is continually expressed, and
human +globin gene, which is expressed in wild transgenic mice only from
the 10th day in the fetal liver, were used as internal controls. These results
are similar to those observed by other authors (10-14). Our results showed
a clear increase in the expression of human *--globin in all samples of trans-
genic mice carryving the mutation, compared to the wild type transgenic
control (Figure 1A). Comparing the —195HPFHTg mice samples, the yolk
sac and newborn blood showed the highest expression of human *--globin
(Figure 1B).

Flow Cytometry for Human Fetal Hemoglobin (Hb F) in —195
Transgenic Mice

To evaluate if the ~-globin protein was produced as a tetramer with
mouse o-globin to form a hybrid HBF, we performed a flow cytometry pro-
cedure using an antibody to fetal hemoglobin (HBF) in the mice with the —
195 mutation. The results showed a strong presence of this hemoglobin
(Hb), corroborating our results that the —195 alone is able to develop
HPFH in these mice (Figure 3).

DISCUSSION

Many point mutations in the promoter region of the ~-globin gene have
been reported as being responsible for causing the persistent expression of
this gene during adult life in humans. Of these mutations, AL 195 (C>0),
was first identified in a Brazilian population and showed an increase in Hb
F of between 4-7% in heterozygotes (8).

To better understand this mechanism, we investigated whether the —
195 mutation in the --globin promoter gene, is sufficient to cause the per-
sistence of --globin expression during mouse development. Our results
indicate that the --globin gene expression remained active at the adult
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FIGURE 2 A) RNAse protection assay in transgenic mice carrying the mumadon in the —195 promorer of
the human --globin gene. RNA of yolk sac (YS), fetal liver (FL), and adult blood (AB) were extracted
from wild type transgenic mice that carried the clusier of human ‘globin (wild} and from the —195
transgenic mice (HPFH). Adult spleen (AS), adult bone marrow (ABM) and newborn bone marrow
(NBM) were extracted only from —195 wansgenic mice (HPFH). The probes used in the experiment
were for - and J human globins and for murine r-globin. The numbers | 1o 3 represent RNA samples of
tissues of three different transgenic lines thar were used. The expression of --globin increased in all
samples of mice carrying the —195 muation (HPFHTg). B) The human -- and «-globin ratios showed
that the expression of --globin could be observed in all samples of the —195 transgenic mice (HPFH),
and that the higher expression could be observed in the yolk sac and newborn bone marrow. In the wild

type, - expression was high only in the yolk sac. decreasing in fetal liver and almost undetectablein adult
blood.

stage and that the point mutation was responsible for this HPFH pheno-
tvpe. Several studies have used the same strategy to evaluate mutations in
the - promoter, providing a powerful indication that a single point muta-
tion was able to cause HPFH (14-17). In the —117 (G>A) mutation, Berry
etal. (16) speculated that the change in —-globin expression during devel-
opment could be correlated with the loss of GATA-1 binding to the ~ pro-
moter region, and deduced that GATA-1 might act as a negative regulator
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FIGURE 3 FEvaluation of the presence of a hybrid fewal Hb in a BHPFH wransgenic mouse by flow
cyiometry, Peripheral blood of this mouse was incubated with IgG (A) and human Hb F (B) anidbodies.
A significant increase was observed in the sample incubated with Hb F aniibodies, showing the presence
of this Hb in the mouse with =195 mucation.

of the ~-globin gene in normal adults. However, earlier in vitro experiments
on a Black form of the HPFH point mutation, a T>C substitution at position
—175 of the --globin promoter, showed no significant difference in the
CGATA-1 affinity for the promoter. Nevertheless, this mutation dramatically
decreased the affinity of the Oct-1 transcription factor, which binds to an
area partially overlapping the GATA-1 binding (14).

Another study showed that the HPFH —198 (T>C) mutation increased
the ~-globin gene expression in adult transgenic mice by the creation of a
new CACCC box and that this increase was mediated by the Sp-1 transcrip-
tion factor (18). In a recent study, the same group identified a set of other
proteins (DNMT1, CDC5-like protein. RAP74. SNEV. the coactivator p52,
and a protein of unknown function) that bound to the same region in an in
vitro study. Using the same strategy, in our laboratory, studies showed that
the —195 mutation alone was not able to increase gene expression in vitro
and a modest increase was observed when an 1L.CR element fragment (HS2)
was introduced in the construction (3,9). Studies also showed that the
mechanism of Hb F elevation by the —195 mutation was neither mediated
by the Sp-1 transcription factor nor by the creation of a CACCC box, as
described for the —198 mutation (3).These studies showed that several pro-
teins may be involved in the over expression of the --globin chain and/or
may depend on DNA structure (1).
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In this report we show that the —195 mutation alone was probably the
unique cause of elevation of Hb F in the transgenic mice carrying this
mutation. The results in Figure 2 showed that --globin expression
remained high during the development of the mice, since its expression
was observed from the yolk sac to adult blood, and the results in Figure 3
show that the --globin protein could tetramerize with mouse «-globin form-
ing a hybrid fetal Hb. Many proteins could be involved in the persistence of
the --globin expression in an adult affected by the —195 nondeletional
HPFH. and this mouse model may provide the means to study these interac-
tions and understand the changes that occur during the reactivation of the
+-globin genes. The identification of proteins that could be involved in this
process will be helpful in better understanding the complex mechanisms
that regulate globin gene expression, as well as providing an opportunity to
study the modifyving effects of the Hb F in the phenotype of sickle cell
disease and tthal.
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